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 چکیده
پانکراس و همچنین بلوغ    تکوینشود کلید اصلی رشد و  هم شناخته می 1فاکتور انسولین    که با نام  pdx1ژن  

های بنیادی و  های تراریخت مختلفی در سلولمدل  ،. با هدف قرار دادن این ژناستو بقای آنها    های بتاسلول

،  پژوهش در این  بیماری دیابت کاربرد دارند.    هایپژوهش که در زمینه    اندهای جانوری تولید شده همچنین مدل

ایجاد مدل تراریخت   برایکه  استمرسوم  سازیبا استفاده از روش کلون  Tol2هدف ساخت پلاسمید ژنی بر پایه 

  توالی پروموتر نشاندار کردن این ژن نیاز است بخشی از  برای  .  استقابل استفاده    Tg(pdx1:GFP)ی  گورخرماهی  

  آغازگر   جفت  دو  است،  نشده  تعریف  pdx1  ژن  تنظیمی  ناحیه  که  آنجایی  از.  گیرد  قرار  گزارشگر  بالادست ژن  در  آن

ماهی    pdx1  ژن  در  ATG  شروع  کدون  بالادست  در  جفت باز  6600و    2500  طرفین  5ʹ  توالی  تقویت  برای  را

ای  شده انتخاب کننده محدود هایآنزیم توالی هاآغازگر این از کدام هر  3ʹو  5ʹ انتهای به که شد طراحیگورخری 

(SalI    وSph1)  بدین منظور بعد از طراحی آغازگرهای مناسب برای دو طول متفاوت از توالی پروموتور    .شد  داده  قرار

مرسوم، بعد از  سازی  کلون های بتا، این قطعات تکثیر و با استفاده از روش  بیان شونده در مسیر سلول  pdx1  ژن

تایید    حاوی ژن گزارشگر فلورسنت سبز وارد شدند.  Tol2هضم آنزیمی و با استفاده از واکنش اتصال، در پلاسمید  

یند  انشان داد که فرد. نتایج  شیابی انجام  ، هضم آنزیمی و توالی PCRبا استفاده از کلونی  سازی  کلون یند  اصحت فر

 . استمختلف دارای کارایی مناسب    هایمرسوم علاوه بر هزینه کم برای کلون کردن قطعات با اندازه سازی  کلون 
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مقدمه 

  هایپژوهشای در  یند ضروری و پایهایک فر

قطعات   کردن  کلون  درون    DNAزیستی 

مولکولی گروهی از    سازی. کلوناستپلاسمیدها  

تولید   برایکه    هستندهای آزمایشگاهی  تکنیک

مولکولمجموعه حاوی  موجودات  از  های ای 

DNA    میمشابه  ,.Liu et al)شوند  استفاده 

مولکول(2017 این  آزمایشگاهی  .  محیط  در  ها 

و با انتقال به یک موجود میزبان   شوندمیساخته  

تکثیر شوند. این امر    ، توانند همراه با رشد آنمی

ب باکتری سویهوسیله  ه  معمولا  از  هایی 

Escherichia coli  زا آزمایشگاهی، غیربیماری

ها  چون باکتری  .آید و با رشد آسان به دست می

ه توانند ببنابراین می ،شوند به سرعت تقسیم می

کارخانه قطعات  عنوان  کردن  کپی  برای  هایی 

DNA    در مقادیر زیاد مورد استفاده قرار گیرند

(Brown, 2020)  پلاسمیدهای این  نوترکیب  . 

آمده دست  برای میسازی  کلوناز    به                     توانند 

آوردن برای  موجودات    DNAتغییر   دست  به 

شوند  هایویژگی استفاده  فرایند  . مطلوب    این 

می نامیده  ژنتیک  که  مهندسی  موجودی  شود. 

DNA  می دریافت  را  موجود  نوترکیب  کند 

  DNAشود و اگر  اصلاح شده ژنتیکی نامیده می

باشد،   متفاوتی  گونه  از  شده  معرفی  خارجی 

می نامیده  تراریخت  میزبان  شود.  موجود 

جانورانباکتری و  گیاهان  برای   مختلفی  ها، 

اهداف علمی، پزشکی، کشاورزی و صنعت مورد  

گرفته قرار  ژنتیکی   ,.Nora et al)اند  اصلاح 

ماهیان با توجه به مزایای فراوانی که   و  (2019

 . هستند جانداراندارند از جمله این 

بر پنج    هاپژوهشتولید ماهیان تراریخت در  

دارد تمرکز  کلی  شامل    .کاربرد  کاربردها  این 

ویژگی گونهبهبود  تجاری،  های  مهم                     های 

عنوان یک راکتور زیستی برای   توسعه ماهیان به

پروتئین زیستتولید  در  مهم                  پزشکی، های 

به از ماهیان  استفاده  عنوان شاخصی در   بهبود 

آلودگی در  ارزیابی  موجود  زیستی  محیط  های 

مدل محیط تولید  آبی،  جانوری های  های 

پژوهشغیرپستاندار   و  زیستها  برای  پزشکی 

ژنومی    همچنین عملکرد    هستندمطالعات 

(Devlin et al., 2001).    تمامی بین  از 

( و  Oryzias latipesهای ماهیان، مداکا )گونه

پرDanio rerio)  یگورخرماهی   ترین  کاربرد( 

زیستگونه مطالعات  برای  ترمیمی،  ها  شناسی 

های  سازی بیماریتکوینی و مدلشناسی  زیست 

 .(Subramanian, 2021) هستندانسانی  

گورخری     آزاد  هایآب  ماهی   یکماهی 

که  گرمسیری   ماهیانکپور  خانواده   به  است 

(Cyprinidae  )و  تعلق   و  هند  بومی  دارد 
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پروژه (Choi et al., 2021)  است  بنگلادش  .

داد توالی نشان  ژنومی  ژنوم    یابی  ماهی  که 

تقریبا  گورخری   ه ب  است.ژن    26000حاوی 

انسانی  ژن  درصد   70علاوه،   کم  های  به  دست 

ژنوم   در  ارتولوگ  گورخری  یک  مرتبط  ماهی 

ماهی  ها در توالی ژنومی به  هستند. این شباهت

مزیت    هبگورخری   مدل  موجود  یک  عنوان 

 همچنین بخشد.  مهرگان میخاصی نسبت به بی

زایی  یند اندامادهند که فرشواهد جدید نشان می

ورت قابل توجهی مشابه ص ه  بماهی گورخری  در  

انسانی  نمونه یافتهاست.  های  ثابت  ها  این 

که  نکنمی گورخری  د  مهرهماهی  دار یک مدل 

مناسب  عالی   ژنو  کارکرد  مطالعه  های برای 

 Devlin et)  استزایی انسان  مرتبط با بیماری

al., 2001).    بالای توانایی  به  توجه  ماهی  با 

توصیفگورخری   تکوینی  و   در مطالعات  خوب 

کاملی از تکوین پانکراس این موجود وجود دارد  

این  به  توجه  با  همچنین  از    و  خوبی  درک  که 

رسان درون سلولی و خارج سلولی  پیاممسیرهای  

دسترس   در  موجود  این  را  ،  استپانکراس  آن 

مطالعات   برای  جایگزین  مدل  یک  به  تبدیل 

یک  بویژهو    دیابت نوع  های  بررسی  و  دیابت 

مولکول کشف  برای  مسیرهای  دارویی  و  ها 

باپیام مرتبط  ا  رسانی  کرده  آن  ست درمان 

(Zang et al., 2018) . 

 pdx1  (Pancreatic and Duodenal  ژن

Homeobox 1  )هم   1انسولین  فاکتور    که با نام

می رشدشناخته  اصلی  کلید    تکوین  و  شود 

و بقای    های بتاسلولپانکراس و همچنین بلوغ  

توالی استآنها   این    24کروموزوم  ژنی که در    . 

گورخری   کنندهماهی  توالی کد  دارد یک    قرار 

در (Zang et al., 2018)است  پروتئین    .               

این   وجود  عدم  دیابت  نشانگر انسان    موجب 

MODY4  (Maturity-onset Diabetes of  

the Young Type 4  )  ژنی تک  دیابت  که 

خواهد شد. این فاکتور ، زودرس در جوانان است

های  هم مثل موش در سلولماهی گورخری  در  

بیان میپیش پانکراسی  تا  ساز  آنها  بیان  و  شود 

بتاسلول بلوغ   داشت   های  خواهد   ادامه 

(Salehpour et al., 2021)  .  بیان  ها  پژوهشدر

 جهش دارای  گورخری  های  ماهیشده است که  

pdx1 های  سلولتری دارند و اندازه بدن کوچک

پایین است  نیز بسیار  آنها  انسولین   بتا و سطح 

(Kimmel et al., 2015).    با توجه به مطالعات

فاکتور گرفته،  ب  pdx1  صورت  در    ییالااهمیت 

پیشسلول  سلول های  و  پانکراسی  بتا  ساز  های 

ترمیم داردنابالغ   نئوژنز  مسیر  در  همچنین   ،

میسلول ایفا  کلیدی  نقشی  بتا    کند های 

(Kimmel et al., 2011).    مدل بنابراین 

تواند مدلی مناسب برای این فاکتور می  یختترار
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در   تیمارهای    مربوطها  پژوهشاستفاده  به 

ترمیم    دارویی در  بتاسلولموثر    باشد  های 

(Chawla et al., 2020). 

حاضر   حال  در    برایدر  ژن  ماهی  انتقال 

ماهیت  گورخری   با  ژنتیکی  عنصر  یک  از 

که از ماهی مداکا به    Tol2به نام    ترانسپوزونی

می استفاده  است  آمده  این  .  شوددست 

سلول  ترانسپوزون تمام  مهرهدر  از  های  داران 

انسان   ، موشپرندگان،  ماهی گورخریجمله   و 

. (Pourghadamyari et al., 2019)است  فعال  

فراوان  DNAتوالی   از  یکی  ترین  ترانسپوزون 

موجودات  بخش از  زیادی  تعداد  ژنوم  در  ها 

شکل    است.یوکاریوتی   دو  به  عنصر  این 

غیر خودبه خودب و  . استخودی موجود  هخودی 

این ترانسپوزون کامل و  خودی،  خودبه در شکل  

و خود قادر به تشخیص، خارج است  لکردی  عم

قطعه    کردن مجدد  درج  که است  ای    DNAو 

قرار معکوس  انتهایی  تکرارهای  دارند   بین 

(Kawakami et al., 2000).  توالی  DNA  

خانواده Tol2 عامل ترانسپوزون    hAT  مشابه 

حاوی  Tol2 که عامل  ه ها نشان داداست، بررسی

از ترانسپوزون عملکردی است    یک توالی کامل 

 Scharf)  استفعال  نیز  ماهی گورخری  در  که  

et al., 1986).   بنابراین این عنصر در واقع اولین

ترانسپوزونی در   عملکردی  عنصر  شناخته شده 

میمهره حساب  به  همچنین   Tol2آید.  داران 

ای است که توسط ترانسپوزاز   DNAدارای توالی  

برای   Cisهای کوتاه  این توالی  .شودشناخته می

ها  یند انتقال ضروری هستند. این توالیاانجام فر

توالیجفت   150و    200شامل   تکراری باز  های 

انتهایی   مورد    DNAتوالی    و  هستندمعکوس 

اینبرای  نظر   بین  باید  گیرد   انتقال  قرار  دو 

(Kawakami et al., 2004). 

هدف ساخت پلاسمیدها ژنی  پژوهش با این  

پایه   روش   Tol2پلاسمید  بر  از  استفاده  با 

ایجاد مدل  برای  که    انجام شد مرسوم  سازی  کلون

گورخریتراریخت    Tg(pdx1:GFP)  ماهی 

(Green Fluorescent Protein  )  قابل استفاده

 .است

 

 هاروش  و   مواد

 ی گورخرماهی شرایط پرورش و تکثیر مولدین  

درجه    28در دمای  ماهی گورخری  مولدین  

تاریکی    - روشنایی  دوره و    pH  5/7  ،گرادسانتی

رک  10  :14 در  معکوس  اسمز  آب  های  در 

نگهداری                   درصد  20روزانه    . ندشد اختصاصی 

تعویض   محیط  ماده  .شدمیاز  و  نر                  مولدین 

در  ه  ب همزمان                  لیتری   8های  مخزن صورت 

پروتکلداشتندقرار   تمامی  و    ی ها.  نگهداری 
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آزمایش اخلاق   هاانجام  کمیته  استاندارد  طبق 

 . بودپژوهشگاه رویان 

 

 ارزیابی بیوانفورماتیک پلاسمید 

با توجه به هدف که نشاندار  پژوهش  در این  

که حاوی   Tol2است، پلاسمید    pdx1کردن ژن  

)توالی بازو  و  دو  انتهایی(  معکوس  تکراری  های 

مورد    استهمچنین ژن گزارشگر فلورسنت سبز  

نشاندار کردن نیاز است    برایاستفاده قرار گرفت.  

از توالی تنظیم کننده ژن مورد نظر در   بخشی 

ژن گزارشگر  بالادست  در  و  بازو  بین دو  ناحیه 

بدین منظور توالی پلاسمید با استفاده    قرار گیرد.

  CLC Genomics Workbench3افزار  از نرم

(Qiagene  ،  ارزیابی قرار گرفت تا آلمان( مورد 

در محل مناسب برای وارد کردن توالی تنظیمی،  

در  آنزیم تنها  که  شوند  انتخاب  برشگری  های 

ایجاد   برش  محل  برش   کنندهمان  محل  و 

در  همچنین  و  باشند  نداشته  غیراختصاصی 

شده   انتخاب  تنظیمی  توالی    نیز  pdx1داخل 

 برشی ایجاد نکنند. 

 

 طراحی آغازگرها 

تنظیمی ژن  مشخص نبودن توالی  با توجه به  

pdx1،   همچنین و  آن  ژنی  توالی  بررسی 

مطالعات منتشر شده در این زمینه مد نظر قرار 

برای  NCBI پایگاه داده  Geneگرفت. از بخش 

ژنومی  دست توالی  به  گورخری یابی  ماهی 

و شد  ژنی    استفاده  توالی  برای    pdx1جستجو 

  zgc:100874منتج به کد ژنی  ماهی گورخری  

ژن ش اول  اگزون  از  بخشی  به  مربوط  توالی  د. 

pdx1    حدود بالادست    7000و  در  باز  جفت 

انتخاب   شروع  این    د شکدون  کردن  وارد  با  و 

نرم  توالی  Oligo Explorer  (Gene  افزاردر 

Link ، آغازگرهای با  آمریکا( از آن برای طراحی

 کیفیت مناسب استفاده شد. 

 

 و تکثیر قطعه ژنی DNAاستخراج 

تکثیر قطعه مورد نظر نیاز به استفاده   برای

ثبت شده ماهی گورخری  ژنومی لاین    DNAاز  

بود، بدین منظور از گونه    NCBIپایگاه داده  در  

آزمایشگاه در  موجود  توبینگن  ماهی    وحشی 

استفاده  گورخری   رویان  برای  د.  شپژوهشگاه 

با توجه به توانایی این ماهی در    DNAاستخراج  

گرم از باله دمی ماهی  میلی  25ترمیم باله، حدود  

مورد  و  بریده  استاندارد  پروتکل  طبق  بالغ 

کلروفرم    -لوش فناستفاده قرار گرفت. از دو رو

، DNA  (Qiageneاستخراج    همچنین کیت  و

های استفاده شد و کیفیت و کمیت نمونهآلمان(  

و  الکتروفورز  از  استفاده  با  شده  استخراج 

 د. شاسپکتروفتومتر ارزیابی 
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اتصال   برای بهینه  دمای  آوردن  دست  به 

تکنیک گرادیان PCRآغازگرها در واکنش   از   ،

( ترموسایکلر  دستگاه   آلمان( ،  Eppendorfدر 

  Gradient  د. ابتدا با استفاده از گزینهشاستفاده  

د،  شهای مختلف دستگاه مشخص  دمای ستون

منظور دمای   به  درجه سانتی  60±5بدین  گراد 

،  56های دارای دماهای  ستوندستگاه داده شد و  

واکنش    (. 1)جدول    دند شانتخاب    61و    58

PCR  تگ آماده  مخلوط  از  استفاده  پلیمراز با 

(Ampliqon  ،  2فرانسه( انجام گرفت )جدول  .)

محصولات به دست آمده از واکنش بر روی ژل 

تا دمای بهینه که منجر   دشدرصد جاری    1آگارز  

به تولید محصول با غلظت بالا و بدون باند اضافی  

با به دست آمدن دمای بهینه،    مشخص شود.  ،دش

با   نظر  مورد  قطعه  تکثیر  برای  لازم  واکنش 

( بالا  صحت  با  کیت  از  ، Invitrogenاستفاده 

(. در این کیت  3آمریکا( صورت گرفت )جدول  

می   DNAاز   استفاده  میزان   شدپلیمرازی  که 

می حداقل  به  را  توانایی خطا  دارای  و  رساند 

دست   به  محصول  دقت  بنابراین  بود،  تصحیح 

 آمده بسیار بالا است.

از  غیراختصاصی  باندهای  حذف  منظور  به 

استفاده شد که در    Touchdown PCRروش  

این روش پنج درجه بالاتر از دمای اتصال آغازگر  

گراد(، فرایند اتصال آغازگر و  درجه سانتی  58)

تکثیر قطعه مورد نظر آغاز شد و بعد از گذشتن  

   (. 4پنج مرحله برنامه اصلی شروع شد )جدول 

 

 PCR: برنامه گرادیان واکنش 1جدول 

 تعداد چرخه  گراد( )سانتی دما )دقیقه(مدت زمان  مرحله

 1 94 2 واسرشتگی آغازین 

 30 94 5/0 واسرشتگی

 5/0 اتصال

56 

30 58 

61 

 bp1000 72 30دقیقه برای هر    1 طویل شدن 

 1 72 15 طویل شدن نهایی 

 1 4 - سرد شدن 

 



 [ 77] 1404(، 2)13فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:               تراریخت یگورخرماهی  طراحی و ساخت سازه ژنی برای تولید 

 

 پلیمرازتگ PCR: مخلوط واکنش 2جدول  

 (میکرولیتر) مقدار حجمی واکنش  یاجزا

 10 پلیمراز آماده تگ مخلوط

DNA  2 ژنومی 

 1 ( µM10آغازگرها )هر کدام به غلظت 

 20 حجم  تا آب

 

 در کیت با صحت بالا PCR: مخلوط واکنش  3جدول 

 )میکرولیتر(مقدار حجمی  اجزای واکنش 

 5/2 بافر 

4OMgS 1 

 dNTP 2مخلوط 

 5/0 (µM10ها )غلظت آغازگر

DNA 1 

 1/0 پلیمراز تگ

 25تا حجم   آب

 

 Touchdown PCR: مراحل واکنش 4جدول 

 تعداد چرخه  گراد( )سانتیدما  )دقیقه(مدت زمان  مرحله

 1 94 2 واسرشتگی آغازین 

 5 94 5/0 واسرشتگی

 5 63-59 5/0 اتصال

 bp1000 68 5  دقیقه برای هر  1 طویل شدن 

 25 94 5/0 واسرشتگی

 25 58 5/0 اتصال

 bp1000 68 25دقیقه برای هر    1 طویل شدن 

 1 68 15 طویل شدن نهایی 

 1 4 - سرد شدن 
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خالص کیت  برای  از  نهایی،  محصول  سازی 

، آلمان( استفاده شد  Qiagene)  PCRتخلیص  

و محصول به دست آمده در آب سترون حل شد 

سازی مناسب باشد.  انجام واکنش کلونتا برای  

کیفیت و کمیت محصول نیز مورد ارزیابی قرار 

 گرفت.

 

 Tol2به داخل پلاسمید  pdx1ژن    سازیکلون 

این   بازوهای    مطالعهدر  حاوی  پلاسمید  از 

Tol2    از تعیین جایگاه وارد    دشاستفاده و بعد 

ژن   پروموتور  آنزیم  pdx1کردن  مورد و  های 

استفاده در این زمینه، قطعه ژنی تکثیر شده باید  

 . شوددر این بخش کلون 

 

 کشت و استخراج پلاسمید پایه 

حاوی پلاسمید    Escherichia coliباکتری  

دمای   در  که  نظر  سانتی  - 70مورد  گراد  درجه 

می محیط  میلی  5در    ،دشنگهداری   LBلیتر 

  سیلین با غلظتبیوتیک پنیمایع همراه با آنتی 

ساعت    16به مدت  لیتر  میکروگرم در میلی  100

کشت داده شد.  گراد  سانتیدرجه    37در دمای  

پلاسمید با استفاده از کیت استخراج از   در ادامه

( از  ،  Rocheپلاسمید  استفاده  با  سوئیس( 

 د.شراهنمای کیت استخراج 

 

 

 هضم آنزیمی پلاسمید 

در    برای شده  تکثیر  قطعات  کردن  وارد 

لازم   آنزیماپلاسمید  توسط  دو  هر  های  ست 

گیرند.   قرار  برش  مورد  مناسب  کننده  محدود 

محصولات   و  پلاسمیدها  منظور   PCRبدین 

مدت   به  تنظیمی  توالی  در    16حاوی  ساعت 

سانتی  37دمای   قرار گراد  درجه  هضم  مورد 

حذف بقایای    برای(. در ادامه  5گرفتند )جدول  

واکنش هضم آنزیم، محصولات اصلی که شامل  

و قطپلاسمید تکثیر شده های خطی شده  عات 

بر روی ژل   بودنددارای انتهای چسبنده آنزیمی 

درصد آگارز به مدت نیم ساعت ران شدند.   6/0

ژل با استفاده از    تعیین محل دقیق قطعات،برای  

رنگ بروماید  دادن اتیدیوم  قرار  با  و  آمیزی شد 

ژل بر روی دستگاه ترانسلومینیتور باندها برش 

شده با استفاده از  های برش داده  ژل  . داده شدند

ژل از  استخراج  کیت  ،کیت  راهنمای    ،طبق 

 دند. شحل استریل تخلیص و در آب تزریقی 

 

 : مخلوط واکنش هضم آنزیمی5جدول 

 )میکرولیتر(مقدار حجمی  واکنش  یاجزا

 x10 5بافر 

 5/1 آنزیم 

DNA 5 

 50تا حجم  آب
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واکنش اتصال پلاسمید هضم شده و قطعه ژنی  

 تکثیر شده

با توجه به غلظت    انجام واکنش اتصالبرای  

شده،   خطی  پلاسمیدهای  و  ژنی  قطعات 

های متفاوتی از آنها طبق راهنمای کیت نسبت 

آمریکا( همراه با بافر،  ،  Thermo Fisher)  اتصال

ب  تیو   بهمیکرولیتر    20و آب تا حجم    T4آنزیم  

ها به مدت  باین تیو   شدند.  اضافهلیتر  میلی  2/0

دمای    30 در  سانتی  22دقیقه  و  درجه  گراد 

گراد سانتیدرجه    15ساعت در دمای    16سپس  

گرفتند محصولات  .  قرار  این  ادامه  برای  در 

تر گرفتند. اواکنش  قرار  استفاده  مورد    نسفورم 

نسبت قطعات  انتخاب  با  ژهای  پلاسمید  به  نی 

شامل   که  گرفت  انجام  آنها  غلظت  به  توجه 

)پلاسمید    4به    1و    6به    1،  8به    1های  نسبت

 خطی شده به قطعات ژنی( بودند. 

 

نوترکیب نسفورماتر باکتری   پلاسمید          داخل 

E. coli مستعد 

  هایاز باکتریترانسفورم  یند  اانجام فربرای  

E. coli    درجه   -70مستعد شده که در دمای

میگراد  سانتی د.  شاستفاده    ، نددشنگهداری 

فریزر خارج و بر روی یخ قرار داده    زها اباکتری

میکرولیتر از هر واکنش اتصال    10شدند، سپس  

تیو یک  باکتری   200حاوی    ببه  میکرولیتر 

اضافه   و  شمستعد  از  ترانسفورم  انجام  برای  د 

دمای    شوک در  گراد  سانتیدرجه    42حرارتی 

شد. فر  استفاده  انتهای  به ترانسفورم  یند  ادر 

باکتری  منظور پلاسمید،  های  تکثیر  حاوی 

و به مدت  شد مایع به ترکیب اضافه   LBمحیط 

قرار    گرادسانتیدرجه    37یک ساعت در دمای  

در ادامه محصولات نهایی بر روی پلیت    گرفت.

LB  سیلین کشت بیوتیک پنی جامد دارای آنتی

کلونی  تنها  تا  شدند  حاوی داده  باکتری  های 

داشته رشد  امکان  حفظ  برای  باشند.    پلاسمید 

که آنتی   مقاوت است  ضروری  محیط  بیوتیکی 

از   بیشتر  نباشد  16مدت کشت  از   .ساعت  بعد 

کلونی زمان  کرداین  رشد  آنها   ندها  بین  از  و 

موردکلونی نوترکیب  پلاسمید  حاوی  نظر   های 

ش انتخاب  و  از  دغربالگری  منظور  بدین  که  ند 

 استفاده شد.  PCRتکنیک کلونی 

 

 پلاسمیدهای نوترکیب PCRکلونی 

کلونی   تکنیک  از  استفاده  ،  PCRبا 

قرار کلونی غربالگری  مورد  آمده  دست  به  های 

منظور  .گرفتند پلیت    ،بدین  جامد    LBابتدا 

آنتی پنیدارای  جدولبیوتیک  و  سیلین  بندی 

آند.  شگذاری  شماره از  به های  کلونی  ،پس 

آمده   فردست  از ترانسفورم  یند  ااز  استفاده  با 

برداشته شد و ابتدا در   خلال دندان یا سرسمپلر
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گذاری شده تماس داده  و خانه شماره LBپلیت 

میکرولیتری   PCR  200  بشدند و سپس در تیو

وارد   مشابه  شماره  ترتیب  شدارای  بدین  دند. 

کلونی  60حدود   مختلف  پلیت  از  عدد  های 

کلونی این  حاوی  پلیت  و  شدند  در  انتخاب  ها 

سان  37دمای   شد.  تیدرجه  داده  قرار  گراد 

واکنش  ب تیو برای  پلاسمید  حاوی    PCRهای 

آماده شدند، در این واکنش یک آغازگر از قطعه  

ژنی کلون شده در پلاسمید و یک آغازگر از خود  

انتخاب   پایه  طبق    PCRد. واکنش  شپلاسمید 

پلیمراز با استفاده از مخلوط آماده تگ  2  جدول

گرفت واکنش  ،  انجام  داخل    PCRمحصول 

ژل  چاهک و  8/0های  شد  وارد  آگارز    درصد 

از   نشان  نمونهتعدادی  را  نظر  مورد  باند  که  ها 

این شانتخاب  دادند،   نمونه،  شماره  طبق  دند. 

گذاری شده انتخاب و در  ها از پلیت شماره کلونی

ساعت    16مایع به مدت    LBلیتر محیط  میلی  5

کشت داده شدند تا برای مرحله تایید با هضم  

 آنزیمی مورد استفاده قرار گیرند. 

 

پلاسمید نوترکیب با هضم آنزیمی  تولید    تایید

 یابی و توالی

صحتبرای    از    تایید  نوترکیب  پلاسمید 

شد استفاده  نیز  آنزیمی  منظور  . هضم  ،  بدین 

  PCRهای که در مرحله کلونی  پلاسمید کلونی 

و با استفاده از   دش، استخراج ه بودند انتخاب شد

نقشه پلاسمید نوترکیب ارزیابی    CLCافزار  نرم

های مناسب برای واکنش انتخاب شدند.  و آنزیم 

هایی انتخاب شدند که هم قطعه وارد شده آنزیم

محصولی  و  دهند  برش  را  پایه  پلاسمید  هم  و 

ایجاد کنند که به راحتی قابل مشاهده باشد و  

گروه   به  نسبت  )پلاسمید    شاهدهمچنین 

متفاوتغیرنوترکیب(   باشد.  اندازه  داشته  ی 

های  با آنزیم  4  واکنش هضم آنزیمی طبق جدول

عنوان گروه شاهد    انتخابی صورت پذیرفت و به

فاقد قطعه وارد شده   Tol2نیز از پلاسمید اولیه 

د.  محصول هضم آنزیمی بر روی ژل  شاستفاده  

هایی که باند مورد آگارز جاری و پلاسمید نمونه

برای انجام استخراج و    ه بودند،نظر را نشان داد

 . ندارسال شد تایید نهاییبرای یابی سنگر  توالی

 

 نتایج 

ارزیابی    DNAهای  نمونه  و  شده  استخراج 

 های هضم کننده پلاسمید برای انتخاب آنزیم 

( نشان داد  1)شکل    Tol2ارزیابی پلاسمید  

در بالادست    SphIو    SalIهای برشگر  که آنزیم

فاصله   با  چپ  بازوی  از  قبل  و  گزارشگر    6ژن 

قرار  برش  تک  صورت  به  یکدیگر  از  نوکلئوتید 

برش و  ایجاد  داشتند  نیز  غیراختصاصی  های 

ها معیارهای لازم برای نکردند، بنابراین این آنزیم 
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دارا   را  ژنی  قطعه  کردن  کلون  برای  استفاده 

 بودند. 

استخراج   از    DNAمحصول به دست آمده 

کلروفرم و کیت    -ژنومی با هر دو تکنیک فنول

شکل    DNA  استخراج شده    2در  داده  نشان 

شود نمونه  است. همان طور که در شکل دیده می

شکستگی  کیت  از  استفاده  با  شده  استخراج 

تری  دهد و از کیفیت مناسبکمتری را نشان می

 برخوردار است. 

مطالعات   همچنین  و  ژنی  توالی  بررسی  با 

شده در این زمینه، تکثیر دو قطعه ژنی  منتشر  

جفت باز از ناحیه  6600و   2500با طول حدود 

مد نظر قرار گرفت. همچنین    pdx1تنظیمی ژن  

های منتخب نشان داد بررسی نواحی برشی آنزیم

آنزیم   بالادست    3500در    SphIکه  باز  جفت 

ژن   اول  می  pdx1اگزون  ایجاد    ،کند برش 

برای تکثیر قطعه   آغازگرها  بنابراین در طراحی 

 SphIو    SalIجفت بازی از هر دو آنزیم    2500

جفت بازی تنها    6600ولی در آغازگرهای قطعه  

 (.6  استفاده شد )جدول SalIآنزیم 

 

 الف                                  ب      

 

پلاسمید نوترکیب نهایی . ب( Tol2GFPپلاسمید انتخابی  الف(. نقشه پلاسمیدهای مورد استفاده: 1شکل 

 بعد از واکنش اتصال 
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استخراجی توسط کیت   DNA ، 2، ستون است +Ladder 1kb حاوی 1ستون   .: استخراج ژنوم ماهی2شکل 

  DNAطور که مشخص است    دهد. همانکلروفرم را نشان می   -استخراجی توسط روش فنل  DNA،  3و ستون  

 . استو آلودگی کمتری  یکیت دارای شکستگ

 

 : توالی آغازگرهای طراحی شده6جدول 

 طول محصول
 )جفت باز( 

 آغازگر معکوس  آغازگر پیشرو

6600 5ʹCACT 

ʹGTAACTTTGGTTTTCGGATG 3GTCGAC 
5ʹCACT 

ʹTAGTCTTCGTTGGGGTGTCT 3GTCGAC 

2500 5ʹCAGT 

ʹGTTACGAGGCTTGATTTGCG 3GCATGC 
5ʹGTCA 

GTCGACTACAGGTGGTTAGGCGGATA 3ʹ 

 .اند( مشخص شده Boldصورت پررنگ )ه و نوکلئوتیدهای اضافی ب  (Underlineدار )به صورت زیرخطها  توالی آنزیم

 

 تکثیر قطعات ژنی و استخراج پلاسمید  

قطعات   تکثیر  از  ژنی  نتایج  استفاده  با 

در شکل   Touchdownهای گرادیان و  تکنیک

 2500در تکثیر قطعه  .  نشان داده شده است  3

بازی،   دو    DNAجفت  هر  با  شده  استخراج 

تکنیک منجر به تولید محصول شد. ولی کیفیت  

گراد  سانتیدرجه    58و کمیت محصول در دمای  

در نمونه استخراج شده با کیت بهتر بود و باند  
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)شکل   داشت  کمتری  (،  الف  - 3غیراختصاصی 

گراد برای تکثیر درجه سانتی  58بنابراین دمای  

مورد   Touchdownاین محصول با استفاده از  

به دست   (. نتایجب  -3استفاده قرار گرفت )شکل  

جفت بازی نیز مشابه    6600آمده از تکثیر قطعه  

 DNAاز    گرادسانتی  درجه  58بود و در دمای  

کیفیت باند مشاهده شده  ،  به دست آمده از کیت

  DNA  ( و از همین دما والف  -3بهتر بود )شکل  

استفاده شد    Touchdown  روش   وبرای تکثیر  

جفت بازی با    6600(. تکثیر قطعه ب -3)شکل 

تگ آنزیم  از  پیدا  استفاده  و  نبود  موفق  پلیمراز 

کردن دمای بهینه برای این قطعه با استفاده از  

 آنزیم با صحت بالا انجام گرفت. 

 

 الف ب

  
 5-7های  جفت بازی و ستون  2500نتایج تکثیر قطعه    1-3های  . الف( ستونPCR: نتایج واکنش  3  شکل

های  ستون  .دن دهگراد نشان میدرجه سانتی  61و    58،  56جفت بازی را به ترتیب در دماهای    6600تکثیر قطعه  

جفت  2500و  6600به ترتیب نتایج تکثیر قطعات  3و  1های ستونب(  .هستند +Ladder 1kbحاوی  8و  4

 .هستند  +Ladder 1kb  حاوی  4و   2های  ستون  .دن دهنشان می  Touchdownه از تکنیک  بازی را با استفاد
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باکتری از  پلاسمید  استخراج  های  محصول 

شکل   در  شده  داده  شده    4کشت  داده  نشان 

می  همان   .است دیده  شکل  در  که  شود  طور 

به ترتیب از بالا  که    است محصول حاوی سه باند  

دهنده باندهای پلاسمید حلقوی،   نشانبه پایین  

. غلظت  استپلاسمید خطی و پلاسمید ابرپیچ  

دهد که پلاسمید در  کمتر باند خطی نشان می

کیفیت   هنگام  دارای  و  ندیده  آسیب  استخراج 

 .استمناسب 

 

 

حاوی    1: محصول استخراج پلاسمید. ستون  4شکل

پایه   پلاسمید  استخراج  که   است  Tol2محصول 

ابرپیچ   و  خطی  حلقوی،  باند  سه  در    است.دارای 

 شود. مشاهده می +Ladder 1kb، 2 ستون

 

اتصال تخلیص   واکنش  قطعات  و  پلاسمیدها 

 آن های تاییدی ارزیابیمورد نظر و  شده

قطعات   و  پلاسمیدها  شده  غلظت  تخلیص 

  و  140  جفت بازی به ترتیب  2500برای قطعه  

 6600و برای محصول  نانوگرم در میکرولیتر    60

بازی میکرولیتر   53  و  140  جفت  در  نانوگرم 

شد. با توجه به این    توسط اسپکتروفومتر خوانده

به    3ها،  غلظت شده  خطی  پلاسمید  از  نسبت 

قطعات ژنی برای واکنش اتصال تعیین شد که از  

بیشترین تعداد کلونی    8به    1میان آنها از نسبت  

 به دست آمد. 

 

کلونی   ارزیابی توسط  اتصال  واکنش    تاییدی 

PCR  
اولیه   تایید ورود قطعات    برایدر غربالگری 

آغازگر   از  پلاسمید  به  بدنه    SP6ژنی  در  که 

وکتور قرار داشت و همچنین یک آغازگر طراحی  

شده که در داخل خود قطعات بود استفاده شد.  

آغازگرهای طراحی  قرارگیری  به محل  توجه  با 

کلونی   در  قطعه    PCRشده،  به   2500مربوط 

جفت باز به   1990جفت بازی محصولی با وزن  

های غربال شده  درصد از کلونی   66دست آمد که  

)شکل    مثبت دوم  الف  - 5بودند  قطعه  در  و   )

که    داشتجفت باز    1619محصول نهایی طول  

ها مثبت بودند )شکل  درصد از این کلونی   3تنها  

 (. ب -5
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 الف ب

  
جفت بازی. ستون    2500برای قطعه    PCR. الف( محصولات واکنش کلونی  PCR: نتایج واکنش کلونی  5شکل  

حاوی   3-14های  و ستون  Tol2حاوی محصول واکنش در پلاسمید پایه    2ستون    ، +Ladder 1kbحاوی    1

برای   PCRمحصولات واکنش کلونی  ب(    . استهای به دست آمده از واکنش اتصال  محصول واکنش در کلونی

حاوی محصول واکنش در پلاسمید پایه   2ستون  ،  +Ladder 1kbحاوی    1ستون    .جفت بازی  6600قطعه  

Tol2  ستون کلونی   3-10های  و  در  واکنش  محصول  اتصال  حاوی  واکنش  از  آمده  دست  به  در  استهای   .

 .های فاقد پلاسمید نوترکیب به دلیل نبود آغازگر معکوس محصولی تشکیل نشدپلاسمید پایه و کلونی

 

تاییدی انجام فرایند اتصال پلاسمید و  ارزیابی  

آنزیم  از  استفاده  با  نظر  مورد  ژنی  های قطعه 

 انتخابی 

کلونی  کلونی توسط  شده  تایید    PCRهای 

هضم   از  استفاده  با  ثانویه  تایید  یک  نیازمند 

برای این منظور دو برنامه هضم  هستند. آنزیمی 

کلون هر  برای  مختلف  نظر  سازی  آنزیمی  در 

 ها برای تایید وارد شدن  گرفته شد که این آنزیم

نرمجفت    2500و    6600قطعات   از  افزار بازی 

CLC   انتخاب شده و  آنزیم.  انتخاب شدند های 

از هضم آنزیمی برای   به دست آمدهمحصولات  

دو   در    و سازی  کلونهر  شاهد  گروه  همچنین 

نتایج به دست آمده    آورده شده است.  7جدول  

نشان داد که در پلاسمیدهای انتخاب شده برای  

شدند   کلون  درستی  به  قطعات  گروه،  دو  هر 

(. 6)شکل 

 

  



 1404(، 2)13آبزیان:  بیوتکنولوژی و فیزیولوژی                                                                        همکاران ومویدی  [ 86]

 

 : نتایج تایید با هضم آنزیمی 7جدول 

 هاآنزیم  گروه
 پلاسمید نوترکیب

 ( جفت باز)

 پلاسمید شاهد

 ( جفت باز)

 جفت بازی 2500
BsrgI 2500  4600 4400و 

XhoI 5800 ،400  400و  4200 500و 

 جفت بازی 6600
NdeI 7000 ،2500  4600 1500و 

XhoI 5600 ،5000 500 و 4100 400  و 

 

 الف           ب

  
هضم پلاسمید    1ستون    .جفت بازی 2500نتایج هضم آنزیمی. الف( محصولات هضم آنزیمی در قطعه    :6شکل  

هضم پلاسمید نوترکیب با آنزیم    3پلاسمید نوترکیب هضم نشده، ستون    2، ستون  Xho1نوترکیب با آنزیم  

Bsrg1  ستون آنزیم    4،  با  پایه  پلاسمید  ستون  Xho1هضم  ستون    5،  نشده،  هضم  پایه  هضم   6پلاسمید 

محصولات هضم آنزیمی مربوط به قطعه ب(  .+Ladder 1kb حاوی 7ستون  و  Bsrg1پلاسمید پایه با آنزیم 

پلاسمید نوترکیب هضم نشده،    2، ستون  Xho1هضم پلاسمید نوترکیب با آنزیم    1ستون    .جفت بازی  6600

هضم پلاسمید   5، ستون  +Ladder 1kbحاوی    4، ستون  Ned1هضم پلاسمید نوترکیب با آنزیم    3ستون  

 . NdeIهضم پلاسمید پایه با آنزیم  7نشده و ستون  پلاسمید پایه هضم 6، ستون Xho1پایه با آنزیم 
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یابی وارد کردن ژن مورد  تاییدی توالی   ارزیابی 

 استفاده از روش سنگر  نظر داخل پلاسمید با

یابی نشان داد از توالی  به دست آمدهنتایج  

)شکل  ند  که قطعات کلون شده فاقد جهش بود

بنابراین امکان  .  مکان درست کلون شدند ( و در  7

مدل   تولید  در  پلاسمیدها  این  از  استفاده 

 تراریخت وجود دارد.

 

 بحث

با  است که    جانورییک مدل  ماهی گورخری  

توجه به مزایای فراوانی که دارد و با استفاده از  

میتکنیک مولکولی  مختلف  این  های  از  توان 

های  پژوهشآل برای  ماهی به عنوان مدلی ایده

های  تکوین و همچنین مطالعه در زمینه بیماری

کرد   استفاده  انسانی   ,.Choi et al)مختلف 

هی گورخری از جمله های دیابت ما . مدل (2021

پرکاربرد در مطالعات دارویی    های جانوریمدل

و در مرکز تحقیقات    (Zang et al., 2018)است  

هدف نیز  رویان  پژوهشگاه  متابولیک                 سلامت 

مدل توسعه  زمین بر  این  در  تراریخت                  ه های 

 ;Pourghadamyari et al., 2019)است  

Salehpour et al., 2021)  . 

پرکاربردترین  از  یکی  حاضر  حال  در 

آزمایشگاه تکنیک  در  استفاده  مورد  های  های 

های تراریخت زمینه تولید مدل معتبر جهانی در  

 Tol2 Transposaseماهی گورخری استفاده از  

  که  (Kawakami et al., 2000, 2004)است  

  پلاسمیداستفاده از این تکنیک نیازمند طراحی 

 

 

داخل پلاسمید با استفاده  pdx1تایید وارد شدن بدون جهش توالی پروموتور ژن یابی. نتایج توالی: 7شکل

PCs Sangerیابی از توالی
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به   پژوهش  این  و  است  هدف  مدل  به  توجه  با 

ژنی به منظور تولید مدل  طراحی پلاسمیدهای  

 پرداخته شده است. Tg(pdxI:GFP)تراریخت 

فر در  مرحله  این ااولین  طراحی  یند 

منظور   DNAاستخراج    ژنی، ی  پلاسمیدها به 

.  است   pdxIتکثیر بخشی از توالی تنظیمی ژن  

استخراج  روش برای  مختلفی  از    DNAهای 

روش   هایبافت جمله  از  دارد،  وجود  جانوری 

کلروفرم که به طور معمول مورد استفاده    -لوفن

کردن  قرار می اضافه  پایه  بر  تکنیک  این  گیرد. 

از   برابری  آبی    -فنولحجم  به محلول  کلروفرم 

و  سلول فازها  کردن  ترکیب  شده،  لیز  های 

س طریق  از  آنها  در  است  انتریفیوژ  جداسازی  و 

الکل رسوب داده   DNA  آخر با  استخراج شده 

  مراحل آن . اگرچه  (Ausubel, 1992)شود  می

زیاد   به است،  نسبتا  کمتر  هزینه  دلیل  به  ولی 

در    ،علاوهه  نمونه استفاده فراوانی دارد. بازای هر  

های اخیر تعداد زیادی کیت برای استخراج  سال

DNA   در تجاری  شکل  به  مختلف  منابع  از 

این   در  است.  گرفته  قرار  پژوهش  دسترس 

کلروفرم و کیت برای    -فنولهمزمان از تکنیک  

استفاده  ماهی گورخری  از باله    DNAاستخراج  

که در روش    وجود این   نتایج نشان داد با   و   شد

ولی  است، کلروفرم مقدار محصول بیشتر  -فنول

پا کیت ینیکیفیت  با  استخراج  به  نسبت  تری 

در زمینه    2015که در سال    ایمطالعهدارد. در  

  ،انجام شد  DNAهای مختلف استخراج  تکنیک

نتایج مشابه روش  نیز  از  و  -فنولای دیده شد 

محصولی با  های تجاری  کلروفرم نسبت به کیت

د که دلیل آن را باقی  متر به دست آینیخلوص پا

ذکر کردند    DNAدر نمونه  فنول  ماندن مقداری  

(Djurkin Kusec et al., 2015 )با این وجود .  

به دست آمده از هر دو    DNA  در مطالعه حاضر،

از   استفاده  با  ژنی  قطعات  تکثیر  در  تکنیک 

آماده تگ بالا  مخلوط  با صحت  آنزیم  و  پلیمراز 

 موفق بودند. 

مرسوم   تکنیک  این  سازی  کلوندر  در  که 

قرار گرفت، نیاز به هضم    مورد استفادهپژوهش  

چسبنده    که با ایجاد انتهایاست  آنزیمی قطعات  

فراهم   قطعات  این  اتصال   Green)د  شامکان 

and Sambrook, 2020)  در صورت وجود دو .

کارایی بالاتری انجام  آنزیم، اتصال قطعه ژنی با  

آنزیم    ،دشومی یک  از  استفاده  صورت  در  زیرا 

امکان اتصال قطعه به صورت برعکس و همچنین 

این انتها  احتمال  به هم  که  پلاسمید  های خود 

دارد   نیز وجود   Kaufman)دبگر متصل شوند 

and Evans, 1990)نتایج    . همان طور که در 

شد  ژنی    ،دیده  قطعه  اتصال  واکنش    6600در 

میزان   ،جفت بازی که تنها یک آنزیم استفاده شد 

قطعه   از  کمتر  بود.    2500کارایی  بازی  جفت 
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های مختلف مورد استفاده در  همچنین در نسبت

واکنش اتصال، بالاترین کارایی در گروهی دیده  

شد که غلظت قطعه ژنی بیشتر بود که دلیل این  

هش احتمال به هم چسبیدن تواند کا موضوع می

 های خود پلاسمید باشد. انتها

بعد از ساخت پلاسمید نوترکیب نیاز به تایید  

امکان وقوع  سازی  کلونیند  ازیرا در فراست،  آن  

مختلف وجود دارد، برای این منظور از   خطاهای

میتکنیک استفاده  مختلفی  شود  های 

(Mohseni et al., 2012)  از  پژوهش  . در این

تکنیک روش  سه  کارآمدترین    هستندها  که 

از سریع  یکی  روشاستفاده شد.  کلونی  ترین  ها 

PCR    برای غربالگری اولیه    ازتواند  که میاست 

استفاده شود   ژنی درج شده  تایید وجود قطعه 

(Wu, 2012)پژوهش  که در این    . با توجه به این

هضم آنزیمی تنها با یک آنزیم    های برخی واکنش 

بنابراین نیاز بود که جهت قطعه    ،انجام شده بود

بررسی   نیز  شده  منظور  . دشووارد  از   ،بدین 

آغازگرهایی استفاده شد که هم در قطعه ژنی و  

هم در بدنه وکتور قرار داشتند. استفاده از هضم  

تواند درج قطعه  می   که  آنزیمی نیز علاوه بر این

ژنی را با دقت بالا تایید کند، جهت ورود قطعه  

باندهای  ایجاد  با  نیز  اندازه   یرا  متفاوت  با  های 

ترین روش برای تایید کلونی  دهد. دقیقنشان می 

توالی تکنیک  از  استفاده  است  یابی  نوترکیب 

(Scharf et al., 1986).    این نیز  پژوهش  در 

در   درج جهش  وجود  عدم  و  ژنی  قطعه  دقیق 

ها با استفاده از این تکنیک مورد تایید قرار  کلونی

 گرفت.

ژن   اهمیت  به  توجه  تکوین    PDXIبا  در 

سلول تمایز  و  کننده  پانکراس  ترشح  بتا  های 

مدل برای انسولین،  مختلفی  تراریخت  های 

زمینهپژوهش   هدف    در  با  دیابت                       بیماری 

از جمله تولید   اند،قرار دادن این ژن تولید شده

سلول )   هایلاین  شده  القا   Inducedبنیادی 

Pluripotent Stem Cells: IPSCs )

Pdx1:EGFP  (Lee et al., 2019)    با استفاده

تراریخت  موش  همچنین  و  کریسپر  تکنیک  از 

Pdx1:GFP  (Karami et al., 2022)   که این

فربرای  ها  مدل تولید  ابررسی  و  تمایز  یند 

اسلول  مورد  پانکراس  بتای  قرار های  ستفاده 

ماهی گورخری    ی هاگیرند. با توجه به مزیتمی

دارویی،  در غربالگری  تراریخت    زمینه  مدل 

ده است که  شای نیز در این ماهی تولید  مشابه

در   استفادهمطالعات  تاکنون  مورد                   مختلفی 

است گرفته  غربالگری    ،قرار  جمله   8000از 

یافتن ترکیبی که قادر به القای  برای مولکول ریز

ژن   شود   pdx1بیان  تراریخت  مدل  این  در 

(Helker et al., 2019)،   همچنین در بررسی

سلول افر تمایز  و  تکوین  مختلف یند  های 
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 Huang et al., 2001; Lavergne)  پانکراس

et al., 2020; Mi et al., 2023)    بررسی و 

سلول ترمیم  مختلف  بتای  مسیرهای  های 

,.Liu et al., 2021; Mi et al)  پانکراسی  

  درمان بیماران دیابتیبرای  تا از نتایج آن    (2023

این  شوداستفاده   مدل    مطالعات.  اهمیت 

از    دهند و هدفرا نشان می  pdx1تراریخت ژن  

پلاسمید   این  آن  نیز  طراحی  از  برای  استفاده 

ماهی گورخری برای  در    pdx1:GFPتولید مدل  

پانکراس و همچنین    استفاده در مطالعات تکوین

 است.غربالگری دارویی 

  که  داد  نشانپژوهش    این   نتایجدر مجموع،  

  پایین  هزینه  بر  علاوهسازی  کلون   مرسوم  روش

پژوهش    این  در  واست    نیز  بالایی  کارایی  دارای

  موفقیت  با  مختلف  هایطول  با   قطعات  کلون

که  . گرفت  انجام داد  نشان  نتایج    همچنین 

  کارایی  چسبنده  هایانتها   با  آنزیم  دو  از  استفاده

دهد. همچنین می  افزایش  راسازی  کلون  یندافر

توانایی   به  توجه  گورخری  با  ترمیم ماهی  در 

بتا، پلاسمید طراحی شده برای تولید   هایسلول

می  قرار  استفاده  مورد  تراریختی  که    گیردمدل 

رسان درگیر در تواند در یافتن مسیرهای پیاممی

سلول در  ترمیم  بتا  گورخری  های  به  ماهی 

  مطالعاتنتایج این گونه    . کمک کندپژوهشگران  

دارو  می کشف  به  منجر  سازی  فعالبرای  تواند 

 د.شومسیر مشابه در انسان 

 

 قدردانی و تشکر

مالی    پژوهش این   حمایت  از  استفاده  با 

بدین وسیله    وانجام شده است    پژوهشگاه رویان 

نویسندگان این مقاله مراتب تقدیر و تشکر خود 

 دارند. می ولین این مرکز ابرازومس را از
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Abstract  

The pdx1 gene, which is also known as insulin factor 1, is the main key to the growth 

and development of the pancreas, as well as the maturation of beta cells and their survival. 

By targeting this gene, various transgenic models have been produced in stem cells as 

well as animal models that are used in the field of diabetes research. In this research, the 

aim is to make gene plasmids based on Tol2 using conventional cloning method, which 

can be used to create Tg(pdx1:GFP) zebrafish transgenic model. In order to label this 

gene, a part of its promoter sequence needs to be placed upstream of the reporter gene. 

Since the regulatory region of the pdx1 gene has not been defined, two pairs of primers 

were designed to amplify the 5' sequence of 2500 and 6600 base pairs upstream of the 

ATG start codon in the zebrafish pdx1 gene, and to the 5' and 3' ends of each of these 

primers, the sequence of restriction enzymes (SalI, Sph1) was placed. For this purpose, 

after designing suitable primers for two different lengths of the promoter sequence of the 

pdx1 gene expressed in beta cells, these fragments were amplified and inserted in the Tol2 

plasmid containing the green fluorescent reporter gene using the conventional cloning 

method including enzymatic digestion and the ligation reaction. Confirmation of the 

correctness of the cloning process was done using colony PCR, enzymatic digestion and 

sequencing. The results showed that the conventional cloning process, in addition to the 

low cost, has good efficiency for cloning of fragments, with different sizes. 

Key words: Cloning, Enzymatic Digestion, Tol2, Beta Cells, Transgenic Zebrafish. 
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