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ويژگــى هاى مشــترك  همه ى  
حامل ها به شرح زير است :

1.حامل بايد توانايى همانندســازى 
در سلول ميزبان را داشته باشد. بنابراين 
حامل بايد يك مبداء همانندسازى داشته 
باشد. مبداء همانندسازى يك توالى است 
كه بوسيله دســتگاه همانندسازى سلول 
ميزبان شناســايى مى شــود و بنابراين 

مى تواند در سلول ميزبان تكثير يابد.
2.حامــل بايد داراى يك نشــانگر 
انتخابى براى شناســايى و استخراج از 
زيرجمعيت باكترى داراى حامل باشــد. 
در كار، كارايى انتقال خيلى كم است و 
ســلول هاى ويژه يا كميابى از جمعيت، 
نگــه  و  پذيرفتــه  را  خارجــى   DNA
مــى دارند. نشــانگر  در درون  حامل، 
باكتريايــى  كلونــى  شناســايى  در 
تغيير شــكل يافتــه ( تراريخت ) كمك 

مى كند. 
3.بيشــتر حامل هايى كــه  به گونه 
روزمــره  به كار مى روند، شــامل يك 
توالــى DNA كوتــاه با تعــداد زيادى 
هاى  آنزيم  بوســيله  برش  هاى  جايگاه 
ويــژه د كــه به عنــوان جايــگاه هاى 

مهندسى ژنتيك را مى توان انتقال DNA ميان ميزبان ها يا گونه ها از راه 
 دستكارى هاى آنزيمى در آزمايشگاه تعريف كرد. در اين جابجايى DNA فرستاده  

شده در ميزبان تازه، تكثير خواهد شد. از آنجايى كه بيشترتكه هاى DNA در 
E.coli يا هر سلول ميزبان ديگر توانايى خود همانندسازى را ندارد بايد تكه 

DNA ديگرى كه توانايى همانندسازى مستقل دارد ، به تكه ى دلخواه  پيوند شود 
تا كلون شود. اين تكه داراى توانايى همانندسازى مستقل , حامل كلون كردن 

مولكولى است و بنا به تعريف نقش مركزى را در فن آورى DNA نوتركيب بازى 
مى كند. 

 

بيشتر حامل هاى كلون كردن در آغاز از عنصر هاى برون كروموزومى 
كه به گونــه ى  طبيعى وجود ندارد، مانند پلاســميدها و باكتريوفاژها، 
برخاســته اســت. اســتنلى كهن و همكارانش نخســتين بار استفاده از 
پلاســميدهاى باكتريايى به عنــوان حاملهاى كلون كــردن مولكولى را 
گزارش نمودند. از زمان اين گزارش تاكنون هزاران حامل كلون ســازى 
بــه وجود آمده اند، و به نظر مى رســد تغيير آنهــا از نظر جايگاه هاى 
همانندســازى ، دامنه ميزبانى و فعاليت به مهارت و ابتكار ســازنده آنها 

بستگى دارد. 
امروزه حامل هاى اختصاصى وجود دارند كه به پژوهشگران  اين 

توانايى ها را مى دهند :
1.شناســايى و استخراج توالى هاى تنظيمى DNA مثل راه اندازها و 

پايان دهنده ها. 
2.شناسايى چارچوب هاى خواندن ترجمه اى بازهاى نوكلئوتيدى. 

3. ساخت اندازه ى فراوان RNA ها و پروتئين هاى سودمند. 
.DNA  4. شناخت ترتيب  نوكلئوتيدى ژن ها و تكه هاى

شاهين اسعدى- ( دانشجوى ژنتيك مولكولى )
 عليرضا ميرزائى- صديق ( دانشجوى كارشناسى ارشد ژنتيك )

 شادى مسيب پور- ( دانشجوى كارشناسى ارشد ميكروبيولوژى )
الهام عليزاده ميلانى- نگين باقرپور- دريا طراوتى- وحيد قربانى دانشجويان ژنتيك 

كوچك ترين مهندس ژنتيك در جهان
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كلــون كــردن چندگانــه ( MCS ) يا 
رابط هاى چندتايى شناخته شده است. 
MCS ها را مى توان به صورت شيميايى 
در يك حامل ساخت. آنها در فرآيند  به 
درون بردن  ژن خارجى بسيار سودمند 
 MCS اســت. هردو جايگاه موجود در
مى تواننــد به طور همزمــان به كمك 
دامنه اى از انزيم هــاى ويژه برش زده 
شــوند بدون اينكه توالــى هاى حامل 

گسسته  شوند. 
بررســى  بــه  نوشــته،  ايــن  در 
كوچك تريــن مهندس ژنتيك در جهان 
خواهيم پرداخت. ايــن مهندس ژنتيك 
كوچك از جنس باكترى بوده و يكى از 
مهم ترين حامل هاى سلول هاى گياهى 

است.
 Agrobacterium نام اين باكترى
tumefaciens يكــى از مهــم ترين 
ابزارهاى مهندســى ژنتيــك در گياهان 
اســت. اين باكتــرى تنها عامــل ايجاد 
بيمــارى كــرون گال ( تــاج پينه ) در 
گياهــان دولپه اى اســت و در گياهان 
تك لپــه اى اين توانايــى را ندارد. نام 
كرون گال به گال ها يا تومورهايى گفته 
كــرون         در  بيشــتر  كــه  شــود  مــى 

 ( پيوند ميان ســاقه و ريشه ) گياهان آلوده تشكيل مى شوند. از آنجايى 
كه كرون گياهان بيشتر در سطح جاى دارد، گمان برآمدن زخمى در گياه، 
براى نمونه در هنگام سايش خاك در يك وزش باد سخت  و آلوده شدن 

با باكترى هاى خاك مانند آگروباكتريوم تومفاسينس، زياد است. 
 روشــى كه باكترى در ايجــاد بيمارى دارد جالــب و مورد توجه 
مهندســين ژنتيك است، چراكه مراحلى كه باكترى در فرايند بيمارسازى 
گياه دنبال مى كند همانند مراحل كلون كردن ژن در مهندســى ژن است. 
به راستى  ارگوباكترى همانند يك مهندس ژنتيك  كار مى كندو سلول را 

برپايه ى  نيازهاى خود مهندسى مى كند. 
توانايى باكترى در ايجاد بيمارى گال درارتباط با وجود پلاســميدى  
است به نام القا كننده ى تومور يا Ti. اين پلاسميد حامل ژن هايى است كه 
در چرخه ى بيمارى نقش دارند. زمانى كه گياه با آرگوباكتريوم آلوده شد، 
باكترى پلاســميد T i را وارد سلول مى كند. اين كار باكترى برابر است با 
وارد كردن وكتور به سلول ميزبان، كه سخت ترين مرحله  براى معرفى ژن 

جديد به سلول در طى فرايندهاى مهندسى ژن است.
Ti بعد از رفتن  به هســته ســلول ميزبان، به كمــك تكه اى به نام 
TDNA بــه DNA كروموزوم ســلول گياهى پيوســته ودر آن ماندگار 
مى شــود. TDNA داراى حدود 8 ژن اســت كه ايــن ژن ها همراه ژنوم 
ســلول ميزبان همانندسازى مى شوند و با توانايى هاى سلول ميزبان بيان 

مى شوند.
 پروتيين برآمده ازآنها در ســنتز ماده اى به نــام opin كه مورد نياز 
باكترى است، نقش دارند، و ژن هاى  روى TDNA هستند كه سلول را به 
سوى سرطانى شدن رهنمود مى كنند. چالش پيوستن ژن به ژنوم كه نياز 
به  آزمايش و تلاش دراز  مدت مهندسين ژنتيك است، براى اين باكترى 

به آسانى با داشتن TDNA در پلاسميد Ti حل شده است. 
 ســلول هاى آلوده در محل آلودگى تكثير مى شــوند، و يك گال يا 
تومور ســاخته مى شود. سلولهاى تراريخت   مى توانند در محيط كشت 
بى آگزين و سيتوكينين با منشاء خارجى رشد كنند. سرانجام سلول هاى 
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دوكاره در آگروباكتريوم وجود دارد : 
1.بوســيله الحاق به پلاسميد Ti به 
كمك نوتركيبى در يك ناحيه همســانى 

 .DNA ( هومولوژى )
خودكار  همانندســازى  وسيله  2.به 

.Ti ترانس نسبت به پلاسميد
كاستى ها 

هرگونه كاســتى در دامنه ى ميزبان،  
فرآيند انتقال ژن بر مبناى آگروباكتريوم 
تومى فاســينس، را  نــاكام مى كند. اين 
كاستى ها  به ويژه زمانى كه هدف انتقال 
ژن به غلات و يا ديگر گرامينه هاى تك 

لپه اى است نگران كننده است. 

سيستم هاى انتقال مصنوعى
بــراى فرار از كاســتى هــاى دامنه 
ميزبــان مــى تــوان از انتقال مســتقيم 
ژن ها به سلول هاى گياهى بدون استفاده 
از هر نوع حامل زيســتى استفاده نمود. 
ديواره سلولى مانعى موثر در برابر عبور 
مولكول هاى DNA تشكيل مى دهد و 
پروتوپلاست ها ( ســلول هاى گياهى 
برهنه) سيســتم هاى آزمايشى مطلوب 
براى بررسى انتقال ژن بدون استفاده از 

حامل ها است.
انتقال ژن با استفاده از بمباران ذره 

ذره  بمبــاران  بنياديــن   ى  پايــه 
گيــرى  بــكار  ژن،  انتقــال  بــراى 
ريزپرتابه ها با شتاب بالا براى فرو بردن 
ژنهاى دلخواه به درون  سلول است. در 
لايه هاى سلولى خارجى منافذى ايجاد 
مى شود تا مواد وراثتى وارد سلول هاى 
زنده شــود. ريزپرتابه ها بيشــتر ذرات 
 DNA طلا يا تنگســتن هســتند كــه با
پوشيده شــده اند و با شــتاب بسيارى 
پرتاب مى شوند ( 1400 فوت بر ثانيه). 
بيشــتر 3-1ميكرومتر  ها  ريزپرتابه  اين 

تراريخت اوپاين ها  مانند اكتوپاين و نوپالاين را  مى ســازند. اكتوپاين 
از آرژنين و آلانين ســاخته ميشود و نوپالاين از آرژنين و گلوتامين سنتز 

مى شوند. 

TDNA ( DNA انتقال يافته )
 در فرآيند تراريختى، T-DNA از پلاســميد Ti جدا شــده به يك 
ســلول گياهى انتقال يافته و سرانجام به DNA سلول گياهى  مى پيوند. 
پيوستن T-DNA در جايگاه هاى تصادفى از كروموزوم انجام مى شود. 
همچنين در برخى از نمونه ها  چندين T-DNA به DNA يك ســلول 
مى پيونــدد. در Ti پلاســميد گونــه نوپالاين, T-DNA يــك تكه با 
23000جفت نوكلئوتيد  اســت كه 13 ژن شناخته شــده را در بر دارد. 
در Ti پلاســميد نوع اكتوپاين, دو تكه T-DNA جدا ازهم وجود دارد. 
برخى از ژن هاى تكه T-DNA وابســته  به Ti پلاســميد آنزيم هايى را 
رمز مى كنند، كه ســاخت فيتوهورمون ها ( IAA- آگزين و سيتوكينين 
ايزوپنتنيل آدنوزين ) را شــتاب مى ورزد. اين فيتوهورمون ها مســوول 
رشــد تومورى ســلول ها در كرون گال ها هستند. در كناره هاى بخش  
T-DNA ، تكرارهاى ناقص 25 نوكلئوتيدى جاى دارند, كه اين تكرارها 
بايد به گونه ى  ســيس باشند،تا برش و جابجايى T-DNA انجام شود.  
ســتردن  هريك از اين تواليهاى مجاور بطور كامل از انتقال T-DNA به 

سلول هاى گياهى جلوگيرى مى كند. 

 حامل هاى مورد استفاده در آگروباكتريوم تومى فاسينس 
 E.coli بيشــتر از يك حامل دوكاره استفاده مى شــود كه بتواند در
همانندســازى كند . دستكاريهاى نوتركيبى را مى توان به آسانى در آنجا 
انجام دهد و آنگاه به آگروباكتريوم تومى فاســينس كــه آماده انتقال به 
گياهان اســت منتقل كرد. دوروش اساســى براى نگهدارى حامل هاى 
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قطــر دارنــد و بوســيله يك درشــت 
پرتابــه يا گلوله حمل شــده و به درون  
سلول هاى هدف زنده شليك مى شوند. 
اين روش نــام هــاى گوناگونى  دارد  
همانند: روش شــتاب دادن ذره- روش 
روش  ريزپرتابه-  بمبــاران  بيولســتر- 

تفنگ ذره- روش تفنگ ژنى. 
از انجايــى كــه DNA بــه درون 
سلول ها شليك مى شود، در حقيقت از 
نوعى موشك زيســتى استفاده مى شود 
و بــه همين دليل اصطلاح بيولســتيك 

( موشك زيستى ) بكار مى رود. 
  

راه  از  ژن  انتقــال  اهــداف 
ريزپرتابه ها عبارتند از :

1.تلقيــح موثر اســيدهاى نوكلئيك 
بيماريزا. 

مبناى  بــر  ژن  تنظيــم  2.بررســى 
بيــان موقــت DNA معرفى شــده به 

سلول هاى هدف. 
3.تجزيــه و تحليل دودمان ســلول 
با اســتفاده از تراريختهاى كيمريك كه 
ژن هاى نشــانگر قابل رويــت را بروز    

مى دهند.
4.تراريختى قابل تكثير اندامك هاى سلولى. 

5.تكثير موجودات زنده كه مهندسى ژنتيك شده و ژنهاى مفيد را بروز 
مى دهند و سپس انتخاب ســلول هاى هدفى كه بطور دائمى تراريخت 

شده اند. 
افزون براين بيشتر سيستم ها به تجهيزات پيشرفته و گران قيمت نياز 
دارند. همچنين با استفاده ى همزمان آنها، نمى توان هم برآوردهاى كمى 
دقيق از بيان ژنى انجام داد و هم گياهان مهندسى ژنتيك شده را باكارايى 
بالا ســاخت. اما در شمار كمى از روش هاى بالا انتقال ژن موفقيت آميز 
گزارش شده است و پژوهش هاى  بيشتر در اين زمينه در حال گسترش 

است. 
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