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Abstract 
Introduction: T7 RNA polymerase from T7 bacteriophage has suitable features for using in recombinant protein 
expression or transcription systems. This enzyme does not require additional factors to identify its promoter, operates very 
specific and only express the genes under T7 promoter. The features of T7 expression system make it important in 
biotechnology. Therefore, due to the increasing importance of this enzyme, its mass production at low cost is greatly 
important. 

Methods: In this research, T7 phage was applied and PCR reaction was performed using T7 RNAPol-specific primers 
containing the cutting sites for restriction enzymes. After the electrophoresis of PCR product, T7 RNAPol gene and 
pGEX2TK plasmid were digested by BamHI and EcoRI enzymes and after being purified, the ligation was performed 
between them. The recombinant pGEX-T7RNAPol plasmid was transformed into the E. coli, by electroporation. Bacterial 
positive colonies containing the recombinant plasmid were selected using PCR.  

Results: After confirming the obtained plasmids by PCR and digestion, they were sequenced and the sequence analysis 
confirmed the exact T7 RNA polymerase gene according to NCBI accession sequence. This recombinant plasmid was 
transformed into Rosetta strain of E. coli in order to express. Its positive colonies were selected and liquid culture was 
carried out. T7 RNAPol protein expression in bacteria was done by inducing with IPTG and after extraction, it was 
confirmed by SDS-PAGE.  
Conclusion: This research is a prerequisite for T7 RNA Polymerase commercial and mass production that will be start 
after the optimization of its expression and purification methods. 
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 کیده چ

به فاکتور    میآنز  نی. اشود  یاستفاده م  بینوترک  های نیپروتئ  انیرونویسی و ب، در  T7  وفاژی باکتر  مرازیپل  RNA  میآنز  :مقدمه

    ی م  انیرا ب  T7  شبر یتحت کنترل پ  های  و فقط ژن  کند یعمل م  یاختصاص  ارینداشته، بس  ازی ن  شبریپ  ییشناسا  یدیگری برا 

 باشد.   تیپر اهم  اری بس  یوتکنولوژیدر ب  مرازیپل  T7 RNA  مید آنزیموجب شده است که تول  ها یژگی. این ودنمای

.  گرفت  قرار  استفاده  مورد  الگو  عنوان به  T7  وفاژیباکتر  هیاین آنزیم، سو  نهیانبوه و کم هز  دیدر این تحقیق، برای تول  :هاروش

بود انجام گرفت.    EcoRIو    BamHI  های میآنز  یبرا   ی برش  تیسا  یکه حاو  یاختصاص  های با استفاده از آغازگر  PCR  واکنش

برش داده    ها می توسط این آنز  pGEX2TK  دیپلیمیراز و پلاسم   T7 RNAشده  ری، ژن تکثPCRپس از  الکتروفورز محصول  

خالص از  پس  و  ل  ،سازی شدند  با    pGEX-T7RNAPol  بینوترک  دپلاسمی.  گرفت  صورت   ها آن  نیب  ونیگاسیواکنش 

 . گرفتانجام    PCRبه کمک    بینوترک  دی پلاسم  یحاو   های یباکتر  نشیمنتقل شد. گز  E. coli  یبه باکتر  ونی الکتروپوراس

ثبت    یآن مطابق توال  یآن انجام و درست  یابی ی، توالPCRحاصل، با برش آنزیمی و همچنین با    دیپلاسم  دییپس از تا ها:یافته 

منتقل شد.    Rosetta  هیسو  E. coli  یمورد نظر به باکتر   نیپروتئ  انی به منظور ب  بینوترک  دیشد. پلاسم  دییتا  NCBIشده در  

صورت گرفت و پس از استخراج به کمک    یدر باکتر  IPTGبا القای    نیوتئپر   انی انتخاب و کشت شد. ب  دیپلاسم  یحاو  یکلن

SDS-PAGE  شد.    دییتا 

 و خالص  انیب  سازی نهیاست که پس از به  مرازیپل  T7 RNA  میو انبوه آنز  یتجار  دیتول  ازنی شیپ  قیتحق  نیا  :گیرینتیجه

 و بومی آن انجام خواهد شد.     یتجار  دیتول  ن،یپروتئ  سازی

 ی انیب  ستمیرونویسی، س  ب،ینوترک   نی، پروتئT7  وفاژیباکتر  مراز،یپل  T7 RNA  میآنز ها:کلیدواژه 
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 مقدمه

  ک یژن مهم مربوط به    کی  یموجودات است. جداساز  ریدر سا  نی پروتئ  دیانتقال ژن به منظور تول  ی مهم برا  یابزار  یوتکنولوژیعلم ب

درون    یوتیپروکار  ای  یوتیوکاریسلول   آن  انتقال  تکث  کیو  منظور  به  همسانه  ری وکتور  را  بیان  م  سازی یا  باکترنامند یژن   ی. 

Escherichia coli یژگیاست. از جمله و بینوترک های نیپروتئ د یتول یمورد استفاده برا های  زبانیم نتری و متداول نیاز اول یکی -

  رش یو پذ  بینوترک  نیپروتئ  ی مقدار بالا  دیدر تول  ن،یو کشت آسان است. علاوه برا  عیسر  ان یب  ع،یسر  ریتکث  یی توانا  ،یباکتر  ن یا  یاه

در مقابل،    رد،گی یانجام م   یوت یوکاری  های  بزرگ اغلب در سلول  های  نیپروتئ  د ی[. تول2[، ]1دارد ]  یی قدرت بالا  گانه، یب  های ژن

  ار یبس  E. coli  یکوچک در باکتر های نیپروتئ انیمقرون به صرفه تر است. ب  یوتیپروکار  های کوچکتر در سلول های نیپروتئ  دیتول

 است.  تر نهیکم هز ی آسان بوده و از نظر اقتصاد

.  دهد یرا مورد حمله قرار م  E. coli  یمثل باکتر  یگرم منف  های یاست که باکتر  Podoviridae  یروسیاز خانواده و   T7  وفاژیباکتر

خاص را مورد حمله    باکتری  های بطور اختصاصی سلول  توانند یتنها م  شوند،   یم   دهی نام  زیکه به اصطلاح فاژ ن  ها روسینوع و  نیا

به کار گرفته شده است. فاژها    یمولکول  کیو ژنت  شناسی ستیمدل در مطالعات ز  روسیو  کیبه عنوان    T7  وفاژیقرار دهند. باکتر

  اساسا در ژنوم خود امکاناتی دارند تا بتوانند ژن های خود را در باکتری میزبان بیان نمایند و نیازهای خود را برآورده ساخته و تکثیر 

را دارد   E. coliنوکلئوتیدی در این فاژ شناسایی شده که قابلیت بیان در باکتری    23  یتوال  ا ب  T7یابند. از این میان پیشبر یا پروموتور  

 1970بار در سال    نیاول  یبرا (T7 RNAPol)  مرازیپل  T7 RNA  م آنزی.   گیرد و در مهندسی ژنتیک هم به وفور مورد استفاده قرار می

در حال    بینوترک  نیپروتئ  انیب  یابزار مهم برا  کیاز زمان کشف، به عنوان    نیپروتئ  نی[. ا4[، ]3شد ]  یجداساز  وفاژیاز این باکتر

[ و بررسی ساختار کریستالی این آنزیم بوسیله اشعه ایکس  6تعیین گردید ]  1980آنزیم در سال  [. ساختار اولیه این  5استفاده است ]

  DNAپلیمراز و    RNA  های دیگر از آنزیم  تعدادی  و  آنزیم  این  های  دمین  بین  توجهی  قابل  شباهت  که  داد  نشان  را  ای دل پیچیده م

پلیمراز علاوه بر    T7 RNA  آنزیم[. 7]  داد نشان می  Reverse Transcriptaseو آنزیم  E. coliباکتری  Iپلیمراز  DNAپلیمراز از جمله 

و باز  (  T7)پروموتر    یتوال  به  م ی این آنز  یاست که در اتصال اختصاص (N-terminal)دارای دمین انتهای آمینی  سیون،  دمین پلیمریزا

خود   شبریتنها به پ   T7 RNAPol  می، آنزT3و    T7  شبریپ   انی[. با وجود شباهت بالا م9، ][8نقش دارد ]  ای دو رشته  DNAکردن  

است   شتریباکتریایی حدود هشت برابر ب  RNAPolنسبت به    T7 RNAPolآنزیم  سرعت رونویسی    نی[. همچن10]  شود یمتصل م

قادر به    T7 RNAPolامر باعث شده است که  آنزیم    ن یدارد. ا  از ین  ای ژهیو  های  گنالیتوسط این آنزیم به س  رونویسی[. خاتمه  11]

است، خاتمه دهد و با توجه به   T7  پیشبر  دارای  که  هایی  و ژن  T7 DNAای نباشد و فقط رونویسی را در    DNAرونویسی از هر  

 T7. توالی پیشبر [12]د کن یس ی را رونو یجانور های ژنوم سلول تواند ینم مین آنزیپلیمراز، ا T7 RNAاختصاصی عمل کردن آنزیم 

 عبارت است از:

5'-TAATACGACTCACTATAG 

 است:پلیمراز شامل توالی زیر  T7 RNAو توالی خاتمه دهنده رونویسی هم برای 

5'-ACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCT AAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG-3' 

ندارد    یسیرونو  ی و فاکتورها  ی کمک  های  نیبه پروتئ  ازین  ،یسیانجام عمل رونو  یبوده و برا  لودالتونیک  T7 RNAPol  ،98  م یاندازه آنز

در علم    یمهم  گاهیاز جا  T7 RNAPol  میآنز  هیبر پا  یان یب  های ستمیباعث شده است که استفاده از س  ها  ی ژگ یو  نیا  ی[. تمام13]

مطرح شده است، استفاده از   ی انیب  ستمیس  نیا  یبرا  یو نواقص  ها رادیا  نکهیبرخوردار باشد. با وجود ا  کینتژ  یو مهندس  یوتکنولوژیب

  ی نشده است و محققان سع   T7 RNAPolبر    یمبتن  ی انیب  ستمیس  ن یگزیکدام به طور کامل جا  چی ه  تر شرفتهیپ   ی انیب  های ستمیس

 [. 2دارند ] ی انیب ستمیس ن یا های رادیدر برطرف کردن ا

 پلیمراز، پیشبر  T7RNA  آنزیم  از  شونده  بیان  های سیستم  انواع  در.  شود می  ای گسترده  های پلیمراز استفاده  T7RNAامروزه از آنزیم  

قرار داده    T7کافی است ژن مورد نظر در یک پلاسمید مقابل پیشبر   RNA سنتز هرگونه برای. شود و خاتمه دهنده آن استفاده می 

ژن مورد نظر را در مدت یک ساعت    RNAپلیمراز به مقدار فراوان    T7 RNAو آنزیم    rNTPشود و سپس این پلاسمید به همراه بافر و  
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 که شود نامیده می (Eberwine)روش ابروین    RNAد خواهد کرد. این روش جدید و مستقیم برای سنتز  درجه سانتیگراد تولی  37در  

 RNA  سنتز  های پلیمراز است. اساس بسیاری از کیت  T7 RNAو    T7  پیشبر  کمک  به  آزمایشگاهی   شرایط  در  رونویسی  مبنای  بر

پلیمراز در مطالعه ساختار و عملکرد    T7 RNAسنتز شده توسط آنزیم    هایRNAپلیمراز است.    T7 RNAاستفاده از این روش و آنزیم  

RNA    ،در شرایط آزمایشگاهی، در آزمایشات هیبریداسیون از جمله نورترن و ساترن بلات به عنوان پروپ، ریزآرایهRNA  گر مداخله 

(RNAi)های ویروس برای سازی آلوده و تلقیح  و سنس ، آزمایشات آنتی RNAو   سازیاجد[. 16] ،[15] ،[14]  شوند دار استفاده می

از   یمقدار کم ت،عفون جادیبلافاصله بعد از ا رای. زستین رپذی امکان وفاژیباکتری آلوده به باکتر های از سلول میآنز نیا سازی خالص

پلاسمید مناسب و انتقال آن   کیدر    میآنز  نیژن ا  سازی با همسانه  نی. بنابراشود یسلول باکتری انجام م  زیشده و ل  دیتول  میآنز  نیا

 ،یوتکنولوژ یدر ب  T7 RNAPol  میآنز  تی[. با توجه به اهم17نمود ]  دیرا تول  میآنز  نیاز ا  ییمقدار بالا  توان یم  زبانیبه داخل سلول م

  ن یآن اقدام شد. ا  انیب  یمناسب برا  یانیو ساخت وکتور ب  یو طراح  T7  وفاژیاز باکتر  T7 RNAPolژن    یبه جداساز   قیتحق  نیدر ا

 است. T7 RNAPol  میآنز یتجار دیخط تول جادیا نهیزم-شیپ  قتیدر حق قیتحق

 ها مواد و روش

شد    یهمسانه ساز  یدر باکتر  انیب  دیپلاسم  کیجداسازی و داخل    T7  وفاژیباکتر  DNAاز    T7 RNA Polymeraseژن    قیتحق  نیدر ا

 ی پل   T7 RNA  ژن  کردن هت کلون( جM-69390)سیگما    T7  وفاژیباکتر  DNAآن فراهم شود. برای این کار،   یتجار دیتا مقدمات تول

 مورد استفاده قرار گرفت.  دینوکلئوت 2877به طول  (GenBank: M38308.1) مراز

 ( هامری)پرا یددئوکسی نوکلئوتی گویال هایآغازگر

  (APE)از طریق نرم افزار    T7  وفاژیباکتر  مراز یپل   T7 RNA  به منظور کلون کردن ژن  PCRانجام    یبه کار برده شده برا  های آغازگر

A plasmid Editor  شد    ی طراح ساخته   -'5  صورت به  Forward (BamHI)آغازگر    یتوال (.Eurogentec) و 

aaGGATCCatgaacacgattaacatcgcta- 3'   گرآغاز  یو توال  Reverse (EcoRI)  5  صورت به'- aaGAATTCttacgcgaacgcgaagtccga- 

  یابی  است. آغازگرهای مورد استفاده برای توالی  آغازگرها با زیرخط مشخص شده  نیا  یشده بر رو  هیتعب  یبرش  های تیبود. سا   '3

 از: ارتندعب چسبند می پلاسمید روی ورود محل  دوطرف به که پلاسمید  داخل ژن انتهای و ابتدا دقیق

pGEX F: CAATGTGCCTGGATGCGTTC   وpGEXR: AGCTGCATGTGTCAGAGGTT 

 د یپلاسم

ژن   انی است.  ب  tacو    lacپروموتور    یحاو  دیپلاسم  نینتقل شد. ام  pGEX2TK  دیبه پلاسم  مراز،ی پل  T7RNAدر مطالعه حاضر، ژن  

LacZ    وGST  در   نشیرا جهت گز  نیلسی یآمپ  کیوتبی یژن مقاومت به آنت  د یپلاسم  نیاست. ا  رپذی امکان  دیپلاسم  نیبه کمک ا

 نیاتصال به پروتئ  قیرا از طر  یشگاه یآزما  طیشده در شرا  انیب  های نیپروتئ  توان یم   لاسمیددارد. به کمک این پ   E. coli  یباکتر

GST [ 18روی ستون سفارز خالص سازی کرد.] 

 ی نژاد باکتر

  مراز  یپل  T7 RNA نیپروتئ انی و ب سازی¬انجام همسانه یبرا بیبه ترت Rosettaو  Top10 های نژاد E. coli یپروژه از باکتر نیدر ا

 استفاده شد. 

 ب ینوترک دی پلاسم ی همسانه ساز و PCR با ریتکث

آغازگر  DNAقطعه    ریتکث کمک  ترموسا  یاختصاص  هایبه  دستگاه  واکنش    کلریدر  مواد  شد.  انجام  حجم  )د   PCRبیوراد    20ر 

مولار، یک میکرولیتر از هر کدام از آغازگرها    ی لیم  2MgCl  50مولار، یک میکرولیتر    ی لیم  dNTP  10( شامل: یک میکرولیتر  تریکرولیم
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و آب مقطر   Mag Taq DNA polymerase  میو آنز  PCRفر  با  همراه الگو به  DNAنانوگرم از    300-100  کرومولار،یم  10با غلظت  

 T7موفق ژن    ری، تکثPCRبه کمک گرادینت    PCR  های آغازگرها در چرخه   دنیمختلف چسب  ی پس از تست دماها  استریل بود.

RNA  چرخه از روی   35ژن، با    نیا  یاختصاص  هایرگبرای جفت آغاز  گراد  سانتی  درجه  60  هاآغازگر  دنیچسب  یپلیمراز در دما

DNA  وفاژیباکتر  T7  از خالص تخلPCRمحصول    سازی صورت گرفت. پس  پلاسم  صی، محلول  به همراه  با    pGEX2TK  دیشده 

و قطعات موردنظر در روی ژل آگارز    افتهیمیکرولیتر برش    100در حجم   EcoRI (Fermentas-Anza)و   BamHI  هایمیاستفاده از آنز

LMP  ژن    تیشدند. در نها  سازی¬جداسازی و دوباره خالصT7 RNA  د یدر پلاسم  مرازیپل  pGEX2TK    با کمک آنزیمT4 DNA 

Ligase  هزارم ثانیه داخل سلول های شایسته باکتری 5کیلو ولت به مدت  5/2قرار گرفت. محصول لیگاسیون با الکتروپوراسیونE. 

coli    نژادTop10  ( انتخاب کلنی  100قرار گرفت و روی محیط کشت حاوی آمپی سیلین )12.  پذیرفت  صورت  ها میلیگرم در لیتر  

با روش  ا  colony PCR  انجام   با  کلنی استخراج پلاسمید  استخراج گردد.  آنها  پلاسمید  تا  نتخاب شد و کشت مایع صورت گرفت 

miniprep    انجام و پلاسمیدها دوباره باPCR    تایید شدند و پس از انجام تیمارRnase  بترکیپلاسمیدهای  نو  pGEX-T7RNAPol  

 . فرانسه( ارسال شدند  Lille انشگاه د) یابی برای توالی

 بیان و استخراج پروتئین

کیلو ولت به  5/2با  ونیبه روش الکتروپوراس  هادیپلاسم نیاز ا کی ی،  pGEX-T7RNAPol بترکینو  هایدیپس از تایید توالی پلاسم

در    ی کلن  کی  ن،یلیس  ی آمپ  ی حاو  طیمح  ی رو  ها  یانتقال داده شد و پس از ظهور کلن  Rosetta  ی انیب  هیهزارم ثانیه به سو  5مدت  

به    ن،یلسی یآمپ  ی حاو  ع یما  LB  یاصل  طیکشت شد. مح  C37°  ی شب و در دما  کیبه مدت    ن،ی لسی یآمپ  یحاو  LB  ع یما  طیمح

به    IPTGبا    القا  600OD  =0/0-8/6تراکم کشت به    دنیشد و پس از رس  حیتلق  کشت شیاز پ   ترلی یلیم  1با     ترلی یلیم  500حجم  

در    rpm  5000با سرعت    قهی دق  15به مدت    یباکتر  تساعت از القاء، کش  6ت  انجام شد. پس از گذش  مولار ی لیم  1ی  یغلظت نها

 ون یکاسیسون  اتیشدند. عمل  ون ی سوسپانس  نیکشت حذف و سلول ها داخل بافر استخراج پروتئ  ط یشد. مح  وژیفیسانتر  C4°  یدما

  15 ی زمان های  کلیس یدستگاه، در ط یبرا رویدرصد ن 40 میمحلول موجود صورت گرفت. با  تنظ یبر رو (Bandelin) التراسونیک

  ی تمام   ، ییگرما  بیاز تخر  یریشکسته شوند. جهت جلوگ   یباکتر  ی وارد شد تا سلول ها  یپالس صوت  ایضربه    10و تعداد    ای هیثان

به مدت  وژیفیبا برداشت فاز بالایی بعد از سانتر ونیکاسیپس از سون نیانجام گرفت. استخراج پروتئ خی یبر رو ونی کاسیمراحل سون

 ونیکاسیانجام شد. همزمان و در موازات، کشت، و به عنوان کنترل منفی، القا و سون  C4°  یدر دما  rpm  14000با سرعت    قهیدق  15

  2درصد و نگهداری به مدت    100فاقد ژن نیز صورت گرفت. پروتئین حاصل با استون    ی خال  دیی پلاسمحاو  باکترینمونه    یرو

بافر    ترلیکرویم  30درصد در نهایت داخل    80و بعد از شستشو با استون    هرسوب یافتrpm  14000با سانتریفیوژ   -C70°ساعت در

PAGE  یدر دما  قهیدق  5ها به مدت   نمونه  ن،یمحلول شد. قبل از انجام الکتروفورز پروتئ  C95°  یحرارت داده شده و آماده برا  

 ژل شدند.  یبارگذاری رو

 د یآم  لی در ژل آکر نیالکتروفورز پروتئ

و    شوند یدر آن متمرکز و متراکم م  ها ن یکه پروتئ  Stackingبخش    کی  وسته،پیپروژه نا  نیاستفاده شده در ا  SDS PAGE  ستمیس

و در قالب    هیدرصد ته  9  نییبود. ابتدا ژل پا  شوند،  ی خود جدا م  یدر آن بر اساس وزن مولکول  ها  نیکه پروتئ  Resolutionبخش    کی

  ها  چاهک  درون  ها از هر کدام از نمونه  ترلیکرویم  15شد. مقدار    ختهیآماده و ر  زیدرصد ن  5و سپس ژل بالا    شد  ختهیر  ای شهیش

رنگ نشانگر    دنی، با رس140  ی و ولتاژ رو  mA  30 -  20  یآمپر دستگاه رو  م یبا تنظ  یکیالکتر  انیجر  یشد. پس از برقرار  ختهری

 یآمپر دستگاه رو  میبه صورت تنظ   نییژل پا  یبرا  ماتیتنظ  نیا  ،ساعت طول کشید  1ژل بالا که حدود    ی)برموفنل بلو( به انتها

mA  50 -  30  ان، یبا قطع جر  ن،ییژل پا  یرنگ به انتها  دنیساعت، با رس  4کرد. بعد از گذشت حدود    رییولت تغ  100  یو ولتاژ رو  

 رنگبری شد.  صددر 10و سپس با اسید استیک   ی زآمی جدا  و با محلول کوماسی بلو رنگ یا شهیش یژل از قالب ها
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 و بحث  نتایج

 pGEX2TK د یدر پلاسم مرازیپل T7 RNAژن  سازی  همسانه

پس از بهینه سازی شرایط   PCRپلیمراز، آغازگرهای اختصاصی آن طراحی و با کمک    T7 RNAن  ابتدا با استفاده از توالی ثبت شده ژ 

  سازی  خالص  PCRنشان داده شده است. محصول    PCRالکتروفورز محصول    ری، تصوA  1شکل  فاژ تکثیر شد. در    DNAدمایی، از روی  

 منظور  به  ها،  برش داده شدند. پس از تایید صحت برش  EcoRIو    BamHI  یبرش  های  میبا آنز  pGEX2TK  دیشده به همراه پلاسم

مورد استفاده   ونیگاسیواکنش ل  یاز ژن برا  ترلیکرویو چهار م  دی از پلاسم  ترلیکرویم  کیمقدار    مراز، یپل  T7 RNA  ژن  کردن  کلون

 .E  ونیبه ازاء هر بار ترانسفورماس  یگراد،درجه سانت  16ی  دما  در  روز شبانه  کیبه مدت    ونیگاسیقرار گرفت. پس از انجام واکنش ل

coli    بر    ی کلن  تعدادی  رشد  دهنده نشان  جهیاستفاده شد. نت  ونیگاسیاز محصول واکنش ل  ترلیکرویم  ک ی  ون،ی الکتروپوراسبه روش

رشد کرده بودند که این    بتمث  کنترل  در  زیادی   های  بود. هیچ کلنی در کنترل منفی رشد نکرد، اما کلنی  ینشیگز  طیمح  یرو

رشد کرده    های یبودن پلاسمید در کلن  بترکینو  د ییتا  برای  بعد  مرحله  در. کرد تأیید  مستعد   های نتایج، صحت انتقال را به باکتری

  رشد   های یکلن  نیعدد از ا  16  یمشابه اولیه، بر رو  طیو شرا  مرازیپل  T7 RNAژن    ی اختصاص  هایبا آغازگر   PCRواکنش     ط،یدر مح

انتخاب شده    های ی بودن پلاسمید در برخی کلن  بیجفت باز، نوترک  2877، باند به اندازه  PCRانجام شد. با بارگذاری محصول    افته،ی

 (.B 1شکل کرد ) دییرا تا

 
ژل  یرو T7 RNAPolمربوط به ژن  یاختصاص هایبا آغازگر مراز یپل T7 RNAژن  ری، تکثPCRالکتروفورز محصول  ریتصو (A -1شکل 

 ریتصو (PCR .B: محصول 2و1مارکر ، : M مطابقت داشت. T7 RNAPolژن  یبا اندازه مورد انتظار برا ی جفت باز 2877درصد. باند  1 آگارز

 (هیاول PCR: کنترل مثبت )16شماره  مراز،  یپلT7 RNAژن    یاختصاص یبا آغازگرها ها ی کلن  یرو PCRالکتروفورز محصول 
Figure 1- A) Electrophoresis image of PCR product, amplification of T7 RNA polymerase gene with specific primers 

related to T7 RNAPol gene on 1percent agarose gel. The 2877 bp band corresponded to the expected size for the T7 

RNAPol gene. M: Marker, 1 and 2: PCR product. ) Electrophoresis image of PCR product on colonies with specific 

primers of T7 RNA polymerase gene, number 16: Positive control (initial PCR) 
 

 ی میو برش آنز PCR های با روش pGEX2TK د یدر پلاسم مرازیپل T7 RNAژن  سازی  همسانهتایید 

استخراج   ن،یلسی  یآمپ  ینشیگز   طیمح  یرو  افتهی رشد    های  یدر کلن   مراز  ی پل  T7 RNAژن    یحاو   بترکینو  دیپلاسم  دییتا  یبرا

  های با آغازگر   PCR  واکنش  انجام  با   بعد   مرحله  در.  شد  انجام  1  شکل  در  شده   مشخص  7  و  3  و  2  و  1  شماره  های   پلاسمید از آنها کلنی 

درست  هایدیپلاسم  نیا  یرو  مراز  یپل  T7 RNAژن   شده،  )  یبررس  بترکینو  دیپلاسم  یاستخراج   ن، یهمچن  (.A  2شکل  شد 

 ی برا  ینبی  شیقابل پ   یکیزیبرش داده شدند. بر اساس نقشه ف  EcoRIو    BamHI  یبرش  های  میتوسط آنز  ب،ینوترک  هایدیپلاسم

  شیدو قطعه پ   لیشوند. با توجه به تشک  جادیجفت باز ا  4969و    2877  های  که دو قطعه با اندازه رفت  یانتظار م  بترکینو  دیپلاسم

 بینوترک  دیشده پلاسم  هیته  یینها  ریتصو  ،C  2شکل   (.B  2شکل  )  دی گرد  دییحاصل تا  بترکینو  دیپلاسم  ،یمیشده از برش آنز  ینبی

 . دهد یرا نشان م  LazerGene افزار با استفاده از نرم
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  های روی پلاسمیدهای استخراج شده از کلنی مراز یپل T7 RNAژن  یاختصاص هایبا آغازگر PCRالکتروفورز محصول  ریتصو (A -2شکل 

،  (T7 RNAPolژن  PCRکنترل مثبت ): +DNA ،Cبدون  یکنترل منف  :-C، خالی های دیپلاسم یرو PCR: 2و 1 شماره ، 7 و 3 شماره مثبت

M : رمارکSM0321 ThermoSientific  .B )برش آنزیمی پلاسمید نوترکیبpGEX-T7RNAPol ،17و3 افته، یبرش ن بینوترک  دی: پلاسم :

  مراز یپلT7 RNAدرج قطعه  (C. مارکر :bp 2877 ،Mبه اندازه T7 RNAPolو خروج قطعه ژن  EcoRIو    BamHI یبرش های برش با آنزیم

 LazerGeneر شده با نرم افزا هیته سازی واکنش همسانه یط  pGEX2TKدرون وکتور  
Figure 2- A) Electrophoresis image of PCR product with specific primers of T7 RNA polymerase gene on plasmids 

extracted from positive colonies No. 3 and 7, No. 1 and 2: PCR on non-recombinant plasmids, C-: Negative control 

(without DNA), C+: positive control (PCR of T7 RNAPol gene), M: marker SM0321 ThermoSientific. B) Enzymatic 

digestion of recombinant plasmid pGEX-T7RNAPol, 1: recombinant plasmid without digestion. No. 3 and 7: digestion 

with BamHI and EcoRI enzymes and removal of T7 RNAPol gene fragment of 2877 bp, M: marker C) Insertion of T7 

RNA polymerase gene into pGEX2TK vector by cloning. Image prepared with LazerGene software 
 

 ی ابی یتوال ج ینتا

و   3شده )شماره    د ییتا   pGEX-T7RNAPol  بترکیبرای بررسی درست بودن توالی ژن کلون شده داخل پلاسمید، نمونه پلاسمید نو

 T7برای ژن  NCBIهای ثبت شده در . توالید یفرانسه ارسال گرد  Lilleبه دانشگاه  یتوال نییتع یبرا RNase( پس از انجام تیمار 7

RNAPol    با شماره دستیابیM38308  افزار آنلاین  با استفاده از دو نرم  ، ی ابی یحاصل از توال  ج یبا نتاBLAST    وMultalin   مقایسه

 T7ژن  یبرا  NCBIرا با نمونه ثبت شده در    یصحت و تطابق کامل توال  7و    3پلاسمیدهای    یاب ی یحاصل از توال  جهید. نتگردی

RNAPol ابتدا برای  تکمیلی های یابی  توالی  چسبند ژن در پلاسمید می ود نشان داد. به کمک آغازگرهایی که به دو طرف محل ور  

لی ژن و پیوستگی درست توالی پلاسمید با ژن که لازمه بیان درست اسیدآمینه های ژن توا  بودن  درست  و   شد  انجام  ژن  انتهای  و

ها بلافاصله قبل و بعد از ژن  یمآنز  برشی  های  سایت  های (. توالی3ل  شکدر این پلاسمید است ثابت گردید )  GSTبصورت فیوژن با  

 . شوند به درستی مشاهده می

 ی در باکتر pGEX-T7RNAPol ب ینوترک نیپروتئ انیب

های مستعد    به باکتری  pGEX2TKنوترکیب در موازات پلاسمید خالی    هایدییکی از پلاسم  ب،ترکی  نو  هایدیپلاسم  دییپس از تا

کشت داده    ن،یلیس  یآمپ  کیوتبی یآنت   یحاو  LB  طیمنتقل شد و در مح  ونی به روش الکتروپوراس  E.coliاز    Rosetta  یانیب  هیسو

از سلول مورد نظر، پیش کشت مایع و    نیبه منظور استخراج پروتئ  PCR  با  مجدد   تایید   و  مثبت  های شدند. پس از انتخاب کلنی

 ی باکتر نیپروتئ ونیکاسیکشت حذف و بعد از سون طیمح IPTGزمان القا با  افتنی  انی سپس کشت اصلی صورت گرفت و پس از پا

الکتروفورز پس از   جهیافزوده شد. نت  PAGEبافر    ترلیکرویم  30  وب یبه رسوب ته ت  تیاستخراج و با استون رسوب داده شد. در نها   ها

شده است. چون  انیب یبخوب یباکتر  هیسو نیو در ا دیپلاسم نی مراز در ا یپل  T7 RNAبا کماسی بلو نشان داد که ژن  یزیرنگ آم

دالتون( به اندازه   لویک  97)  آن  یلذا وزن مولکول  شود یم  دیتول  GSTبا    وژنیبصورت ف  pGEX2TK  دیپلاسم  نیدر ا  نیپروتئ  نیا

 (. 4شکل ) یشودم دهید لودالتونیک  120شده و در محدوده  شتریب لودالتونیک 24حدود 
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و     pGEX2TK-T7RNAPolشده  جادیا بینوترک  دیپلاسم یمتعدد رو های یابی یادغام شده حاصل از توال یتوال ینیچ رهمیز -3شکل 

 M38308منتشرشده ژن با شماره دسترسی  یتوال
Figure 3- The alignment of combined sequences resulting from multiple sequencing on the recombinant plasmid 

pGEX2TK-T7RNAPol and the published gene sequence with accession number M38308 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36   

 

 39-28  صفحه، 1403   بهار،  79پیاپی ، 11، شماره37دوره    ی کاربرد   ی شناس ست ی ز   ی فصلنامه علم 

 
 

  لودالتونیک  120 یبه وزن مولکول T7 RNAPol نیدرصد. باند مربوط به پروتئ 9 دآمی ل یژل آکر یرو نیالکتروفورز پروتئ ریتصو -4شکل 

چپ قابل مشاهده است. چاهک وسط: باند    در چاهک 220+884 نهیدآمیبا  تعداد اس GSTبا  وژنیف T7 RNA Polژن  یحاو دیپلاسم یبرا

مارکر : Mدارد. ) نهیدآمیاس 220با حدود  GSTکه فقط  pGEX2TK یخال دیپلاسم یبرا لودالتونیک   24 بایتقر یبه وزن مولکول ینیپروتئ

 آزمایشگاهی پروتئین( 
Figure 4- Image of protein electrophoresis on 9 percent acrylamide gel. The T7 RNAPol protein band with a molecular 

weight of 120 kDa is visible for the plasmid containing the T7 RNAPol fusion gene with GST with 884+ 220 amino acids 

in left and negative control in the middle is a protein band with a molecular weight of approximately 24 kDa for the 

empty pGEX2TK plasmid which contains only GST with 220 amino acids. (M: Lab Pr. Marker) 
 

T7 RNA  سنتز    مراز،یپلRNA    را در حضورDNA  ت یفعال  م،یپروموتور، ساختار ساده آنز  یاختصاص  یی . شناسادهد یالگو انجام م  

  ها  یژگیو   نیداده است. تمام ا  شیرا افزا  م یآنز  نیاستفاده از ا  زانیگسترده آن، م  یزبان می  دامنه  و  ها به کوفاکتور  ازی بدون ن  میمستق

عملکرد    یرو  ییایمیو ش  یکی زیف  های یمختلف باشد و بررس  قات یتحق  یابزار مهمی برا   کیبه عنوان    مرازیپل  نیباعث شده که ا

  ی وتیوکاری  های به هسته سلول  مرازیپل T7 RNA  م یو انتقال ژن آنز  سازی همسانه  ق،یتحق کیرا آسانتر سازد. در    RNAو    یسیرونو

 م یآنز  یمناسب برا  های یبه همراه توال  مرازیپل  T7 RNAژن    یتوال  یاز رو  سبمنا  هایتوتون انجام گرفت. آغازگر  اهیآن در گ  دیو تول

و سپس،    سازی همسانه  pCAMBIA1304  ی ان یدر وکتور ب  یمورد نظر پس از جداساز  مرازیپل  T7 RNAو ژن    یطراح  ، یبرش  های 

 اهانیدر گ  مرازیپل  T7 RNAان ژن  یتوتون منتقل شد. حضور و ب  اهانیبه گ  ومیآگروباکتر  LB4404  هیبه کمک سو  بیوکتور نوترک

برای   مرازیپل T7 RNA میبر استفاده از سیستم آنز یگزارشی مبن نی[. همچن19شد ] دییتأ  RT-PCRو  PCR های با روش ختهیترار

  تیمحائز اه  اریمهم بس  های کیوتبی یآنت  دیسیستم در تول  نیوجود دارد. ا  Streptomycinمانند    هایی  کیوتبی ی آنت  انیتولید و ب

 [.20است ]

با عملکرد بالا، استفاده    یسیمانند بافر رونو  ، یسیرونو  ژهیو  طیاز شرا  ،یسنتز  RNA  دیبازده تول  زانیم  ش یافزا  یگزارش، برا  کیدر  

باعث    جهیکرده و در نت  یریجلوگ   شود، یم  مرازیپل  T7 RNA  م یکه باعث مهار آنز  یمحصولات  دیاز تول  ژهیو   طیشرا  نیشده است. ا

 سلول و  ها در مخمر بینوترک های  نیپروتئ  دیو تول  انی، در بT7 RNAPol ی انی ب ستمی[. از س17شد ] یسنتز RNA تیفیک شیافزا

در    T7 RNAPol  ی انیب  ستمیتحت س (GFP)فلورسنت سبز    نیپروتئ  ان یب  ق،یتحق  کی[. در  21]  شود  ی استفاده م  زین  یجانور  های

از    شیب  انی در ب  تواند یسلول م  توپلاسمیبه س  T7-polکه انتقال    دنشان دا  قیتحق  نیقرار گرفت. ا  یپروتوپلاست توتون مورد بررس

 [. 22سلول نقش داشته باشد ] توسلیمورد نظر در س یاه  RNA  (over-express)حد

ب   ی سیرونو  های ستمیس  نتری از برجسته  ی کی  یدارا  T7  وفاژیباکتر  ی انیب  ستمیس  ستمیاست. اما س  یوتکنولوژیمورد استفاده در 

  تیکردند که فعال  یو مهندس  یرا طراح  هایی یتوال  ق،یتحق  کی است. در    فیضع  یعیدر حالت طب  T7در    یسرونوی  دهنده خاتمه

  ستمیس  نیداشته باشد. از ا  یعملکرد بالاتر   یسرونوی  دهنده  خاتمه  ستمیس  جهیدر نت  و شود    تی تقو  ناتوریساختار سنجاق سر ترم

 . [23هم استفاده شد]  E. coli  یباکتر یسیرونو ستمیس تیتقو یبرا ن،یهمچن
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RNA  وفاژیباکتر  مرازیپل  T7  درک سنتز    ی مدل برا  کی، از زمان کشف به عنوانRNA  ن ی پروتئ  انیب  یابزار مهم برا  ک ی  نیو همچن 

  توانند ی، که مT7بر   یمبتن ی سیرونو هایفاکتور یطراح یبرا T7 RNAPol  میتنظ ی اساس های. درک سازوکارشود ی شناخته م ها، 

ژن توسط   انی ب  میتنظ  های زمیکشف مکان  یبرا  ق،یتحق  کیدارد. در    تیاهم  اریشوند، بس  تفادهاس  یژن  انیب  های ستمیس  یدر طراح

T7 RNAPol ی معرف  گذارند ی م ریتاث یسیرونو های  تیفعال  یرا که بر رو یعوامل  یی شناسا  یو مقرون به صرفه برا عیروش سر کی  

استفاده شد. در  (Tetracycline regulatory system :tet)  نیلیکیتتراسا  میتنظ  ستمیبه نام س  ستمی س  کیاز    قیتحق  نیکردند. در ا

 ی کاهش م   یسیرونو  تیفعال  شد، یمتصل م (tetO)اپراتور    یبه توال (tetR)  نیلیکیمهارکننده تتراسا  نیپروتئ  کهی، زمانtet  ستمیس

 [.24] شود ی استفاده م  ی ژن انیب های ستمیس یطراح یبرا tet ستمی. از سافتی

در    یی غشا  های نیاز حد پروتئ  ش یب  دیو تول  ان ی. بدهد یدرصد از اهداف کشف دارو را نشان م  50حدود    یی غشا   های نیپروتئ

مقرون به صرفه و    یابزار  ها  یباکتر  ، یوتیوکاری  یان یب  های  ستمیدارد. با وجود س  تیاهم  اریبس  ی وتکنولوژیو ب  یساختار  کیژنوم

مقدار   دیموفق و کارآمد است که به تول  یانیب  ستمیس  کی  T7 RNAPolبر    یمبتن  یانیب  ستمیهستند. س  نیپروتئ  دیتول  یقدرتمند برا

داخل ژنوم   Lac UV5تحت کنترل پروموتر    T7 RNAPolژن    ، یانیب  ستمی. برای ایجاد این سکند یکمک م   ها نیاز پروتئ  ییبالا

 T7می، آنزIPTG. با اضافه شدن  شود یم  سازی همسانه  یان یب  د یدر پلاسم  T7و سپس تحت پروموتر    یطراح  Lambda  وفاژیباکتر

RNAPol [.25]  یکندم یسیشده و ژن هدف را رونو دیتول یی بالا زانیبه م 

به نام    ییا یباکتر  زبانیاز دو م  قیتحق  نیرا گزارش دادند. در ا  T7  انیب  ستمیس  یبرا  دیجد  یمیتنظ  سمیمکان  کی  ق،یتحق  کیدر  

C44(DE3)    وC45(DE3)  زانیم  ،ییالقا  طیتحت شرا  ها  زبانیم  نیاستفاده شد. در ا  افتهی جهش  mRNA    مورد نظر ده برابر کمتر از

به    ها زبانیم  نیهدف در ا  نیتجمع پروتئ   جهی. در نتشد  یهدف م  نیبه تجمع کندتر پروتئ  منجرامر    نیبود و هم  ینیوالد  هیسو

  های  نیبه پروتئ (GFP)  دار فلورسنت  نیاتصال پروتئ  ستم،یس  نیا  هی. بر پادی هدف آسانتر گرد  نی افتاده و کنترل مقدار پروتئ  ریتاخ

  T7  یها  زبانیم  گریمکمل د  افته،ی جهش  یها  زبانیم  نی. اکند یم  رت آن ها را آسان  یو بازده  تیفیک  یشده، بررس  دیتول  ییغشا

 [. 26] دهد یم  شیرا افزا T7 انیب ستمیس یریانعطاف پذ تیموجود هستند و قابل

امر موجب مرگ    نیشده و هم  دیتول  یی بالا   زانیبه م  T7 RNAPol  می ، آنزLacUV5تحت پروموتر    T7 RNAPol  ی انیب  ستمیدر س

دیگر از موجودات    یدر کروموزوم باکتری است که حتی در برخ  T7 RNAPol  یرگیقرار  ،ی انیب  ستمیاز س  گرید   یکی.  شود یم  یسلول

  ستیکاف  T7 RNAPol  مینسخه از آنز  کیو تنها    ستین  میاز اندازه آنز  شیب  دیبه تول  یازین  ستم،ی س  نینیز استفاده شده است. در ا

و   رگی وقت  اریبس  ستمیدر این س  نیپروتئ  انیو عملکرد و ب  ییکارا  یاب یشود. اما ارز  دیو تول  انیهدف ب   نیتا مقدار مورد نظر پروتئ

 اریبس  گاهیجا (plasmid-driven T7RNAP :PDT7)محور    دیپلاسم  ی انیب  ستمیامروزه، استفاده از س  جهی[. در نت27است ]  نهیپرهز

  یرو  یکیژنت  یاست و دستکار  دیپلاسم  هیبر پا   PDT7  ی انیب  ستمیدارد. اساس س  کیژنت  یو مهندس  یوتکنولوژیدر علم ب  یمهم

از    یک یباشد.    تر یربردنسبت به بیان از روی کروموزوم کا  PDT7  ستمیامر موجب شده است که س  نهمی.  است  تر ساده  دیپلاسم

 [.28است ] یسلول هایوسنسوریب دی، تولPDT7 ی انی ب ستمیمهم س های کاربرد

  E. coli یباکتر زبانیدر م (GDH)  دروژنازیگلوکز ده میآنز دیتول یبرا T7 RNAPol یانیب ستمیاز س ق،یتحق کیدر  2021در سال 

  د یتول  ، یخودکار سلول  زیبا سرکوب ل  یبراحت  ق،یتحق  ن یدر ا  E. coli  یشده باکتر  یمهندس  هیاستفاده شد. سو  BL21 (DE3)  هیسو

 [.29کرد ]   یمعرف یصنعت یوتکنولوژیروش کارآمد را به علم ب  کیداد و   یشرا افزا بینوترک های نیپروتئ
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در    می آنز  نیاست. ا  ی شگاه یآزما  های   طیمورد استفاده در مح  های  م یآنز  ن یو پرکاربردتر  ن تری  از مهم  یکی  مرازیپل T7 RNA میآنز

  ن یو همچن CRISPR ستمیاستفاده در س  یبرا guideRNA دی، تولRNA سنتز  یاه   تیپروب در نودرن بلات، ک  دیتول  یبرا RNA سنتز

[. به طور  30]  شود یاستفاده م   شوند، یم  ریو تکث  ینگهدار DNA به صورت  دیداخل پلاسم  کهدار   RNA های روسیو  سازی آلوده

گران قیمت و وارداتی    میآنز  نی ا  یکیت های تجار  نیوابسته است. همچن  یکروبیم های ستمیبه س  بینوترک  میآنز  نیا  دیمعمول تول

یورو، شرکت بیوسرچ   208قیمت   RNA واکنش سنتز  20برای    رااست. برای فروش این آنزیم به همراه بافر آن، شرکت هایی مثل تاکا

 یورو پیشنهاد می  350قیمت   RNA واکنش سنتز  50برای   NebBioLab یورو و شرکت  144هزار یونیت آنزیم قیمت    50لب برای  

آن در  نهیانبوه و کم هز دیلتو ،یمولکول کی و ژنت یوتکنولوژیب های  در پژوهش میآنز نای افزونروز تیبا توجه به اهم نبنابرای. کنند

به منظور    مراز یپل T7 RNA ژن  سازی و همسانه  یجداساز  یبر رو   قیتحق  نیدر ا  برخوردار است.  ای ژهیو  تی داخل کشور از اهم

  جلو  به و دو آغازگر ر M38308 یبا کد دسترس مراز یپل T7 RNA  ژن یتلاش شد. در مرحله اول ابتدا با استفاده از توال م،یآنز دیتول

 یجداساز  T7 وفاژیاز باکتر  مراز یپل T7 RNA ژن   یتوال PCR کیشد. با استفاده از تکن  یژن طراح  یتوال  ی دو انتها  برای  عقب به و رو

برش داده شد تا    یبرش های می با همان آنز  قا یدق  زین pGEX2TK دیپلاسم ، یبرش  ی ها  م یقطعه ژن با آنز یشد. پس از برش دو انتها

  های ¬به سلول  ونیبه روش الکتروپوراس   ونیگاسیآماده اتصال شوند. محصول ل T4 DNA Ligase  میتوسط آنز  ه شد  جادیا  یانتهاها

 شده  جاد یناقل ا  ، یاب ی  یو توال  یمیو برش آنز PCR آن به کمک روش  د ییو تا  ها یمستعد منتقل شد و پس از استخراج از کلون

pGEX-T7RNAPol      و با کاربرد  یباکتر  یانیب  هیحاصل به سو  دیسمشد. در ادامه با انتقال پلا  یگذارنام IPTG توسط    میتوانست

. این تحقیق پیش زمینه و  میرا مشاهده کن  GST با نیپروتئ نیا  وژنیمربوط به ف لودالتونیک 120  ینیباند پروتئ SDS PAGE روش

استقلال در تولید و سهولت در دسترسی و  تتحقیق زیربنایی برای ایجاد خط تولید این آنزیم در ایران است که برای اولین بار جه

استفاده در تمام آزمایشگاه های بیوتکنولوژی و ژنومیک انسانی، جانوری، گیاهی و میکرو ارگانیسم ها    پایین آوردن قیمت آن برای

 . دشو انجام می

 تعارض منافع اعلام 

  ، ی که در رابطه با انتشار مقاله ارائه شده به طور کامل از اخلاق نشر تبعیت کرده و از سرقت ادب  کنند یاین مقاله اعلام م  سندگانینو

در قبال    سندگانیراستا وجود ندارد و نو  نیدر ا  یتجار  منافعی  و   اند نموده  زیارسال و انتشار دوگانه، پره  ای  و  ها سوء رفتار، جعل داده

  محتوای   اصالت  و  ندارد  وجود  آنها  بین  منافع  تعارض  هیچگونه  که  کنند می  اظهار  ویسندگانن.  اند ننموده  افتیدر  یخود وجه  اثرارائه  

 .شود مقاله تایید می

 سپاسگزاری 

تشکر و    جانیآذربا  ی مدن  دیدانشگاه شه  ،یدانشکده کشاورز  ،یوتکنولوژ یمعاونت پژوهشی و گروه ب  یو معنو  یماد  های تیاز حما
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