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DNA خارجی به باکتری اشرشیاکولی

محمد هیئت1،  محمد افتخاری شیر کوهی2، حسین آقاملایی3،  مهرداد موسی زاده مقدم4*

1دانشجوی دکتری تخصصی زیست شناسی ملکولی- مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی کاربردی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله )عج( – تهران - ایران
2دانشجوی دکتری تخصصی زیست فناوری پزشکی- مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی کاربردی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله )عج( – تهران - ایران
3دانشجوی دکتری تخصصی زیست فناوری پزشکی- مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی کاربردی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله )عج( – تهران – ایران

4دانشجوی دکتری تخصصی مهندسی بافت - مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی کاربردی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله )عج( – تهران – ایران

چکیده:
سابقه و هدف: انتقال DNA خارجی با بازدهی بالا به داخل باکتری از مهمترین مراحل در زیست فناوری میکروبی می باشد. برای 
 DNA این منظور چند روش مرسوم است که در بین آن ها روش کلسیم کلراید سرد از جمله مهمترین و ارزان ترین روش ها جهت انتقال
به درون سلول های باکتریایی گرم منفی مانند Escherichia coli می باشد. به طور معمول بازدهی انتقال DNA در این روش107- 105 
کلونی برای یک میکروگرم از DNA خارجی می باشد. با توجه به اهمیت فرایند انتقال DNA، تلاش های بسیاری به منظور بهینه سازی 
روش های مرسوم همچون کلرید کلسیم صورت گرفته است. در این مطالعه نشان دادیم با استفاده از یک پپتید کاتیونیک تراوا کننده 
غشاء (CM11) و بر پایه روش استاندارد کلرید کلسیم، می توان DNA خارجی را با بازدهی بالاتری به درون باکتری E.coli انتقال داد. 
مواد و روش ها: سلول های باکتریایی توسط غلظت های متفاوت پپتید ) 0/5، 1 ،2 ،3 و 6 میکرو گرم در میلی لیتر( و به دو روش 
متفاوت و بر پایه مستعدسازی توسط کلرید کلسیم، تیمار شدند. سپس پلاسمیدهایpET-28a(+), pGEX4T-1 وpUC19 به عنوان مدل 

و به صورت جداگانه به درون باکتری مستعد شده منتقل گردیدند. 
یافته ها: نتایج نشان داد که بالاترین بازدهی انتقال پلاسمید برای باکتری های مستعد شده در حضور غلظت 1 میکروگرم در میلی لیتر 
پپتید بدست می آید. در این غلظت افزایش انتقال برای پلاسمیدهایpET-28a(+), pGEX4T-1 وpUC19 به ترتیب 4/4، 4/7 و 4 برابر 

نمونه کنترل بود. 
نتیجه گیری: این مطالعه نشان داد که پپتید CM11 به عنوان یک پپتید تراوا کننده غشاء سلول می تواند باعث افزایش کارامدی 

انتقال DNA به درون باکتری E. coli با استفاده از مستعدسازی به روش شیمیایی کلرید کلسیم گردد. 
کلمات کلیدی: ترانسفورماسیون، پپتید CM11، پلاسمید، اشرشیا کولی  

مجله تازه هاي بیوتكنولوژی سلولي- مولكولي
دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 1393 

مقدمه 

از جمله فرایندهایی که به طور گسترده در آزمایشگاه هاي ژنتیک 
و بیوتکنولوژي مورد استفاده قرار مي گیرد فرایند کلونینگ می 
باشد که در آن انتقال DNA نوترکیب به سلول هدف از اهمیت 
بسزایي نیز برخوردار است زیرا بازدهی بالای کلونینگ به میزان 
وابسته  میزبان  سلول  به  یافته  انتقال  نوترکیب   DNA  انتقال 

به سلول  نوترکیب   DNA انتقال  مفهوم که هرچه  بدین  است. 
هدف با احتمال بالاتري صورت گیرد دستیابی به نتایج بهتر و 
دریافت محصول نوترکیب نیز بیشتر خواهد بود. در حال حاضر 
در بیشتر آزمایشگاه هاي تحقیقاتي حوزه بیوتکنولوژی استفاده 
نوترکیب   DNA پذیرنده ی  عنوان  به  باکتریایی  های  سلول  از 
به  باکتری ها  باشد چرا که رشد و تکثیر در  بسیار متداول  مي 
سرعت انجام می گیرد و کار با آنها در مقایسه با دیگر سلول ها 
توانایی باکتریایی  اکثر گونه های  ارزان است.  نیز بسیار ساده و 
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جذب مولکول DNA از محیط اطرافشان را دارند اما  قدرت جذب 
DNA خارجي برای همه  باکتری ها یکسان نیست، به عنوان مثال 

داراي  ها  باکتري  دیگر  با  مقایسه  در  که  اشرشیاکولی  باکتری 
بیشترین کاربرد در بیوتکنولوژی است در شرایط عادی قدرت 
تراریخت  جذب کمی دارد و در شرایط معمول میزان احتمال 
بهینه  برای  رو  این  از  باشد،  نمی  کلونینگ  مطلوب  آن  شدن 
تیمارهای خاصی  را تحت  باکتری  باید  تراریختی  میزان  سازی 
قرار داد تا قدرت جذبش افزایش یابد )8، 26(. تا سال 1970 
تلاش های اولیه برای وارد کردن DNA به سلول باکتریایي نا 
اثر  مَندل و هیگا دریافتند که  این سال  اینکه در  تا  بود  موفق 
دادن کلرید کلسیم سرد بر باکتری باعث ورود DNA فاژ به آن 
مي گردد )13( و به دنبال آن در سال 1972 کوهن نشان داد 
مؤثر  نیز  پلاسمیدی   DNA ورود  برای  شیمیایی  ماده  این  که 
گوناگوني جهت  هاي  روش  نیز  تاکنون  زمان  آن  از   .)4( است 
افزایش بازدهی انتقال DNA نوترکیب به سلول هاي باکتریایي 
به  را  ها  آن  توان  مي  که  است  گردیده  سازي  بهینه  و  ابداع 
الکتریکي  کلسیم،  کلرید  از  استفاده  مانند  سه دسته شیمیایي 
مانند الکتروپوریشن و بیولوژیک که در آن از برخي ویروسها و 
باکتریوفاژها جهت انقال DNA استفاده مي شود، تقسیم نمود. 

کاربردي  از  یکی  سرد  کلراید  کلسیم  از  استفاده  میان  این  در 
به سلول  نوترکیب   DNA انتقال  ترین روش های  ارزان  و  ترین 
هاي هدف مي باشد که در حال حاضر در خیلي از آزمایشگاه 
هاي تحقیقاتي مورد استفاده قرار        مي گیرد. در این روش 
کلرید کلسیم به طور مستقیم در جذب DNA نقش ندارد بلکه 
تنها سبب اتصال DNA به سطح خارجي دیواره  باکتری می گردد 
که در این حالت به علت قرارگیري DNA در سطح سلول هدف 
و افزایش غلظت آن در فضاي پیراموني آن، استعداد و توانایي 
افزایش  سیتوپلاسم  درون  DNA به  انتقال  و  جذب  در  سلول 
  DNAقابل توجهي مي یابد. در ادامه به منظور بهبود انتقال این
تجمع یافته به درون سیتوپلاسم باکتری آن را در معرض شوک 
حرارتی قرار می دهند، این شوک سبب باز شدن منافذ موجود 
دیواره ی  نفوذپذیری  نتیجه  در  و  باکتري شده  سلول  غشاء  در 

باکتری به DNA خارجي افزایش قابل توجهي مي یابد )19(. 
در انتقال DNA خارجي به درون سلول باکتریایي با استفاده از 
 DNA این روش دو نکته قابل توجه است: ابتدا افزایش تجمع

در سطح خارجی سلول باکتري با استفاده از کلرید کلسیم و دوم 
افزودن تراوایي غشاء این سلول ها با استفاده از شوک حرارتي، 
آن  توسط  بتوان  که  ترکیبي  به  دستیابي  رسد  مي  نظر  به  لذا 
سازي  بهینه  در  داد  افزایش  را  مراحل  این  از  یک  هر  بازدهی 
روش فوق موثر خواهند بود. همانطور که اشاره شد در شرایط 
عادي قدرت جذب DNA براي تمامي باکتري ها یکسان نمي 
در  موجود  ساختارهاي  متفاوت  ماهیت  به  آن  علت  که  باشد 
باکتري  در  مثال  عنوان  به  گردد،  مي  بر  ها  آن  سلولي  غشاء 
هاي گرم منفي مانند اشرشیاکولی ساختار لیپوپلي ساکاریدی 
تشکیل دهنده غشاء خارجي سلول یکي از مهمترین موانع ورود 
آزاد ترکیباتی مانند DNA  به درون آن می باشد )5(. لیپوپلي 
ساکارید داراي ساختاري پلي آنیونیک است که توسط پل هاي 
دوگانه کاتیوني ایجاد شده توسط عناصری مانند +Mg2 در سطح 
سلول پایدار گردیده است. مطالعات نشان داده است که ترکیبات 
پلي کاتیونیک به علت دارا بودن بار مثبت این توانایي را دارند 
که با عناصر ایجادکننده این پل هاي کاتیوني رقابت نموده و با 
 LPS این عناصر و پل هاي نگهدارنده موجود در سطح  حذف 
آن گردند  تراوا شدن  نتیجه  در  و  ناپایداري غشاء سلول  باعث 
تحقیقات  کاتیونیک  ترکیبات  این  عملکرد  پایه  بر   .)18  ،17(
گسترده اي به منظور انتقال و رهاسازي داروها و دیگر ترکیبات 
بیولوژیک که به علت نوع ساختار ملکولي و نیز سد انتخابي غشاء 
صورت  ندارند  را  هدف  سلول  داخل  به  انتقال  توانایي  سلولي، 
 (Cell permeable سلول  تراواکننده  پپتیدهاي  است.  گرفته 
(peptides  از این جمله مي باشند. این پپتیدها به طور متوسط 

از 20 تا 50 اسیدآمینه تشکیل یافته اند و به علت وجود تعداد 
زیادي از اسیدآمینه هاي لایزین و آرژنین در توالي خود داراي 
یا  و  پاتیک  آمفي  ساختار  با  و  باشند  مي  مثبت  الکتریکي  بار 
به رسپتور  نیاز  بدون  دارند که  را  توانایي  این  هیدروفوب خود 
پپتیدها  این  لذا  و  نمایند  عبور  سلولي  غشاء  عرض  از   غشایي 
مانند  بیولوژیک  فعال  هاي  ملکول  از  وسیعي  دامنه  توانند  مي 
گستره  به  را  ها  نانوپارتیکل  و  اولیگونوکلئوتیدها  ها،  پروتئین 
یا  طبیعی  شرایط  در  سلولي  هاي  ارگانل  و  ها  سلول  از  اي 
هاي  مورد سلول  در   .)10،11،12( نمایند  منتقل  آزمایشگاهي 
باکتریایي، CPPs ها با توجه به بار مثبتي که دارند در گرم منفي 
ها با اتصال به گروه هاي آنیوني موجود در ساختار غشاء خارجي 

1393،طراحی روشی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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مانند فسفولیپیدها و گروه هاي فسفات موجود در سطح لیپوپلي 
تیکوئیک  به  اتصال  با  مثبت  گرم  هاي  باکتري  در  و  ساکارید 
با  و  نفوذ کرده  این ساختار  به  اسیدهاي سطحي غشاء سلولي 
ناپایدار نمودن آن و ایجاد حفره یا Pore باعث نفوذپذیري غشاء 
است  داده  نشان  مطالعات   .)29  ،7( گردند  مي  باکتري  سلول 
تغییر در ساختار  ایجاد  و  کاتیونیک  پپتیدهاي  تاثیرگذاري  که 
 Barrel-stave, غشاء سلول باکتریایي بر اساس سه مدل مختلف

Carpet, Torodial صورت مي گیرد )تصویر شماره 1(. 

 

و  کاتیونیک  پپتیدهای  اثر  نحوه  چگونگی  پیشنهادی  مدل  سه   .  1 تصویر 

 A : Barrel-stave ، B : : آمفی پاتیک را بر ساختار غشاء سلول باکتریها

Torodial ، C : Carpet

از  هر یک  اساس  بر   pore ایجاد  و  تغییر ساختار غشاء سلولي 
این مدل ها به میزان بار الکتریکي مثبت، اندازه، توزیع نواحي 
آبدوست و آبگریز و ترکیب اسیدآمینه هاي تشکیل دهنده پپتید 
بستگي دارد )2، 25(. سکروپین ها و ملیتین از جمله پپتیدهاي 
تاثیرگذاري  در  توجهي  قابل  توانایي  که  باشند  مي  کاتیونیک 
بر ساختار غشاء باکتریایي دارند. پپتیدهاي سکروپین از  39-

37 اسیدآمینه تشکیل یافته اند که در ساختار خود داراي یک 
که  α-Helix بوده  ساختار  با  پاتیک  آمفي  شدت  به   N انتهاي 
متصل  هیدروفوب   C انتهاي  به  ارتجاعي  بخش  یک  طریق  از 
گردیده است )15(. پپتید ملیتین نیز از 26 اسیدآمینه تشکیل 
یافته است که بر خلاف پپتیدهاي سکروپین داراي انتهاي C به 
شدت آمفي پاتیک با ساختار  α-Helix  وانتهاي N هیدروفوب 
مي باشد )20(. بر اساس توانایي پپتیدهاي کاتیونیک در افزایش 
نفوذپذیري غشاء سلول ها ، در این مطالعه ما تاثیر پپتید کوتاه 
CM11 را که هیبریدي از این دو پپتید سکروپین و میلیتین می 

باشد بر تغییرات نرخ انتقال پلاسمید DNA به درون سلول های 
باکتریایی مورد بررسي قرار دادیم. این پپتید (CM11) با توالي 
 Cecropin A تشکیل یافته از نواحي WKLFKKILKVL-NH2

تعداد  با  که  است    (1-7 residues)-Mellitin (5-8 residues)

اسیدآمینه کمتر داراي عملکردی مشابه با پپتیدهاي سکروپین 
انتقال  فرایند  منظور  این  برای   .)14  ،3( باشد  می  ملیتین  و 
باکتری  به   pUC19  pET-28a (+), pGEX4T-1  پلاسمیدهای
پپتید  مختلف  های  غلظت  حضور  در  شده  مستعد   E. coli

CM11 مورد ارزیابی قرار گرفت. 

مواد و روش ها :

سنتز پپتید
پپتید هیببرید CM11 بر اساس روش Fmoc در فاز ثابت و به 
صورت انتهای C کربوکسیماید متصل به رزین متیل بنزهیدریل 
 HPLC آمین سنتز گردید. تخلیص پپتید سنتز شده با استفاده از
فاز معکوس و ستون C18 با خلوص بالای 95% انجام گرفت )1(.  

سویه باکتری و پلاسمید
 Escherichia coli BL21(DE3)pLysS باکتری  از 
از  و  باکتریایی  میزبان  عنوان  به   (Invitrogen, USA)

و   pGX4T-1(4.9 kbp) ،pET28a(+)(5.4 kbp)  پلاسمیدهای
pUC19(2.7 kbp) به عنوان پلاسمید های مدل در این مطالعه 

.(Amersham, England) استفاده گردید
 محلول سازی پپتید

با  سالین  فسفات  بافر  در  شده  سنتز   CM11 پپتید  محلول 
PH=7.2 و در غلظت 1mg/ml تهیه گردید.

  E. coli تهیه سلول های مستعد باکتری
به منظور بررسی تاثیر پپتید CM11 بر افزایش توانایی باکتری 
سلول  سازی  مستعد  خارجی،   DNA دریافت  در   E. coli

باکتریایی بر مبنای روش استاندارد کلرید )21( و تیمار توسط 
 E. پپتید، به دو روش صورت گرفت. در روش اول ابتدا باکتری
به  گراد  سانتی  درجه   37 دمای  در  ساعت   14 مدت  به   coli

 ،3 و 1، 2،   0/5 (µg/ml) صورت مجزا در حضور غلظت های 
6  از پپتید CM11 تازه سازی گردید. سپس به 5 لوله فالکون 
(µg/ غلظت های )Merck( LB 5 محیط کشت مایع ml حاوی

(ml  0/5 ،1، 2، 3، و6  از پپتید اضافه گردید و به هر یک 50 

شده  سازی  تازه   E. coli باکتری  حاوی  محیط  از  میکرولیتر 
در مرحله قبل تلقیح گردید و در دمای 37 درجه سانتی گراد 
نوری  تا جذب  گردید  گرمادهی  دقیقه  در  تکانش  150دور  با 
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محیط به 0/5 تا 0/8 رسید. سپس سلولها به مدت 10 دقیقه 
رسوب های  آوری شدند.  و جمع  سانتریفوژ   2000  g نیروی  با 
سلولی بدست آمده از محیط کشت حاوی غلظت های متفاوت 
 50 mM 4 از کلسیم کلراید ml پپتید، در تیوب های جداگانه با
سرد همراه با غلظت های پپتیدی متناظر سوسپانسیون گردید 
و در یخ برای مدت 1 ساعت نگهداری شد. پس از آن تیوب ها 
در  و  گردید  سانتریفوژ   2000   g نیروی  با  دقیقه   5 مدت  به 
نهایت رسوب سلولهای مستعد در کلسیم کلراید mM 50 سرد 
همراه با غلظت های پپتیدی متناظر دوباره سوسپانسیون شدند. 
لازم به توضیح است به علت اینکه در مطالعات قبلی ما میزان 
 μg/ml غلظت Escherichia coli پپتید برای باکتری MIC

μg/ 8 بدست آمد لذا در این مطالعه غلظت بیشینه پپتید مقدار
ml 6 انتخاب گردید. در روش دوم باکتری E. coli بدون حضور 

فالکون مجزا حاوی  لوله  به 5  تازه سازی گردید. سپس  پپتید 
از محیط حاوی  50 میکرولیتر   ،LB مایع  ml 5 محیط کشت 

باکتری E. coli تازه سازی شده در مرحله قبل تلقیح گردید و 
در 37 درجه سانتی گراد با تکانش150 دور در دقیقه گرمادهی 
گردید تا جذب نوری محیط به 0/5 تا 0/8رسید. سپس سلولها 
آوری  نیروی g2000 سانتریفوژ و جمع  با  به مدت 10 دقیقه 
شدند. رسوب سلولی بدست آمده در 5 تیوب جداگانه با ml 4 از 
کلسیم کلراید mM 50 سرد سوسپانسیون گردید و در یخ برای 
مدت 1 ساعت نگهداری شد. پس از آن تیوب ها به مدت 5 دقیقه 
نیروی g2000  سانتریفوژ گردیدند و رسوب سلولی بدست  با 
آمده در کلسیم کلراید mM 50 سرد سوسپانسیون شد. سپس 
به تیوب ها غلظت های متفاوت (µg/ml) 0/5 ، 1 ، 2 ، 3 ، 6 از 
پپتید CM11 اضافه گردید. در نمونه کنترل همه مراحل فرآیند 
استاندارد  صورت  به  و  پپتید  حضور  بدون  سلول  مستعدسازی 
انجام گرفت. همچنین تمامی آزمایش ها جهت بررسی قابلیت 

تکرار پذیری و مطالعه آماری سه بار تکرار گردید. 
ترانسفورماسیون پلاسمید به میزبان

به منظور انجام فرایند انتقال پلاسمید به داخل باکتری، به طور 
جداگانه و تحت شرایط استریل µl100  از سلول های باکتریایی 
E.coli BL21 (DE3) pLysS که توسط دو روش مورد اشاره 

و در 5 غلظت متفاوت پپتید مستعد شده بودند به 10 تیوب با 

حجم 1/5 انتقال داده شدند )5 ویال برای روش اول و 5 ویال 
برای روش دوم مستعد سازی(. سپس µl1 از پلاسمید با غلظت  
ادامه روش  اضافه شد و در  از تیوب ها  به هر یک   ng/µl100
معمول برای ترانسفورم باکتریهای گرم منفی انجام گردید. برای 
سه نوع پلاسمید مورد اشاره این پروسه صورت گرفت و برای 

سه مرتبه نیز تکرار شد.

 غربالگری باکتری های دریافت کننده پلاسمید 

باکتریهای  تعداد  تعیین  منظور  به  ترانسفورماسیون،  از  بعد 
دریافت کننده پلاسمید، µl 1 از سلولهای ترسیب شده، بر روی 
pET- کانامایسین )برای µg/ml80 دارای LB محیط کشت آگار
28 ( و µg/ml 100 آمپی سیلین )برای پلاسمیدهای pUC19 و

pGEX4T-1( کشت داده شد.

ثبت  با  آزمایشات  پلاسمید،  انتقال  کارآمدی  تعیین  منظور  به 
شاخصه های کمی طبق جدول 1 انجام پذیرفت. سپس کارآمدی 
انتقال با استفاده از نتایج و فرمول زیر محاسبه شد. هر آزمایش 
سه بار تکرار گردید و مقدار میانگین باکتری های شمارش شده 
انتقال پلاسمید محاسبه  اصلی  به عنوان شاخصه  در هر روش 

گردید.

محاسبه آماری 

و  میانگین  مرکزی  شاخصه  از  استفاده  با  توصیفی  آمارهای 
گزارش  باکتریایی  های  کلونی  تعداد   SD پراکندگی  شاخصه 
نوع  دو  در  امتیازهای  مقایسه  برای  مستقل   t-test یک  شدند. 
گرفته  نظر  در  گروه  دو  میان  کمی  های  داده  مقایسه  و  روش 
شد. مدل ANOVA برای آنالیز آماری پارامترهای همه گروه ها 
برای   )pValue < 0.05 (  0/05 از  کمتر  احتمال  شد.  استفاده 
معنادار بودن از نظر آماری در نظر گرفته شد. داده ها با استفاده 

از نرم افزار SPSS نسخه 16 آنالیز شدند.

یافته ها
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پپتید  تاثیرگذاری غلظت های متفاوت  ارزیابی میزان  به منظور 
بر بازدهی و نرخ دریافت پلاسمید توسط باکتری E. coli، پس 
از 24 ساعت تعداد کلنی های رشد یافته بر روی محیط کشت 
شاخصه  طبق  و  گرفتند  قرار  شمارش  مورد   LB آگار  انتخابی 
فرمول  و  مقاله(  انتهای  )در   1 شماره  جدول  در  موجود  های 
پلاسمید  انتقال  کارایی  ها  روش  و  مواد  بخش  در  شده  اشاره 
(Transformation Efficiency) محاسبه شد و در ادامه با نتایج 

بدست آمده از گروه های کنترل )روش استاندارد کلسیم کلراید( 
پلاسمید   انتقال  نرخ  که  داد  نشان  مطالعات  گردید.  مقایسه 
باکتریE. coli مستعد شده در حضور غلظت  (+)pET28aبه 

این  است.  داشته  افزایش  روش  دو  هر  در  پپتید  از   1  µg/ml

افزایش در روش اول و دوم به ترتیب حدود 3 و 5 برابر بیشتر 
نتایج  )تصویر A2(. همچنین   (p <0.001) بود  از گروه کنترل 
افزایش  نشان داد که  پپتید  آمده در غلظت های دیگر  بدست 
فرایند  از µg/ml1  موجب کاهش  CM11 بیش  پپتید  غلظت 
 µg/ ترانسفورماسیون می گردد، به طوریکه در حضور غلظت

از  کمتر  حتی  شده  ترانسفورم  های  باکتری  تعداد  پپتید   ml6
ترتیب  به  دوم  و  اول  روش  برای   pvalue ( بود  کنترل  نمونه 
نتایج  نیز   pGEX4T-1 پلاسمید  مورد  در   .)  0/04 و   0/014

مشابهی بدست آمد. 

مستعد  سلولهای  درون  به  انتقال  نرخ  نیز  پلاسمید  این  برای 
به  دوم  و  اول  روش  در  پپتید   µg/m1 غلظت  حضور  در  شده 
 )p<0.001( ترتیب حدود 3 و 5  برابر بیشتر از گروه کنترل بود
)تصویر B2(. همچنین ارتباط معکوش میان کاهش میزان نرخ 
ترانسفورماسیون سلول ها و افزایش غلظت پپتید نیز برای این 
پپتید  از   6  µg/ml غلظت  حضور  در  و  گردید  تکرار  پلاسمید 

کمترین نرخ ترانسفورماسیون بدست آمد. 

برای  نیز   pUC19 پلاسمید  انتقال  نرخ  بیشترین  و  بهترین 
سلولهای مستعد شده در حضور غلظت µg/ml1  پپتید بدست 
آمد. در این غلظت نرخ ترانسفورماسیون به ترتیب 3 و 4  برابر 
)تصویر  بود  با گروه کنترل   اول و دوم در مقایسه  برای روش 

.)C2

 ارتباط معکوش میان کاهش میزان نرخ ترانسفورماسیون سلول 
ها و افزایش غلظت پپتید نیز برای پلاسمید pUC19 مشاهده 
نوع   3 مورد  در  آمده  بدست  نتایج  مقایسه  همچنین  گردید. 
پلاسمید pET-28a (+), pGEX4T-1 و PUC19 در هر دو روش 
مورد بررسی نشان داد که تغییر در نرخ انتقال آن ها به درون 
سلول باکتری در غلظت های µg/ml 2 و µg/ml 0/5 یکسان می 
باشد و تفاوت معنی داری را نشان نداد. با توجه به نتایج بدست 
و  باکتری  های  سلول  مستعدسازی  دوم  و  اول  روش  در  آمده 
مقایسه آن ها با یکدیگر مشخص گردید که کارایی روش دوم از 
بیوتکنولوژی  های  آزمایشگاه  در  باشد.  می  بیشتر  اول  روش 
طور  به  که  روشهایی  جمله  از  ژنتیک  مهندسی  و  میکروبی 
به درون  DNA خارجی  انتقال  بازدهی  افزایش  گسترده جهت 
سلول های باکتریایی میزبان مورد استفاده قرار می گیرند روش 
دو  هر  در  باشند.  می  الکتروپوریشن  و  کلراید  کلسیم  شیمایی 
روش آماده سازی سلولها و مستعد سازی آن ها جهت انتقال و 
دریافت DNA خارجی ضروری است. استفاده از الکتروپوریشن 
دارای محدودیت هایی است که از آنجمله می توان نیاز به آماده 
از  بسیاری  توانایی  عدم  و   DNA و  سلول  زیاد  مقادیر  سازی 
اما  نمود.  اشاره  آن  با  مرتبط  تجهیزات  تهیه  در  ها  آزمایشگاه 
خاطر  به  کلسیم  کلرید  از  استفاده  مانند  شیمایی  های  روش 
هزینه های پایین و دسترسی آسان در بیشتر آزمایشگاه ها مورد 
توجه و کاربرد می باشد.در سالهای اخیر مطالعات بسیاری جهت 
جدید  روشهایی  ارایه  یا   DNA انتقال  مرسوم  روشهای  بهبود 
و  یوشیدا  در سال 2001  اساس  این  بر  است.  پذیرفته  صورت 
همکارانش یک روش انتقال جدید بر پایه نانوفیبر های معدنی 
ارایه دادند که در سال 2010 توسط ویلهارم توسعه پیدا کرد 
)28، 30(. اما تن و همکاران نشان دادند که استفاده از این روش 
دارای محدودیت ها و مشکلاتی است )24(. طبق تحقیقات تن 
فقط تعداد کمی از سلول های ترانسفورم شده حتی در حضور 
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نیز  نتایج  تکرارپذیری  و  آید  می  بدست  پلاسمید  از   100  ng

معدنی  های  لوله  نانو  آنها ساختار  اساس  این  بر  نیست.  مداوم 
 )CNTs( ارایه شده توسط یوشیدا را بر پایه نانو لوله های کربنی
به  ترانسفورماسیون  کارایی  افزایش  آن  نتیجه  که  دادند  تغییر 
نانوگرم   100 هر  در  ترانسفورمنت  هزار   15 از  بیشتر  میزان 
کلسیم  از  استفاده  با  ترانسفورماسیون  با  مقایسه  در  پلاسمید 
کلراید بود )8000 ترانسفورمنت در هر100 نانوگرم پلاسمید ( 
که افزایش دو برابری را نشان می دهد. اما اگرچه نتایج این روش 
قابل توجه می باشد اما در حال حاضر استفاده گسترده از نانو 
لوله ها به عنوان یک روش جدید با محدودیتهایی روبرو است و 
به نظر می رسد در آینده  قابلیت استفاده به صورت تجاری را 
سال  در  همکارانش  و   Zhiming Tu باشند.همچنین  داشته 
2005 استفاده از سوش های متفاوت E. coli همراه با بهینه 
شیمیایی  روش  در  تغییر  در  قابل  فاکتورهای  از  برخی  سازی 
مورد  پلاسمید  انتقال  نرخ  افزایش  منظور  به  را  کلراید  کلسیم 
مانند  هایی  فاکتور  ها  آن  مطالعه  در   .)27( دادند  قرار  ارزیابی 
ترکیبات محیط  و  کلراید  OD600 محیط کشت، غلظت کلسیم 

 DH5α, TG,( E. coli کشت باکتریها برای سه سوش مختلف
XL1 blue( مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که روش 

بهینه شده آنها می تواند بازدهی انتقال را در حدود 103 برابر 
 E. coli XL1 افزایش دهد، همچنین بهترین نتایج برای سوش
استفاده  است  توجه  قابل  که  ای  نکته  اما  آمد.  بدست   blue

گسترده از سوش E. coli DH5α در بسیاری از آزمایشگاهای 
تحقیقاتی است و این در حالی است که در این مطالعه بالاترین 
 E. نرخ انتقال پلاسمید )برای پنج پلاسمید مدل( برای سوش
coli XL1 blue و در حدود x 108 8 گزارش گردید در صورتیکه 

برای سوش E. coli DH5α میزان انتقال پایین تر و در حدود 
x 108 4 بود که نصف نرخ انتقال پلاسمید در مقایسه با سوش  

E. coli XL1 blue می باشد. مطالعه دیگری نیز در سال 2010 

توسط سینگ و همکارانش بر اساس تغییرات در شاخصه های 
مورد استفاده در پروسه کلسیم کلراید/شوک حرارتی به منظور 
دستیابی به بهترین شرایط بهینه صورت پذیرفت که در آن نرخ 
به   .E. coli  DH5α-T1R به سوش   pUC19 پلاسمید  انتقال 
نتایج  اساس  بر   .)23( گرفتند  قرار  ارزیابی  مورد  مدل  عنوان 
که وجود شوک حرارتی 30  کردند  پیشنهاد  آنها  آمده  بدست 

دقیقه  دنبال 10  به  گراد  سانتی  درجه  دمای 42  در  ای  ثانیه 
کارایی  افزایش  در جهت  توجهی  قابل  اثر  یخ  در  کردن  انکوبه 
انتقال پلاسمید در سوش E. coli DH5α-T1R دارند. همچنین 
آنها پیشنهاد کردند که شوک حرارتی پیش از مرحله انکوباسیون 
سرد عامل مهمی می باشد که ترانسفورماسیون E. coli را به 
طور معنی داری افزایش می دهد. لذا از آنجا که در بسیاری از  
آزمایشگاهای تحقیقاتی کاربرد سویه E. coli DH5α و روش 
مستعد سازی با استفاده از کلسیم کلراید بسیار معمول است، در 
این مطالعه بر پایه روش شیمیایی کلرید کلسیم پیشنهاد شده 
غشاء  کننده  تراوا  پپتید  یک  تاثیرگذاری  ما  سینگ،  توسط 
مورد  روش  این  بازدهی  و  کارایی  بهبود  در  را   )CPPs(سلولی
 CM11 بررسی قرار دادیم. برای این منظور ما از پپتید کاتیونیک
به عنوان یک پپتید تراوا کننده غشاء سلولی استفاده نمودیم. 
پاتیک  آمفی  و  کاتیونیک  پپتیدهای  مانند دیگر   CM11 پپتید 
این توانایی را دارد که در غشاء باکتری ایجاد حفره نموده و باعث 
نفوذپذیری غشای سیتوپلاسمی نسبت به ملکول های خارجی 
  Yechiel Shai گردد. با استناد به مطالعات صورت گرفته توسط
از آنجا که پپتید CM11 کوچک و از 11 اسیدآمینه تشکیل شده 
است لذا توانایی این را ندارد که در غشاء به صورت کامل نفوذ 
لذا  و  بدهد  را  کامل   (Pore) آن تشکیل یک حفره  در  و  کرده 
ارایه است. در این مدل  نام فرش برای آن قابل  مکانیسمی به 
پپتید  و  منفی  بار  با  غشایی  های  فسفولیپید  میان  برهمکنش 
کامل  پوشش  و  شدگی  فرش  به  منجر  مثبت(  )بار  کاتیونیک 
سطح غشاء سلولی با لایه ای از پپتید و در ادامه باعث ناپایداری 
غلظت  یک  در  مکانیسم  این  طبق   .)22  ،6( گردد  می  غشاء 
آستانه، پپتید به صورت موقت و ناپایدار سوراخ هایی در غشاء 
ایجاد می کند و در صورت ادامه افزایش غلظت با پوشش سطح 
داخل غشاء سلول باکتریایی باعث جداشدن نواحی از غشاء به 
صورت ساختارهای میسلی می گردد که در نهایت منجر به از 
 .)9( شد  خواهد  سلول  مرگ  و  غشاء  ساختار  پاشیدگی  هم 
ابتدا  در  است که  داده  نشان   X-ray توسط  ها  آنالیز  همچنین 
آن  ساختار  در  اولیه  ناپایداری  باعث  غشاء  به  اتصال  با  پپتید 
یک  به  رسیدن  و  پپتید  غلظت  افزایش  با  ادامه  در  و  گردیده 
نکته  در غشاء می گردد.  یا سوراخ  ایجاد حفره  آستانه موجب 
قابل توجه این است که اتصال اولیه و در ادامه توانایی تشکیل 

1393،طراحی روشی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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حفره توسط پپتید فرایندهایی مستقل اما پیوسته می باشند که 
وابسته به غلظت پپتید است. بر این اساس بروز و تشدید فعالیت 
ضد میکروبی این نوع از پپتید بر پایه یک منحنی سیگموئیدی 
وابسته به غلظت است به نحوی که در زیر آستانه غلظت پپتید 
به  اما  شده  غشاء  ساختار  ناپایداری  و  شدن  تراوا  باعث  فقط 
در  گردد.  نمی  وارد  ای  صدمه  باکتریایی  سلول  کلی  ساختار 
باشد  مهاری  غلظت  همان حداقل  تواند  می  که  آستانه  غلظت 
(Minimal Inhibitory Concentration) تخریب ساختار غشاء 

تشدید شده که در نهایت منجر به صدمه و مرگ سلول می گردد 
)9، 11(. بنابراین زیر غلظت آستانه علیرغم متصل شدن اولیه 
نزدیک  با  اما  باشد  می  کم  پپتید  میکروبی  فعالیت ضد  پپتید 
به  فعالیت ضد میکروبی  آستانه،  به غلظت  پپتید  شدن غلظت 
باکتری  مرگ  آن  نتیجه  که  رسد  می  خود  بیشینه  به  سرعت 
است. مطالعات قبلی ما نشان داده است که میزان MIC پپتید 
برای باکتری E. coli در بیشتر موارد µg/ml 8 می باشد که در 
این  بر   .)16( باشد  تواند  می  پپتید  آستانه  غلظت  همان  واقع 
انتقال  نرخ  افزایش  بر   CM11 پپتید  اثر  مطالعه  این  در  اساس 
پلاسمید در یک سریال غلظتی از 0/5 تا 6 )نزدیک غلظت به 
MIC( میکروگرم در میلی لیتر مورد مطالعه قرار گرفت. نتایج 

نشان داد که بالاترین نرخ ترانسفورم شدن E. coli در غلظت  
µg/ml1 رخ می دهد و با افزایش غلظت پپتید و نزدیک شدن 
به غلظت MIC تعداد باکتری های ترانسفورم شده کاهش می 
یابد. همچنین میزان نرخ انتقال پلاسمید به باکتری در غلظت  
(µg/ml)های 0/5 و 2 تقریبا یکسان بود. تمامی این یافته ها در 

هر دو روش قابل مشاهده بود اما در روش دوم بازدهی انتقال 
مقدار بیشتری را نشان می داد. بر پایه مباحث مورد اشاره در بالا 
می تواند نتیجه گرفت که در روش اول چون باکتری ها مدت 
مرگ  لذا  اند  گرفته  قرار  پپتید  معرض  در  تری  طولانی  زمان 
باکتری ها در طی فرایند مستعد سازی به مراتب بیشتر خواهد 
با روش  ترانسفورماسیون در مقایسه  نرخ  بنابراین میزان  و  بود 
دوم کاهش می یابد. همچنین باکتریهایی که در معرض غلظت 
های 2 ، 3 و μg/ml6  پپتید تیمار شده اند در مقایسه با باکتری 
نرخ  پپتید،    μg/ml1 غلظت  توسط  شده  تیمار  های 
رابطه  یک  دهنده  نشان  که  دارند  تری  پایین  ترانسفورماسیون 
معکوس میان میزان غلظت پپتید و نرخ انتقال پلاسمید است 

زیرا افزایش غلظت منجر به نزدیک تر شدن به حد MIC شده و 
 MIC که نزدیک به  µg/ml6  این یعنی مرگ سلول. در غلظت
می باشد نرخ انتقال حتی پایین تر از نمونه های استانداری است 
باشد.  می  آستانه  نقطه  به  پپتید  غلظت  رسیدن  نتیجه  در  که 
نرخ  در  توجهی  قابل  اختلاف  که  است  نشان  نتایج  همچنین 
وجود  پپتید   2 و   0/5  μg/ml های  غلظت  در  پلاسمید  انتقال 
نرخ  میزان  در  اختلاف  عدم  این  رسد  می  نظر  به  ندارد. 
یک  از  ناشی  مستعد شده  های  باکتری  برای  ترانسفورماسیون 
توازن و تعادل میان شدت بخشیدن پپتید در دریافت DNA و 
در  طوریکه  به  باشد  می  پپتید  توسط  باکتریایی  سلول  مرگ 
از دریافت در  تر  پایین   DNA μg/ml 0/5 نرخ دریافت  غلظت 
غلظت های μg/ml 2 است اما در مقابل نیز مرگ باکتری ها به 
میزان کمتری رخ می دهد. همچنین مطالعات ما نشان داد که 
حرارتی  شوک  و  کلسیم  کلرید  از  مستقل  و  تنهایی  به  پپتید 
توانایی تشدید و تسهیل انتقال DNA به درون سلول باکتریایی 
را ندارد به طوریکه با حذف این دو عامل ما در مرحله غربالگری 
حضور  رسد  می  نظر  به  نکردیم.  مشاهده  توجهی  قابل  کلونی 
طریق  از  ترانسفورماسیون  نرخ  افزایش  به  منجر  فقط  پپتید 
تغییرات در باز آرایی ساختار غشاء می گردد و افزایش نفوذپذیری 
و انتقال DNA بدون برهمکنش با آن انجام می گیرد. در نهایت، 
در این مطالعه نتایج بدست آمده نشان داده است که میزان نرخ 
برابر   4 )4/1 x  108  cfu/µg DNA(  pUC19 انتقال پلاسمید 
گروه کنترل است )x 108 0/9( و برای دو پلاسمید pET28a  و 
این   )4/7  X  107 و   4/4  X  107  cfu/µg DNA(  pGEX4T-1

 4/4 )0/8 x 107( افزایش نرخ انتقال در مقایسه با گروه کنترل
 n10 و4/7 برابر می باشد. با توجه به اندازه پلاسمیدها و ضریب
که برای پلاسمید pUC19، 108 و برای دو پلاسمید دیگر 107 
می باشد لذا می توان نتیجه گرفت که یک ارتباط معکوس بین 
مطالعه  این  دارد.  وجود  انتقال  نرخ  افزایش  و  پلاسمید  اندازه 
تراوا  پپتید  به عنوان یک   CM11 پپتید کاتیونی  نشان داد که 
انتقال  بازدهی  افزایش  موجب  تواند  می  سلولی  غشاء  کننده 
پلاسمید به درون باکتریها شود. بنابراین مطالعه فوق می تواند 
نوع  این  بیشتر  شناخت  و  مطالعات  جهت  شروعی  عنوان  به 
پپتیدها به منظور افزایش هرچه بیشتر و موثرتر بازدهی انتقال 

پلاسمید در باکتریها باشد. 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، محمد هیئت و همکاران
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جدول 1. شاخصه های مورد بررسی و استفاده جهت محاسبه تغییرات در بازدهی انتقال پلاسمید به درون باکتری

شاخصه های محاسبه کارامدی انتقال پلاسمید E. coli پلاسمید های 
pET28a(+) pGEX4T-1 pUC19

1 (μg/μl) مورد استفاده در فرایند انتقال بر حسب DNA غلظت 1 1 1

2  (μl) اضافه شده به مخلوط ترانسفورماسیون بر حسب DNA حجم 1 1 1

3 حجم کل سلول: مستعد+ DNA + محیط کشت ) مخلوط 
(μl) ترانسفورماسیون( برحسب 100 +1 +1000 100 +1 +1000 100 +1 +1000

3 حجم واقعی کشت داده شده از مخلوط ترانسفورماسیون برای هر 
  (μl)پلیت بر حسب 10 10 10

4

 میانگین سه بار تکرار
 کلنی ها ترانسفورم

شده بر روی پلیت ها

روش اول
ید

پپت
ت 

لظ
غ

0/5 µg/ml 235 198 171
1µg/ml 254 229 216
2 µg/ml 220 180 161
3 µg/ml 155 147 135
6 µg/ml 32 16 12

روش دوم

ید
پپت

ت 
لظ

غ

0/5 µg/ml 322 304 287

1 µg/ml 384 360 332

2 µg/ml 294 281 256
3 µg/ml 237 244 185
6 µg/ml 49 36 33

کنترل بدون پپتید 79 88 95
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