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  بدون آنزیم لیگاز های همسانه سازی ژنرو ش

 
Gene Cloning Methods Without Ligase Enzyme  

 

  و محمد رضا عبداللهی *9اصغر میرزائی اصل

 

 چکیده

های روشدر . نوترکیب است DNAیکی از مراحل تکنولوژی  ،داخل یک ناقل پلاسمیدیموردنظر  DNAقطعه  سازیهمسانه

کارهای متعددی برای راه .هستندمواجه  هاییمحدودیتکه با  نیاز استهای برشی و آنزیم به آنزیم لیگاز سازیهمسانهبرای  معمول

وی و های گیتفناوری هاترین آناز موفقکه  نداتوسعه یافته لیگاز مستقل بدون استفاده از آنزیم DNAایجاد و اتصال دو قطعه 

نواحی ویژه نوترکیبی باکتریوفاژ  هایتسازی بر اساس خصوصی وی روشی سریع و مؤثر برای همسانه فناوری گیت .هستندیوزرفرندلی 

نوترکیبی بین نواحی . اند در این فناوری، اجزای سیستم نوترکیب این ویروس برای ایجاد یک سیستم کارآمدتر تغییر یافته. لامبدا است

مورد نظر ابتدا در یک ناقل به نام ناقل  DNAتوالی  فناوریدر این . کنندرا احاطه می DNAکه دو طرف قطعه  دهدمیویژه اتصال رخ 

های دیگر با واکنش نوترکیبی یک ساعته و بدون  به ناقل DNAانتقال قطعه  ،پس از ایجاد کلون ورودی. شودمیسازی  ورودی همسانه

-میاستفاده  از آغازگرهایی فناوری یوزرفرندلیدر  .گیرد راحتی انجام میاتصال دهنده لیگاز بههای های برشی و آنزیماستفاده از آنزیم

. کنندمی تکثیر پلیمرازی نظیر تک پلیمرازهدف را با  DNAو یک نوکلئوتید داکسی اوریدین دارند و  هستندتوالی ناقل  دارای که شود

-میایجاد  PCRتکثیر شده با  DNAای بر روی قطعات تک رشته 3َانتهای  کهشودمیتیمار  ایویژه یآنزیممخلوط با  PCRمحصول 

و برای  دنشومیهای برشی ایجاد نزیمآکه با  هستندتر از محصولاتی ای طویلتک رشتههای داری دنباله DNAقطعات با این عمل . کند

 مختلفهای کاریبه راحتی دست سازیهمسانهاین روش  با تغییر در طراحی آغازگرها در. اتصال به ناقل به آنزیم لیگاز نیازی نیست

DNA  ها پرداخته شده استاین روش یهای کلیدی و مزایادر این مقاله به جنبه .پذیر استامکان. 
 

 وی، فناوری یوزرفرندلیفناوری گیت ،ژن سازی همسانه :کلمات کلیدی
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 مقدمه

داخاال یااک ناقاال  DNAیااک قطعااه  سااازیهمسااانه

نوترکیاب   DNAیکی از مراحل معمول تکنولوژی  ،پلاسمیدی

نیااز   لیگااز به آنزیم  سازیهمسانه معمول هایروشدر . است

و  DNAطاور کوولانسای انتهاای ساازگار قطعاه      هاست که با 

و یاک مولکاول    پلاسمید خطی شده را باه هام متصال کناد    

حلقوی تشکیل دهد تا قادر به تکثیر در داخل سالول میزباان   

 مورد نظر باشاد،  PCRچه همسانه سازی محصول چنان .شود

-های برشی آنزیمکه سایت نمودآغازگرهایی طراحی توان می

ه باشد و پس از هضام آنزیمای محصاول    خاصی را داشتهای 

PCRقطعات با انتهای چسبنده را به ناقل هدف منتقل نمود ، .

نیاز ممکان    PCRبا انتهاای صااف محصاولات     سازیهمسانه

حتای کاار   اما اغلاب کاارایی همساانه ساازی پاایین و       ،است

 3َیک نوکلئوتید اضافی در انتهای اغلب تر است چرا که تسخ

 ;Aslanidis and de Jong, 1990) وجود دارد PCRمحصولات 

Clark, 1988.)   3 باه   َبرای حذف نوکلئوتید اضاافی از انتهاای

همچناین  . پلیماراز نیااز اسات    DNAاستفاده از قطعه کلناو  

های غیر نوترکیب با تیمار ضروری است که مانع از تولید ناقل

فرایند از طرفی  .(Maniatis et al., 1982) الکالین فسفاتاز شد

های برشی دارد و هضام  نیاز به استفاده از آنزیم سازی همسانه

از جملاه  . با محدودیت مواجه اسات  سازی همسانهدر  ینزیمآ

ممکن اسات   چرا کهاستفاده کرد  توان نزیم نمیآهر از که این

باا   ساازی  همساانه علاوه بر آن کارایی . داخل ژن را برش دهد

  .آید میبزرگ بودن اندازه ژن اغلب پایین 

نظیار تاک پلیماراز در     DNAبسیاری از پلیمرازهاای  

 َقادر به اضاافه کاردن یاک نوکلئوتیاد باه دنبالاه 3       3َانتهای 

 Taq)آنزیم تک پلیماراز  . هستند DNAانتهای صاف قطعات 

polymerase)  3َ بااه انتهااای DNA   دو رشااته ای از طریااق

آدناوزین اضاافه   نوکلئوتید ینال ترانسفرازی فعالیت شبیه ترم

  بیشاتر محصاولات  (. Clark, 1988 and Hu, 1993) می کند

PCR بناابراین   ،شاوند وسیله آنزیم تک پلیماراز تولیاد مای   به

 ساازی همساانه بارای  . آدنین خواهناد باود   باز 3َدارای دنباله 

روشی پیشنهاد شد که نیااز باه    PCRمستقیم این محصولات 

  هاای در ایان روش ناقال  . است Tهای خطی استفاده از ناقل

PGEMT-T   وPGEM-T Easy Vector    باا آنازیمEcoRV 

تیمیادین اضاافه   هاا  آن 3َشوند و به دو انتهاای  برش داده می

امکان  ،و ناقل PCRهای محصول مکمل بودن دنباله .دنشومی

-سازد که این راهفراهم میT  را به ناقل PCRاتصال محصول 

 Holton and) معااروف اسااتTA  سااازیهمسااانهکااار بااه 

Graham, 1991; Marchuk et al., 1991; Mead et al., 

1991; Zhou and Gomez-Sanchez, 2000 .)   بااا انااد

-همساانه طور عمومی قابل استفاده در این روش به ،تغییراتی

 DNAهماه قطعاات    (.Zhou et al., 1995) ه اسات شد سازی

-هستند با تیمار با آنزیم تک 3َهایی که دارای دنباله جز آنهب

آدناین   َانتهای باا دنبالاه dNTP   3پلیمراز در حضور هر چهار 

 حاصل از هضام آنزیمای   DNAقطعات . آورد دست خواهندهب

پلیمراز  DNAهستند، ابتدا با آنزیم  3َکه دارای دنباله انتهای 

 T4و سپس با آنازیم تاک پلیماراز     شودمیها صاف آن هایتان

 .شوندتیمار می

بدون استفاده از آنازیم لیگااز    سازیهمسانههای روش

بلند  َهای 3ها قطعات با دنبالهدر این روش .اندشدهنیز معرفی 

 شودمیایجاد   PCRبر روی محصولات ( نوکلئوتید  5تا  51)

مکماال در ناقاال  DNAطااور اختصاصاای بااه تااوالی  کااه بااه

مستقیم طور بهو محصول حاصل . شوندپلاسمیدی متصل می

باه  هاا  در ایان روش . شاوند هاای مساتعد وارد مای   به سالول 

و  آسالاندیز ) آغازگرهای طولانی و تغییرات آنزیمی نیاز اسات 

 Hsiao, 1993 ،Kaluz and Flint, 1994، Li، 1990، دی یانگ

and Elledge, 2012 ،Oster and Phillips, 2011 ،

Rashtchian, 1995 دو فناااوری . (2000، گمااز سااانچزو  زوو

 Bitinaite et) و یوزرفرندلی( Walhout et al. 2000) ویگیت

al., 2007) ساازی  با موفقیت تجاریهایی هستند که از روش 

ها استفاده شده است که و در تحقیقات متعددی از آن اندشده

 .شودمیپرداخته ها آندر این مقاله به هر یک از 

 
 وی  فناوری گیت

-اینتوسط شرکت که  (Gateway)وی  گیت فناوری

ها را در  ارایه شده است، محدودیت (Invitrogen) وژنویتر

 DNAدر این سیستم توالی  .برد از بین می سازی همسانه

 سازی همسانهمورد نظر ابتدا در یک ناقل به نام ناقل ورودی 

انتقال  (Entry clone)پس از ایجاد کلون ورودی . شودمی

 های دیگر با واکنش نوترکیبی یک ساعته به ناقل DNAقطعه 

های اتصال دهنده های برشی و آنزیمبدون استفاده از آنزیم و

وترکیبی در حضور واکنش ن .گیرد لیگاز به راحتی انجام می

 (att)خاصی یهاتوالیکه به  گیردانجام میهایی پروتئین

ها را برش داده و اتصال کوولانسی با شوند و آنمتصل می

DNA وی  فناوری گیت .شونددارند و موجب نوترکیبی می

-سازی بر اساس خصوصی روشی سریع و مؤثر برای همسانه

 Hartley) نواحی ویژه نوترکیبی باکتریوفاژ لامبدا است های

et al., 2000) . در این فناوری، اجزای سیستم نوترکیب این

. اند ویروس برای ایجاد یک سیستم کارآمدتر تغییر یافته

باکتریوفاژ لامبدا در مسیر لیزوژنیک در اثر  DNAمولکول 
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 در که شود عمل نوترکیبی وارد کروموزوم سلول میزبان می

و کروموزوم باکتری  (attP)ی خاصی از فاژ هاتوالیاین عمل 

(attB) های کوتاه  این دو توالی دارای ناحیه. دخالت دارند

ی مرکزی هاتوالیباشند که به  جفت بازی می 51یکسان 

ی اضافی در دو طرف توالی هاتوالیالبته . معروف هستند

فاژ به کروموزوم باکتری  DNAمرکزی نیز برای عمل ورود 

به  هاتوالیبرای انجام عمل نوترکیبی بین این . لازم هستند

و  (int)اینتگراز  وجود یکی از محصولات ژن فاژ لامبدا به نام

نیاز  (Integration Host Factor)های دیگر میزبان پروتئین

را شناسایی  attPطور اختصاصی توالی بهآنزیم اینتگراز  .است

ی هاتوالیجا که از آن (Thompson et al., 1987) کند می

attP  وattB  جز توالی ناحیه هب)از یکدیگر متفاوت هستند

ها دو توالی تولید نوترکیبی بین آن ، در نتیجه(مرکزی

در دو طرف  attBو  attPی هاتوالیشود که با هر یک از  می

و  attLهای به نام هاتوالیاین . ناحیه مرکزی متفاوت است

attR که موجب عمل  ژن اینتگراز پروتئین. شوند شناخته می

شود، قادر به  می attBو  attPهای نوترکیبی اختصاصی جایگاه

تواند سبب  نیست، لذا نمی attRو  attLانجام نوترکیبی بین 

که زمانی .پروفاژ و جدایی آن از کروموزوم باکتریایی شود برش

مسیر لیزوژنیک متوقف شده و فاژ وارد چرخه لیتیک 

با پروتئین   (Excisionase)محصول ژن دیگری شود،  می

واکنش داده و سبب تغییر در اختصاصیت آن  intهدف 

و  attL  یدو توال یبیکه منجر به نوترک یطوربه. گردد می

attR یجداساز باعثشوند که  یم DNA ییایفاژ از ژنوم باکتر 

 LRو  BP یها ن واکنشیا(. Dale and Park, 2004) شود می

-یتوال، فناورین یدر ا .هستند  یوتینگ گیکلون فناوریه یپا

فقط با  Battای است که توالی گونهبه   tta هافتیر ییتغ یها

 attP1فقط با  attB1برای مثال  دهدمیواکنش  attPتوالی 

. دهدمیواکنش  attR1فقط با  attL1و یا  دهد میواکنش 

و  های اینتگراز فاژ لامبدادر حضور پروتئین BPواکنش 

 BPهای فاکتور الحاقی میزبان به نام مخلوط آنزیمی پروتئن

-نیدر حضور اینتگراز فاژ لامبدا، پروتئ LRکلوناز و واکنش 

مخلوط به نام  (XIS)های فاکتور الحاقی میزبان و اکسیژناز 

سه نوع ناقل در این روش طراحی  .گیردانجام می LRکلوناز 

که  (Donor vector) ناقل بخشنده. دسترس استشده و در 

 PCRاست که برای کلون کردن محصول  attPدارای توالی 

 ناقل ورودی. رودکار میهب attBی هاتوالیاحاطه شده با 

(Entry vector)  ی هاتوالیکه دارایattL  است که برای کلون

. گردداستفاده می attی هاتوالیفاقد  DNA کردن قطعات

که با ناقل ورودی در یک  (Destination vector) ناقل مقصد

شکل ) تا ناقل بیانی ایجاد شود شودنوترکیب می LRواکنش 

های مقصد عناصر لازم برای بیان ژن هدف در ناقل .(5

 ,Anonymus) ها، گیاهان و یا پستانداران را دارندباکتری

2006). 

باید  attB2و  attB1  دو توالیایجاد کلون ورودی  برای

به آغازگرهای اختصاصی که برای تکثیر ژن مورد نظر استفاده 

باا یاک ناقال بخشانده      DNAقطعاه  . دناضافه شاو  ،شوند می

در دو  attP2و  attP1ی هاا تاوالی شاود کاه دارای    ترکیب می

 باا اضاافه کاردن   . باشاد  مای  ccdB گار طرف یک ژن گزینش

باه واکانش، کلاون ورودی ایجااد      BPکلونااز   مخلوط آنزیمی

ناقال ورودی دارای   عبارتناد از  واکانش  محصاولات  .شاود  می

احاطاه   L2و  L1 یهایقطعه مورد نظر که دو طرف آن را توال

و  R1 ی هاتوالیکه  ccdB گر نشیژن گز چنین هم اند وکرده

R2 حضور ژن  .دنباشمی ،در دو طرف آنccdB  امکان انتخاب

باادنبال  را E. coliهااای بخشاانده و مقصااد در منفاای ناقاال

 با آنزیم CcdBپروتئین . سازدنوترکیبی و تراریختی فراهم می

DNA گیراز باکتریE. coli  دارد و موجاب مای   بر همکانش-

رشاد   TOP10و  DH5αیار  ظهاا ن شود تاا بسایاری از ساویه   

 ،دهاد وی رخ میگیت فناورینوترکیبی در  کههنگامی. نکنند

هایی کاه  سلول. شودگزین میبا ژن مورد نظر جای ccdBژن 

 DNAاند و یا مولکاول  های غیرنوترکیب را دریافت نمودهناقل

کنند، رشد نخواهند کارد و ایان   را حمل می ccdBدارای ژن 

. ساازد پذیر مای امکان کلونینگ با کارایی زیاد را امکانشرایط 

ا انتخاب مثبت برای نشانگر مقاومت این انتخاب منفی همراه ب

دهاد  هاایی مای  به آنتی بیوتیکی است که اجازه رشد به سلول

 .که ناقل ورودی یا ناقل بیانی را دریافت کرده باشند

پالینادرومی نباوده و دارای جهات مای      attهای توالی

ای باشاد کاه باه    باه گوناه   attکه جهت توالی هنگامی. باشند

. گاردد مشاخ  مای   rسمت داخل قطعه نشان داده نشود باا  

های زنجیره ای پلیمرازی که بارای مثاال باا    محصول واکنش

attBr3  احاطه شده است در کلون ورودیattR3    خواهاد باود

مورد  DNAپس از ایجاد ناقل ورودی، انتقال قطعه  (. شکل )

-های بیانی به ناقل تهیه نظر از پلاسمیدی به پلاسمید دیگر و

 .(Anonymus, 2006) طور مؤثر انجام خواهد گرفت
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 یهاتوالیهای دارای یا سایر کلون PCRبین ناقل دهنده و محصول  BPواکنش پایه  A). ویدر سیستم گیت LRو  BPواکنش  :5شکل

attB  یهاتوالیکیبی بین رنوت .دهدمیرخ  attB وattP  یهاتوالیتولید attL   وattR می کند. (B واکنش LR ناقل  بین کلون ورودی و

کلون بیانی که . کنددر پلاسمیدهای حاصل می attPو  attBهای تولید سایت attRو   attLهای نوترکیبی بین سایت. دهدمقصد رخ می

است و   ccdBگرگزینش محصول فرعی است و دارای ژن کهو پلاسمیدی  شودمیدر سیستم بیانی استفاده است   PCRدارای محصول

 .(2006، نامبی) دریافت کرده باشنددر تراریختی که آن را  شودمی mach1 سویه های مستعدرشد سلولمانع از 
Figure1. BP and LR reactions in Gateway technology. A) The BP reaction is the basis for the reaction between the 

donor vector (pDONR™) and PCR products or other clones containing attB sites. Recombination between attB and attP 

sites yields attL and attR sites. B) The LR reaction is the basis for the entry clone(s) × destination vector 

reaction.Recombination between attL and attR sites yields attB and attP sites on the resulting plasmids. The expression 

clone containing the PCR product is used in your expression system. The by-product plasmid contains the ccdB gene 

and prevents growth if taken up by Mach1™ T1R competent cells after transformation (Anonymous, 2006). 
 

 

 

 

وی برای واکنش جداگانه اند و سه ناقل گیتاحاطه شده attBrیا  attBهای ای پلیمراز که با توالیسه محصول واکنش زنجیره : شکل 

برای ایجاد یک کلون بیانی  LRهای ورودی ایجاد شده و یک ناقل هدف در واکنش کلونی. اندهای ورودی به کار رفتهبرای ایجاد کلون

 .(2006، نامبی)اند استفاده شده
Figure 2. Three PCR products flanked by specific attB or attBr sites and three MultiSite Gateway Pro Donor vectors are 

used in separate BP recombination reactions to generate three entry clones. The three entry clones and a destination 

vector are used together in a MultiSite Gateway® Pro LR recombination reaction to create your expression clone 

containing three DNA elements (Anonymous, 2006). 
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ماؤثر و ساریع یاک    وی چندگانه ساخت بسایار   گیت

ماورد نظار را    DNA، ساه یاا چهاار قطعاه     کلون بیاانی از دو 

وی چندگانااه امکااان   فناااوری گیاات . کنااد تسااهیل ماای 

ترتیاب مشاخ    باه  DNAزمان چند قطعه سازی هم همسانه

ز باه ایجااد   برای این کاار نیاا  . سازدشده و منظم را فراهم می

در . مورد نظار اسات   DNAهای ورودی به تعداد قطعات  کلون

ابتادا ساه    .وی سه تایی نشاان داده شاده اسات   گیت  شکل 

بااهم در یاک    مقصاد که با ناقال   شودمیکلون ورودی ایجاد 

برای ایجاد هر یاک از  . بندیامیشرکت  LRواکنش نوترکیبی 

که  شودمیاستفاده  BPواکنش نوترکیبی  های ورودی از کلون

مورد نظر با یکی از انواع  DNAابتدا توالی  برای انجام این کار

باا   BPو ساپس در یاک واکانش      احاطه شده attBی هاتوالی

-به این .نمایندمیشرکت  attPهای ناقل بخشنده دارای توالی

های احاطاه  با توالی قطعه اولهای ورودی دارای ترتیب کلون

قطعاه  و  R3r-R4rی هاا تاوالی باا   قطعه دومو  L1-L4کننده 

ایان ساه کلاون    . وندشا مای ایجااد   L4-L2ی هاا توالیبا  سوم

 R2 R-1هاای با توال هدفبا ناقل  LRورودی در یک واکنش 

وارد ناقال   باا هام  در یک واکانش  ه قطعهر سه قرار گرفته و 

 .(2006، نامبی) شوندمیدوگانه 

 

 فناوری یوزر فرندلی

ی شا هاای بر وابسته به آنازیم نیز یوزر فرندلی فناوری 

باه   PCRای وارد کاردن محصاول   رنیست و به آنزیم لیگااز با  

-مای در عوض از آغازگرهاایی اساتفاده   . ندارد نیاز داخل ناقل

نوکلئوتید داکسی و یک  دنشومیکه توالی ناقل را شامل  شود

پلیماراز تکثیار   هدف را باا آنازیم تاک    DNAدارند و  اوریدین

نظیار تاک    پلیمارازی آنازیم  بایاد باا    PCRواکنش  .کنندمی

یاک داکسای    بتواند انجام شود که (USER enzyme) پلیمراز

باا   PCRمحصاول   .بازهای اوراسیل قرار دهد مقابلآدنین در 

 .ای شاوند  تک رشته َشود تا در انتهای 3آنزیم یوزر تیمار می

هاا را بارای ایجااد    اوریادین آنزیم نوکلئوتیدهای داکسای  این 

تکثیار شاده باا     DNAای بر روی قطعات تک رشته َانتهای 3

PCR آنزیم یاوزر مخلاوطی از آنازیم اوراسایل     . کندحذف می

DNA  گلیکااولاز و اناادونوکلئازVIII  باااکتریE. coli اساات 

(Jiang et al., 1997; Lindahl et al., 1977.)    ایان دو آنازیم

ای دارای یاک داکسای   یک شکاف در الیگونوکلئوتید دو رشته

باا ایان   . کنناد ایجاد مای اوریدین جفت شده با داکسی آدنین 

تار از  طویال  گردد کاه ایجاد می ایتک رشته هایدنباله عمل

تاک   .دنشومیهای برشی ایجاد نزیمآکه با هستند محصولاتی 

-چنین تک رشتههم و رشته ایجاد شده مکمل خودش نیست

 نسبت به همدیگر مکمال نیساتند   های دو طرفه قطعه نیزای

ای فاراهم  ناحیاه تاک رشاته    غیر اختصاصای تا شرایط اتصال 

 DNAنشان داده شاده اسات    َ طور که در شکلهمان .گردد

پوشاان در دو واکانش   ناوان دو قطعاه واساطه هام    عههدف ب

بارای   و آغاازگر راسات   P1غاازگر  آ. شاوند جداگانه تکثیر می

بارای  و آغاازگر چا     P2و آغاازگر  تکثیر قطعه سمت راست 

و  P1پوشان های همرآغازگ .قطعه سمت چ  نیاز استتکثیر 

P2 ی از توالی محلدر توانند میDNA  انتخاب شوند که ایجاد

نحاوی کاه تاوالی    باه  مورد نظر باشاد،  محل موتاسیون در آن

 های مخاالف از رشته P2و  P1دو آغازگر . مورد نظر تغییر یابد

DNA نوکلئوتیاد   51تا  6 درو  شوندموجب واکنش می هدف

هر آغاازگر همپوشاان دارای   . ندپوشاندیگر را میهم 1انتهای 3

-ط ناحیاه هام  سا است کاه تو داکسی اوریدین  یک نوکلئوتید

بارای ایجااد قطعاات     .احاطاه شاده اسات    َپوشان در طرف 3

نوکلئوتیاد   هشات سازگار با ناقل، آغازگرهای چ  و راست باا  

 وتیاد ئنوکل هشات ایان  . شاوند طراحی می 31 اضافی در انتهای

هاای ساازگار باا    ناقال هاای ایجااد شاده در    مشابه تک رشته

جاز  هب، (َشکل )هستند  pNEB206Aناقل یوزرفرندلی نظیر 

در تاوالی  ، َجای نوکلوتید داکسای تیماین انتهاای 3   هکه باین

. گازین شاده اسات   جاای  آغازگر نوکلئوتید داکسای اوراسایل  

نوکلئوتید مطابق با تاوالی اختصاصای   هشت پایین دست این 

DNA یاک آدناین باه رشاته در حاال      پلیمرازها  .هدف است

قطعات  .کنندساخت مخالف باز اوراسیل رشته الگو متصل می

در بازهای اوراسیل  با آنزیم یوزر PCRتکثیر یافته در واکنش 

ای تک رشته 3َانتهای خود  قطعاتی که در دو یابند وبرش می

و  pNEB206A  ناقال خطای شاده   . آیاد دسات مای  ه، بدارند

شاوند و مولکاول   متصل میبهم طور مستقیم به PCRقطعات 

قطعاات   َهاای 3 که دنبالاه طوریهب ،شودمیمورد نظر حاصل 

PCR  تک  3َاز داخل مکمل یکدیگر هستند و از خارج انتهای

-هب. های ناقل خطی هستندتک رشتهای قطعات مکمل رشته

نوکلئوتیدی بودن محل اتصال نیازی باه آنازیم    51تا  6دلیل 

لیگاز نیست و واکنش اتصال و تولید محصول زیااد نوترکیاب   

و  بیتینیات ) شاود مای تضمین شده و با کارایی باالایی انجاام   

 (.112 همکاران، 

سازی باه راحتای قابال تطبیاق باا      این روش همسانه

در این حالت تنها چیازی  . مختلف است DNAهای دستکاری

یابد طراحی آغازگرها است و بقیه مراحال بارای   که تغییر می

-با طراحی آغازگرهای هم. یکسان است DNAهای دستکاری

ای ماورد  که دارای موتاسایون نقطاه  طوریهب P2 و P1پوشان 

تااوان تااوالی هاادف را بااا ایجاااد ، ماای(5شااکل )نظاار باشااند 
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-چناین مای  هم. زمان کلون نمودبطور همای موتاسیون نقطه

که دو توان به توالی هدف بخشی را اضافه یا حذف نمود یا این

 (. 5شکل )پوشان را به هم متصل نمود قطعه غیر هم

 

 

 

خیم در آغازگرهای ضخطوط . ط با نو  پیکان آغازگرها هستندخطو ،روش یوزفرندلیبه DNAشکل شماتیک روش مهندسی  :َشکل 

p1 و p2 محصول  وPCR های د و مثلثنای اشاره دارهای نقطههای سیاه در آغازگرها به موتاسیونمثلث. پوشان هستندی همهاتوالی

  توالی اختصاصی. مشخ  شده است Uبا  اوریدیناکسی نوکلئوتید د .ندسته PCRسفید نتیجه موتاسیون در محصول 

GGAGACAU  در آغازگر چ  و توالیGGGAAAGU  در آغازگر راست برای سازگاری با توالی ناقلpNEB206A  اندشدهطراحی 

 (.112 و همکاران،  بیتینیت)

 

Figure 3: Schematic description of the USER friendly DNA Engineering method. Lines with the arrowheads symbolize 

PCR primers. Boldface lines within the P1 and P2 primers and PCR products symbolize complementary overlapping 

sequences. Black triangles refer to the point mismatches in the primers and white triangles refer to the resulting 

mutations in the PCR products. dU is indicated by ‘U’. The specific sequences GGAGACAU in the left primer and 

GGGAAAGU in the right primer are designed for their compatibility with the vector pNEB206A sequence (Bitinaite et 

al., 2007). 
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با  DNA هایدستکاری (.112 و همکاران،  بیتینیت) اندشدهمختلف طراحی DNA  هایبرای دستکاری PCRآغازگرهای  :5شکل 

توالی مورد نظر تغییر یافته با مثلث سیاه نشان داده شده است که در  :موتاسیون اختصاصی (A)  .شودمیکامل  َشکل  5 ات 5مراحل 

نشان داده شده است که در ناحیه  َنوع دیگر موتاسیون در شکل  .شودمیمعرفی  P2یا  P1پایین دست باز اوراسیل در داخل آغازگر 

حذف  (C) .اضافه شده است آغازگرهر دو  1توالی مورد نظر به انتهای 3 :وارد کردن توالی نوکلئوتیدی (B) .قرار دارد آغازگرپوشان دو هم

( محلی که با نقطه چین مشخ  شده است)درست از مجاور ناحیه حذفی  P2 و P1پوشان دو آغازگر ناحیه هم: توالی نوکلئوتیدی

یک آغازگر  1پوشانی، مکمل توالی انتهای 3همبرای ایجاد : هم کردن توالی سر (D)است   P2 مکمل آغازگر P1آغازگر  13انتهای . هستند

(P1)  آغازگر دیگر  13به انتهای(P2)   که برای اتصال دو قطعه  شودمیاضافهDNA قل ضروری استتمس. 

Figure 4: PCR primer design for various DNA manipulations. The indicated DNA manipulations are completed by 

performing steps 1–4 shown in Figure 3. (A) Site-specific mutagenesis. The desired sequence change, shown as a black 

triangle, is introduced downstream of dU into either of the overlapping primers P1 or P2. An alternative is shown in 

Figure 3 where sequence changes are introduced into the overlap sequence of both primers. (B) Nucleotide sequence 

insertion. The desired non-priming sequences are added to the 5’ ends of both primers (shown as angled lines). The 

overlapping sequence is created from the 5’ terminal 6–10 nucleotides of the insertion sequences (C) Nucleotide 

sequence deletion. The overlapping primers P1 and P2 prime distant locations precisely adjacent to the targeted deletion 

region (shown as a dotted line). To create the overlapping sequence, the 5’ end of one primer (P2) is supplemented by a 

non-priming sequence complementary to the 5’ end sequence of the other primer (P1). (D) Sequence assembly. A 

complimentary copy of the 5’ terminal sequence of one primer (P1) is added to the 50 terminus of the other primer (P2) 

to create the overlapping sequence necessary for joining two independent DNAs (Bitinaite et al., 2007). 

 
، Ventنظیار   DNAیاک از پلیمرازهاای طبیعای    هیچ

Deep- Vent  یاPfu بااز  توانند از آغازگرهاایی کاه دارای   نمی

 .Greagg et al) تولید کنناد  PCRهستند، محصول  اوراسیل

1999 and Lasken et al. 1996.)    ناحیاه این پلیمرازهاا یاک 
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 اداماه پلیمریزاسایون را بعاد از    دارندکاه  اوراسایل  بااز  اتصال

 Fogg et و  1999همکاران، گریجو ) یووریدین بلوکه می کند

al. 2002.)      در روش یوزرفرنادلی از پلیماراز تصاحین کنناده

PfuCx  که میزان اشتباه شودمیاستفادهPCR   آن بسیار ناادر

اسات   Pfuمشتق شاده از   DNAپلیمراز   PfuCxآنزیم . است

و  فااگ ) دست آماده اسات  هکاری ژنتیکی بکه از طریق دست

پلیماراز دیگاری کاه     PfuCxعلاوه بر آنزیم  (.2002همکاران، 

چاه   اگار . با یوزرفرندلی سازگار است، آنزیم تک پلیمراز است

-نزیم تک پلیمراز میزان اشتباه زیادی دارد، اماا در آزماایش  آ

هاا باا   ای و اتصاال ژن های متعددی از ایجاد موتاسیون نقطاه 

 .استفاده شده استروش یوزرفرندلی با موفقیت 

که با موفقیات در یاک    PCRترین تعداد قطعات بیش

کاارایی  . ، هفت قطعه بوده اسات اندشدهواکنش به هم متصل 

تا حاد زیاادی بساتگی باه یگاناه       PCRسرهم کردن قطعات 

در برخای  . ی نوکلئوتیدی در محال اتصاال دارد  هاتوالیبودن 

/ آدناین سته موارد انتخاب محل اتصال به دلیل محتوای ناخوا

قطعه  1که بیش از وقتی. هدف محدود است DNAدر تیمین 

PCR شوند، احتماال زیاادی وجاود   در یک واکنش سرهم می 

قطعاات   داشته باشند و تها به هم شباهدارد که محل اتصال

 .نادرست به هم متصل شوند

یوزرفرنادلی معرفای   های سازگار باا  یک سری از ناقل

هااای شااکاف دهنااده هااا از گااروهدر ایاان ناقاال .شااده اساات

اندونوکلئازی استفاده شده اسات کاه فقاط یاک رشاته از دو      

تاوالی اختصاصای   . دهندرشته را در محل اختصاصی برش می

-میها برای ایجاد محل ورود قطعه به ناقل استفاده این آنزیم

یاک تاوالی دو    باا اتصاال  ( 1شاکل  ) pNEB206Aناقل  .شود

حاصال   pNEB193ناقل  PmeI و PacIهای به سایت ایرشته

دهناده   شکاف  توالی اختصاصی آنزیم شده است در این ناقل

Nt.BbvCI هفت جفت باز   قرار دارد کهCC↓TGAGG  مای-

این آنزیم فقط یک شاکاف در تاک رشاته دارای تاوالی     باشد 

-تاوالی در توالی شناسایی این آنازیم  . کندشناسایی ایجاد می

 نزیمای در آهضام  . موجود نیست سازیهمسانههای ی ناقلها

ناقال را   XbaIو  Nt.BbvCIباا دو آنازیم     pNEB206Aناقال  

.نمایاادخطاای نمااوده و آماااده باارای واکاانش اتصااال ماای   

 

 

 

  XbaIتوالی شناسایی pNEB206Aناقل در  (A . (2007بنیتیت و همکاران، ) pNEB206A سازیهمسانهشکل شماتیک ناقل  :1شکل

و   XbaIیوزرفرندلی ناقل با دو آنزیم  سازیهمسانهبرای  B)  .های برش با فلش مشخ  شده استبا خط و محل Nt.BbvCIو 

Nt.BbvCI در دو طرف ایجاد شود َهای 3شوند تا ناقل خطی با تک رشتههضم آنزیمی می. 

Figure 5: Schematic representation of the pNEB206A cloning vector. (A) Within the cassette, XbaI and Nt.BbvCI 

recognition sequences are underlined;cleavage sites are shown by arrows. (B) For USER friendly cloning, pNEB206A 

is double-digested with XbaI and Nt.BbvCI  to produce linearized vector flanked by 3’ single-stranded extensions on 

both ends. 
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 بحث

فاسینس  انتقال ژن از طریق اگروباکتریوم تومه

(Agrobacterium tumefaciens) ثر در بسیاری از وروشی م

ها بین دو در این روش ژن. استو قارچی  های گیاهی گونه

. شوندهای دوتایی کلون میناقل T-DNAناحیه راست و چ  

گیر  ها وقت سازی آن ها معمولاً بزرگ بوده و همسانه این ناقل

و  های جدیدی برای رفع این مشکل ایجاد شدهتکنیک. است

وی پتانسیل زیادی برای فناوری گیت. در حال توسعه هستند

کریمی و . اهم نموده استتر فرسریع و ترهمسانه سازی راحت

های دوگانه سازگار با ای از ناقل مجموعه  (2002) همکاران

 .(2002و همکاران،  کریمی) اند وی تهیه کرده فناوری گیت

 pPZP200 (Hajdukiewicz etها از پلاسمید اولیه  این ناقل

al. 1994)  اند که پلاسمید کوچکی است و قادر  طراحی شده

و  کریمی) باشد و آگروباکتریوم میE. coli  به تکثیر در

ها، انتقال  به کارگیری این مجموعه از ناقل .(2002همکاران، 

 تر خواهد نمود و امکان استفاده از ژن به گیاهان را ساده

کارایی و سادگی کار . سازد وی چندگانه را نیز فراهم می گیت

 انتقالبا  (2010) یئی اصل و خدائمیرزابا این فناوری توسط 

و GUS  گر، ژن گزارشالقا شونده با اتانول برسه قطعه پیش

زمان طور همبه bp6211به طول تقریبی OCS  خاتمه دهنده

به ناقل دوگانه آگروباکتریومی  وی چندتایی واکنش گیت با

مرسوم با استفاده  هایدر مقایسه با روش .استشده بررسی 

دهنده لیگاز، بسیار های اتصال های برشی و آنزیماز آنزیم

های ورودی متعددی ناقل  .گیردمیتر انجام تر و سریع راحت

های مقصد چنین ناقلهم. با اهداف مختلف ارایه شده است

های ها در سیستممتنوعی برای آنالیز بیان و عملکرد ژن

بر برای های مقصد دارای پیشناقل. مختلف معرفی شده است

مزیت دیگر این فناوری ایجاد  .بیان ژن در میزبان هستند

توالی مورد نظر و  سازیهمسانهبا  .وی است کتابخانه گیت

را به هر سیستم بیانی با یک توان آنایجاد کلون ورودی می

 های برشی و لیگازنزیمآواکنش ساده و بدون استفاده از 

توان امکان  شده، میهای تهیه  با نگهداری ناقل منتقل نمود و

سازی فراهم  های همسانه ها را در سایر برنامه نآاستفاده از 

های متعددی استفاده از این در حال حاضر در مقاله. ساخت 

و  2009و همکاران،  اکبری) فناوری گزارش شده است

Borges et al., 2010 .)وی گرایش جدیدی در گیت فناوری

بیولوژی مولکولی است که مشکلات سازگاری، کارایی و 

ها این روش. بردمرسوم را از بین می سازیهمسانهمطابقت 

جایی آن از ناقلی به هبه ناقل و جاب DNAامکان انتقال قطعه 

 . سازدناقل دیگر را به راحتی فراهم می

-که هماین استفناوری یوزرفرندلی ترین مزیت مهم

-امکان DNA های مختلف دستکاری سازیهمسانهزمان با 

کارگیری هپوشانی بکارهای گسترش همیکی از راه .پذیر است

PCR دو قطعه . ایستدو مرحلهPCR پوشانی در هم واسطه با

شوند و سپس از طریق اتصال ی انتهایی تکثیر میهاتوالی

در . شوندیابند و تکثیر میپوشان گسترش میی همهاتوالی

تنها  ،فناوری یوزرفرندلی برای ایجاد موتاسیون در توالی هدف

با طراحی  .یابد طراحی آغازگرها استچیزی که تغییر می

ای مورد نظر دارای موتاسیون نقطه کهپوشان آغازگرهای هم

توان توالی هدف را با ایجاد موتاسیون می هستند با این کار

های روش(. 5شکل ) زمان کلون نمودطور همهای بنقطه

شده در این وی و یوزر فرندلی معرفی سازی گیتهمسانه

زمینه لازم را برای مطالعه ژنوم موجودات و  توانندمرور می

بتوانند  تافراهم ساخته  گرانپژوهشدستاوردهای بیشتر برای 

 .ها بپردازندبررسی عمل ژنتر به راحت
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Abstract 

The cloning of a DNA fragment into a plasmid vector is a procedure in recombinant DNA technology. The most 

common methods for cloning require the use of DNA ligase and restriction enzymes which are less efficient. Different 

Ligation-free  cloning methods have been developed in which of them, Gateway and USER friendly technologies  have 

been commercialized. Gateway technology is a rapid and efficient method of cloning base on bacteriophage lambda 

site-specific recombination system. The components of the lambda recombination system are modified to improve the 

efficiency of the system. Recombination occurs between site-specific attachments. In this technology, a target fragment 

is cloned into a entry vector. Transfer of DNA from entry vector to other vectors easily can be done without any 

restriction enzymes and ligase in one hour recombination reaction.  In the USER (uracil-specific excision reagent) 

Friendly Cloning, vector-specific PCR primers which contain one uracil per primer are designed and the target DNA is 

amplified with Taq DNA polymerase. The resulting PCR products are treated with the special enzyme to create unique 

3´ single-stranded extensions which can then anneal to the supplied linearized vector without ligation enzyme. By 

varying the design of the PCR primers, the protocol is easily adapted to perform DNA manipulations. In this review key 

aspects and advantages of these methods are discussed. 

 

Keywords: Gene cloning, Gateway Technology, USER Friendly Technology 
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