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  چکیده 
اي كربن، نيتروژن و   منابع تغذيهي هاي خارج سلولي و در نتيجه، تهيه ديرشحي خارج سلولي عموما در هيدروليز فسفوليپتهاي   فسفوليپاز:زمينه و هدف

ثر بوده و نقش تنظيمي براي فعاليت بيولوژيكي ؤسلولي در كنترل اعمال متابوليكي سلول م  درونفسفات براي سلول دخالت داشته ولي فسفوليپازهاي
ها اخيرا مورد   اين ميكروارگانيسمزايي بيماريها در  زا و مكانيسم اثر آن هاي مختلف بيماري ها در ميكروارگانيسم توليد فسفوليپاز. سلول برعهده دارند
  .رفته استگ اي قرار توجه بسيار گسترده

 PCRنظـر بـا تكنيـك       مـورد ي فوميگاتوس استخراج گرديده و متعاقب تكثير قطعـه   ژنومي کپک آسپرژيلوسDNA در اين پژوهش،     :بررسي روش
  سـلول ميزبـان   و سـپس بـه   پيونـد زده شـده    pGEMT-Easy vector اسـتخراج شـده بـه   ي ، قطعـه   ژنـومي ميكروارگانيـسم  DNAدژنراتيـو از  

(E.coli Top 10 F') جهت انجام مراحل بعدي براي شناسايي توالي ژن فسفوليپاز Dمنتقل گرديد .  
همـساني بـسيار بـالايي بـا تـوالي      دست آمـد کـه      نوکلئوتيد به55٠ کپک آسپرژيلوس فوميگاتوس به طول    pld1 ژن   يسكوانس نوكلئوتيد  :ها يافته

  .دهد يها را نشان م نوكلئوتيدهاي ژن مشابه در ساير ميكروارگانيسم
 ميكروارگانيسم؛ تعيين خصوصيات زايي بيماريان مشاركت بيان ژن در  با هدف تعيين ميزاعمدت ها مطالعات مربوط به تعيين سكوانس ژن :گيري نتيجه

 براي ريا بلوك واكسن، دارو ي بخشي، تهيه  مصونيتي ه شيوي هي اراجهتيزيولوژيك محصول ژن براي استنباط اطلاعات پايه فبيوشيميايي و عملكرد 
 شناسايي  به منظورDژن فسفوليپاز   بخشي ازو كلونينگ گيرد عنوان شاخص تشخيص عفونت صورت مي  ه استفاده از محصول ژن ب ومحصول ژن

   . خواهد بودثرؤ م به اهداف فوق براي رسيدنتوالي كامل نوكلئوتيدهاي اين ژن
  ، آسپرژيلوس فوميگاتوسDيپاز ، فسفول ، ميكروارگانيسمزايي بيماري:  ن كليدياگواژ

  

  
   مقدمه
باشـند   اليت استرازي مي  عهايي داراي ف   فسفوليپازها آنزيم       

شوند و با توجه به نوع       موجودات زنده يافت مي    ي  كه در همه  
ــيل  عف ــروه آس ــه دو گ ــود ب ــي خ ــت آنزيم ــدرولازها و  الي   هي

  

  
ل هيـدرولازها، شـام    سـيل ا. گردند آسترازها تقسيم مي   فسفودي

  ليزوفــــسفوليپازها بــــوده و    وBو A1، A2فــــسفوليپاز 
   D و فــسفوليپاز  Cســترازها شــامل فــسفوليپاز   ا فــسفودي

  

   دانشيار دانشگاه تبريز تخصصي بيولوژي ملكولي،ي اكترد *  
   دانشگاه منچسترلي، دانشيارملكوبيولوژي ي اكترد **
   دانشگاه منچستر، استادميكوزهاي ريويتخصصي  هاي عفوني و فوق بيماري يتخصصي ادكتر **
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هاي فراوان در فعاليـت      رغم امكان وجود تفاوت    عليباشند   مي
هـاي مختلـف، دو      هاي مختلـف در ميكروارگانيـسم      فسفوليپاز

. هــا شناسـايي شــده اســت  فعاليـت اصــلي بــراي ايـن آنــزيم  
سـلولي عمومـا در هيـدروليز         رشـحي خـارج   تهـاي    ليپازفسفو

اي   منابع تغذيـه   ي  سلولي و در نتيجه، تهيه     هاي خارج  فسفوليپد
ولي ) ١-٣(كربن، نيتروژن و فسفات براي سلول دخالت دارند 

سلولي عمومـا داراي فعاليـت كاتـاليتيكي         فسفوليپازهاي درون 
سـلولي   خارجرشحي تهاي  اندكي بوده و در قياس با فسفوليپاز 

ــي    ــد م ــاييني تولي ــسيار پ ــد ب ــد در ح ــسفوليپازهاي . گردن ف
ثر بـوده و  ؤسلولي در كنترل اعمال متـابوليكي سـلول م ـ        درون

نقش تنظيمي براي فعاليت بيولوژيكي سلول بر عهده دارنـد و         
 ايـن   ي  كننـده  هاي توليد  براي جلوگيري از سيتوليز خود سلول     

) 4(جانبـه قـرار دارد      كنتـرل چنـد    ها تحـت   ها فعاليت آن   آنزيم
هـا از نظـر دخالـت در توليـد تعـدادي از             چنين اين آنـزيم    هم

ــطه ــد دي  واسـ ــيميايي ماننـ ــاي بيوشـ ــيل هـ ــسريل،  آسـ گليـ
فـسفات مـورد توجـه       تـري  اسـيد و اينوزيتـول     ليزوفسفاتيديك

هـاي مختلـف     هـا در ميكروارگانيـسم     توليد فـسفوليپاز  . هستند
ــاري ــر آن  بيم ــسم اث ــا در  زا و مكاني ــاريبه ــي يم  ايــن زاي

ــسم ــسترده   ميكروارگاني ــسيار گ ــه ب ــورد توج ــرا م ــا اخي   اي  ه
  سـه اسـترين    بيـست و زايي  بيماري ي  مقايسه. گرفته است  قرار

) Cryptococcus neoformans( نئوفرمنس كريپتوكوكوس
 ي  به عنوان مرگبـارترين ميكـوز در مبتلايـان بـه ايـدز رابطـه              

 ايـــن زايـــي ريبيمـــادار بـــين توليـــد فـــسفوليپاز و  معنـــي
). 5، 6( ان دادگانيـسم را در بيـست و دو اسـترين نــش   ميكروار

 فــسفوليپاز  يهــا نمــودن ژن   چنــين متعاقــب كلــون   هــم
 و توليــد  )C. neoformans( كريپتوكوكــوس نئــوفرمنس 

 استرين اوليه زايي بيماري ي  هاي فاقد اين ژن و مقايسه      موتانت
ــي ــاوت معنـ ــت تفـ ــابين آن و موتانـ ــزارش داري مـ ــا گـ    هـ

هـا و ارتبـاط آن بـا         قـدرت توليـد فـسفوليپاز     ). ٧(شده است   
ــاري ــي بيمـ ــاريزايـ ــارچ بيمـ ــانسزاي   قـ ــدا آلبيكـ   كانديـ

)Candida albicans(   ي  يـازده نمونـه  ي  نيـز در مقايـسه   

خون بيماران مبتلا به كانديديازيس سيـستميك بـا        شده از  جدا
سـالم   دهان افراد    ي   كومنسال جدا شده از حفره     ي  يازده نمونه 

 مشابهي نيز ي و نتيجه) ٨( است هگرفت ييد قرارأداوطلب مورد ت  
 ـ      ). ٩(دسـت آمـده اسـت      هدر پژوهش بر روي مدل حيواني ب

 ي   فـسفوليپاز در مرحلـه     يهـا  چنين بررسي ميزان بيـان ژن      هم
 در حـالات بـاليني مختلـف در         كانديدا آلبيكانس زايي   عفونت
 يها ميزان بيان ژناست كه   هاي مختلف نيز نشان داده  پژوهش

 بـه  زايـي ايـن ميكروارگانيـسم     عفونـت ي لهفسفوليپاز در مرح  
 ـ ايـن ياف .)١٠-١4(يابـد   شدت افزايش مي    ـ    هت   ههـا بـا نتـايج ب

ها   باكتريزايي بيماريها در  آمده در مورد نقش فسفوليپاز     دست
ها با افـزايش قـدرت       كه فسفوليپاز  صورت    ينا   هبمشابه است   

بـان  زهاي بافت مي   هاي مختلف به سلول    يسماتصال ميكروارگان 
 شـوند   مـي  زايي  بيماريافزايش  باعث  و ورود به درون سلول،      

ن ين محقق ـيشي پيها افتهيبا توجه به مطالب فوق و       ).١5-١٧(
 مـشابه،   يهـا   قـارچ  زايي  بيماريدر مورد نقش فسفوليپازها در      

ــگ و تعيکلون ــين ــوالي ــشين ت ــسفوليپاز   ازي بخ  در Dژن ف
شناسايي توالي كامل نوكلئوتيدهاي اين      اول و سپس     ي  مرحله

   . مدنظر قرارگرفتي بعديلي براي انجام مطالعات تکمژن
  

  یبررسروش 
     DNA   آسپرژيلوس فوميگاتوس زاي    ژنومي قارچ بيماري 

)Aspergillus fumigatus(  هاي حاصل از كـشت   كلنياز
ص يتـشخ  (خلط يك بيمار مبتلا به آسپرژيلوس ريوي مهاجم       

م و کـشت   يش مـستق  ي مثبت انجام آزما   ي  جهيمار با نت  ي ب يابتلا
ط کشت سابرودز دکـستروز  ي از محي خلط در سه سر  ي  نمونه
 و  ، با استفاده از روش پايه ريدر      )دشکل انجام   يکلرامفن+  آگار

ــا انــدكي اصــلاح) ١٨ (، )and Brode  Reader (بــرود  ب
ر نيتـروژن   براي اين منظور عناصر قـارچي د      . استخراج گرديد 

ي  درجـه  65 دقيقه در حرارت ٢٠مدت   همايع آسياب شده و ب 
 مخلـوط  DNAبا حجم مساوي از بافر اسـتخراج     گراد    سانتي

الكـل   شده و سپس با افزودن مـساوي از كلروفـرم و ايزوميـل     
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.  دقيقه در ميان يـخ قـرار داده شـد          ٣٠به مدت   ) ٢4:١نسبت  (
  و در حـرارت    ١٢٠٠٠ xg دقيقه در    ٣٠مخلوط فوق به مدت     

 ي  بالايي بـه لولـه  ي سانتريفوژ شده، لايهگراد  سانتي ي    درجه 4
ــساوي       ــم م ــتفاده از حج ــا اس ــل و ب ــد منتق ــتريل جدي اس

 ـ   ، xg4٠٠٠مـدت ده دقيقــه در    هايزوپروپـانول و سـانتريفوژ ب
DNA     ـ  در نهايـت   ژنومي رسوب داده شـد و   هبـا شستـشو ب

 در  DNA و حـل نمـودن رسـوب         درصد ٧٠ اتانول   ي  وسيله 
ddH2O و افزودن RNAase A ژنتيكـي حاصـله   ي ، مـاده 

  . شدنگهداري گراد  ي سانتي درجه -٢٠براي مصارف آتي در
PCR دژنراتيو:   

 در  pld نوكلئوتيـدي محفـوظ بـراي ژن         يتـوال با اسـتفاده از     
ــانس ــدا آلبيكـــ ــوفرمنسيکر ،كانديـــ ــوس نئـــ   پتوکوکـــ

)neoformanse. C(، ساكارومايـــــــسس سرويـــــــسيه 
)Saccharomyces cereviciae(  و پنسيليوم كرايزوژنـوم 
)Penicillium chrysogenum(ــاي   ، پرايمرهـــــــــــ

(GCY GTI TCI  TCR TAR ACY TCC AT) DBF   
  

بـراي   DBP  (CRI ACI GTR CCT TGY ACY CC)و
   bp٨5٠ تخمينــــي بـــه طــــول  ي تكثيـــر يــــك قطعـــه  

  نظــر بــا تكنيــك     مــورد ي تكثيــر قطعــه  . طراحــي شــد 
PCRــو ــDNAاز   دژنراتيـ ــسم ژنـ ــا ومي ميكروارگانيـ   هـ

ــا  ــايكلر بـ ــرايط  در ترموسـ ــه در٣شـ ــه٩4  دقيقـ   ي   درجـ
ي   درجــه٩4 بــراي يــك ســيكل، يــك دقيقــه درگــراد ســانتي

  ي  درجـــــه 4٨در  يـــــك دقيقـــــه  گـــــراد ســـــانتي
ــانتي ــراد سـ ــه در ٩٠و  گـ ــانتي ي درجـــه ٧٢ ثانيـ ــراد  سـ   گـ
ــراي  ــيكل و ٢٩ب ــتدر  س ــك نهاي ــه در ي ــه ٩4 دقيق ي  درج
ــانتي ــراد س ــك دقگ ــه در، ي ــه 4٨يق ــانتي درج ــراد ي س   و  گ

  بــراي يــك   گــراد ي ســانتي  درجــه ٧٢ هفــت دقيقــه در 
 PCRســـيكل بـــا موفقيـــت انجـــام گرديـــد و محـــصول 

  تهيـــــه شـــــده بـــــا    در ژل آگـــــارز الكتروفـــــورز 
ــا اســتفاده از اتيــديوم برومايــد رنــگTBEبــافر    آميــزي   و ب

  .تصويرتهيه گرديد هاي حاصله و آناليز شد و از باند

   :DNAجي سن كميت
 استخراج شده از ميكروارگانيـسم     ژنومي   DNAسنجي   كميت

 ي  مقايـسه -١ :موردنظر و شاهد مثبت با استفاده از دو تكنيك       
آميـزي شـده بـا اتيـديوم برومايـد در ژل           رنگ DNAغلظت  

 شــاخص DNA( اســتاندارد DNAالكتروفــورز بــا غلظــت 
GIBCO BRL, 1kb(ــت-٢  و ــنجي   غلظ  در DNAس

در ) OD ٢6٠( جـذب نـوري    ه با اسـتفاده از    محلول تهيه شد  
 ي اسپكتروفتومتر انجام گرفت كـه در تكنيـك اول بـا مقايـسه      

 دژنراتيو بـا    PCRشدت رنگ و ميزان وضوح باند حاصل از         
 موجـود در بانـد     DNA شاخص، ميـزان     DNAشدت رنگ   

شود و در تكنيك دوم، ميـزان    تخمين زده مي PCRحاصل از   
 ي وسـيله  هدر طول موج معين ب  ترجذب نوري در اسپكتروفتوم   

 DNA ميزان   ي   داراي رقت مشخص، محاسبه    DNAمحلول  
  ).  ١٨(سازد  پذير مي  را امكانPCRدر باند حاصل از 

   :كلونينگ و تعيين سكوانس
ــافي   ــدار ك ــر5٠(مق ــصول  ) ميكروليت ژل  درPCR از مح

 آناليز شده و پس از بـرش  TAEالكتروفورز تهيه شده با بافر     
 حاصـله از ژل اسـتخراج و        ي  قطعه وردنظر از روي ژل،   باند م 

ــلت ــدخ    .)QIAquick gel extraction kit (يص گردي
 pGEMT-Easy vectorاستخراج شده به جفت باز  ٨5٠ باند

 )'E.coli Top 10 F (سلول ميزبـان  و سپس به پيوند زده شد
سـفيد در محـيط     _ هاي آبـي     غربالگري كلني . دشترانسفورم  

ــو _ 5_حــاوي  )LB )Luria-Burtani كــشت  _ 4 _بروم
 (X-gal) گالاكتوپيرانوزيد _ دي _ بتا  _ ايندول   _ ٣ _كلرو  

ــل  ــا _و ايزوپروپي ــد _ دي _ بت  (IPTG) تيوگالاتوپيرانوزي
حـاوي  )  كلنـي  ١٢ تا 6(انجام شده و پس از انتخاب تعدادي        

 مـايع   LBهاي حاصله در محيط وكتور ترانسفورم شده، كلني
 PCR ي  ه و متعاقب آن با وكتور حاوي قطعـه        كشت داده شد  

 مـايع بـا   LBهـاي   تـك محـيط   هاي تك   باكتري ي  از مجموعه 
  . انجــام ليــز ســلولي و مراحــل بعــدي آن جــدا گرديــد      

ــهPCR ي بــرش قطعــه ــرش  محــلي  از ناحي   هــاي متعــدد ب
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)MCS] Multiple Cloning Site [(  وكتور با اسـتفاده از 
ــدودالاثر   ــدونوكلئاز محـ ــام گرديـــده و  Eco RIانـ    انجـ

 گـراد   ي سـانتي    درجه ٣٧ثير دو ساعته آنزيم فوق در       أپس از ت  
بر روي وكتور، محصول حاصله در ژل آگـاروز حـاوي بـافر             

TAE  ــورد ــد م ــشته و بان ــاليز گ ــرش از ژل     آن ــا ب ــر ب   نظ
ــه تخ   ــوط ب ــل مرب ــام مراح ــو انج ــهل    ازDNA ي يص قطع

ــ ــ  هژل، ب    يهــا کــه در بانــددســت آمــد   هصــورت خــالص ب
ــله،  ــدهاحاص ــدها٨ و 4 ،٣ يبان ــامطلوب و ســا ي بان   ر ي ن

ن مطالعه با توجـه بـه       ي مطلوب از نظر هدف ا     يباندها، باندها 
 ـ دژنراتPCR حاصـله از   جفت باز٨5٠  باندي اندازه  ـو اولي ه ي
براي انجام مراحـل مربـوط بـه تعيـين سـكوانس بانـد             . بودند

 رهاي و پرايمM13 مجدد با استفاده از پلاسميد PCRهدف، 
MBR و MBF (Amersham Pharmacia.uk) در ترموسايكلر 

مدت چهار دقيقه بـراي       هب گراد  ي سانتي   درجه ٩6و با شرايط    
   ثانيــه،٣٠مــدت  بــه گــراد ي ســانتي درجــه ٩6يــك ســيكل، 

ــراد ي ســانتي درجــه 5٠ ــدت  گ ــه م ــه،١5ب ي  درجــه 6٠  ثاني
ــانتي ــراد س ــراي      گ ــه ب ــار دقيق ــدت چه ــه م ــيكل ٢5ب    س

يد و تعيين تـوالي نوكلئوتيـدها در محـصول نهـايي          انجام گرد 
PCR بــا اســتفاده از تكنيــك ABI د و شــ اتوماتيــك انجــام

 بـه   اتوسگ ـ آسـپرژيلوس فومي   pld1 ژن اي از  سكوانس قطعه 
  ييــد صــحت أبــراي ت .دســت آمــد  هبــ بــاز   جفــت ٨5٠طــول

ــل از  ــصول حاصـ ــين  PCRمحـ ــب تعيـ ــو، متعاقـ    دژنراتيـ
  ، تعيــين همــساني  دســت آمــده   هســكوانس بانــدهاي بـ ـ 

ــشابهت   ــزان مـ ــكوانس و ميـ ــدسـ ــاي ژن  ينوكلئوتيـ   هـ
pld1   ر يو ســا كانديـدا آلبيكـانس  ، آسـپرژيلوس فوميگـاتوس
سس ي ـزوساکرومايو ش  هيسيسس سرو يساکاروماها مانند    قارچ

ــه ــ پومبـ ــيله  هبـ ــالايي  ،BLAST X ي وسـ ــساني بـ   همـ
ا ه ـ در ساير ميكروارگانيسم با توالي نوكلئوتيدهاي ژن مشابه را 

ــشان  ــشان ن ــه ن ــده داد ك ــشي از  ي دهن ــر بخ ــق در تكثي   توفي
 PCRبـا   تـوس  آسـپرژيلوس فوميگـا   نظـر در  طول ژن مورد

  . باشد دژنراتيو مي

  :ساترن بلاتينگ
ــه   ــه ب ــا توج ــب ــژوهش در  ت ــه پ ــراي ادام ــورد ژن صميم ب   م

PLD ييـد  أ منظـور ت  و بـه اتوسگ ـآسپرژيلوس فومي   در ژنوم
ارگانيسم، بررسـي تعـداد      در ژنوم اين ميكرو    PLDوجود ژن   

 ي   مناسـب قطعـه    ي  چنين تخمين اندازه   كپي ژن در ژنوم و هم     
ــه  ــسينگ مرحل ــگ و سكواني ــراي كلونين ــومي ب ــدي، ي ژن   بع

DNAــومي ــ  ژن ــپرژيلوس فوميآس ــريالي از   اتوسگ ــا س   ب
ــامل  ــدودالاثر ش ــدونوكلئازهاي مح   ، I  Apa ،Brf Iان

Bji I،Kpn I ،Sal I ،Xba I  وXho I  ن  و سـاتر  هـضم
ــروب   ــتفاده از پ ــا اس ــگ ب ــشانDNAبلاتين ــا   ن ــده ب دار ش

 انجـام و قطعـات      )Digoxigenin [DIG] (جنين ديگوكسي
DNA    حـاوي تمـام يـا قــسمتي از ژن pld1   بـه ترتيـب بــه 

 در ٢/٢ و ٧/5، ٣، ١/١٠ ،١/6، ٢/١١، 6/٩ هـاي تخمينـي   طول
بلاتينـگ،   با توجه به نتايج ساترن. دششرايط بحراني شناسايي  

 در ژنـوم ميكروارگانيـسم     pld1وجود يك نـسخه از ژن       فقط  
  .ييد شدأت

  
  ها یافته
ــوالي       ــتفاده از ت ــا اس ــراي ژن  ب ــوظ ب ــدي محف  نوكلئوئي
pld،PCR   اي   دژنراتيو انجام گرديد كه منجر به تكثيـر قطعـه

   pld1ســپس ژن ). ١شــكل (شــد   نوكلئوتيــد۸۵۰ حــدود در
  ).٢شكل (  كلون گرديدPGEMT-Easy vectorوكتور  در

ــب و     ــور مناس ــه وكت ــر ب ــورد نظ ــد م ــال بان ــس از انتق   و پ
   متـــرادف MBF و MBRبـــا اســـتفاده از پرايمرهـــاي   

در مرحلـه بعـد   ). ٣شـكل  (  مشخص گرديد pld1 ژني قطعه
ــپرژيلوس pld1وجـــود ژن   در ژنـــوم ميكروارگانيـــسم آسـ

). 4شـكل  ( ييـد شـد  أفوميگاتوس توسط روش ساترن بلات ت  
 آسپرژيلوس فوميگـاتوس   pld1هاي    ژنسكوانس نوكلئوتيدي   

ــدهاي ژن   ــوالي نوكلئوتيـ ــا تـ ــالايي بـ ــسيار بـ ــساني بـ   همـ
كانديـدا آلبيكـانس،    هـايي ماننـد      مشابه را در ميكروارگانيـسم    

نـشان  پومبه و ساكارومايـسس سرويـسيه       شيزوساكرومايسس  
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 )Web (هاي اطلاعاتي ژنـوم در وب      جستجوي بانك . دهد مي
 حاصل را با pld1هاي  اني ژن همسBLAST Xبا استفاده از 

ــك و دو  ــسيهژن ليزوفـــسفوليپاز يـ ــسس سرويـ   ساكارومايـ
pld2و   pld1   درصـد و بـا ژن   ۳۴  تـا ۳۳بـه ميـزان حـداكثر 

ــسفوليپاژ  ــس )D )pldف ــهـشيزوساكروماي ــزان  س پومب ــه مي ب
هـا در سـطح      ميكروارگانيـسم   درصدرا بـراي سـاير     ۳۲حداقل

  .)۱ جدول( نوكلئيك نشان داد اسيد

  

  ها  ساير قارچpldهاي  فوميگاتوس با سكوانس ژن. آ1pld  afدرصد تطابق توالي ژن : ١ل جدو
 درصد همساني بندي رده جنس و گونه

 ٣4 همي اسکوميست PLD1  ساکارومايسس سرويسيه

 ٣٣ همي اسکوميست PLD2  ساکارومايسس سرويسيه

 ٣٣ همي اسکوميست كانديدا آلبيكانس

 ٣٢ ي اسکوميستهم شيزوساکرومايسس پومبه

  .باشد گر درصد مي  اعداد بيان*
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  : دژنراتيوPCRالكتروفورز محصولات : ١شكل 
  نيجـــر هـــاي آســـپرژيلوس  ژنـــومي قـــارچDNA دژنراتيـــو از PCRبانـــدهاي مربـــوط بـــه محـــصولات ) غيـــر از ســـتون ســـه (١-4هـــاي  ســـتون

)A. niger(، آسپرژيلوس فوميگاتوس )A. fumigatus (و كانديدا آلبيكانس) albicans. C(ستون سه مربوط به نمونه كنترل فاقد . دهد  را به ترتيب نشان مي
DNAي باند   اندازهي دهنده  اعداد سمت چپ نشان. ژنومي است)Kb (باشند مي.  
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   دژنراتيـو پـس از پيونـد بـه وكتـور     PCR بـا آنـزيم محـدودالاثر محـصولات       پـس از هـضم    . PGEMتصوير الكتروفورز باندهاي كلون شـده در        : ٢شكل  
pGEMT-Easy vector و كلون شدن در سلول ميزبان (E. coli Top 10 F') با آنزيم محدودالاثر Eco RI    هضم شـده و در ژل آگـاروز الكتروفـورز 

  . گرديد
  . دهد مي  نشانEco RIزده كلون را پس از هضم با آنزيم محدودالاثر  باندهاي مربوط به دوا١٢تا١ هاي ن ، باندهاي شاخص و ستو١٣ستون 

  
1 GCTGTTTCTTCGTAGACCTCCATATTCGACGCAAGAATGGAGACTCGATCAAGTGCTCAA 

61 GCACCGCGCTGAAGCTGGCGTTAAAATATATGTGATTGTTTACAAGGAGGTTCGTCGGCC 

121 ATATTGAACTGCGTTTAGTTGGTACAACTAACAAGATTCAGGTCAATCAAGCACTGACGT 

181 GCAACTCAGCGCATACGAAACACGCGCTCCACAGTCTCTGCCCCGAAGGAACTCCGGGTC 

241 ACGGAAACATCAAAGTTCTACGGCATCCGGATCACAATATTTTTGAAAATGCAGCAGATA 

301 TGACATTTTACTGGGTAAGTCCGTCGCAGATTGTAGTTATAGTCAGGGTTATGCTGACAT 

361 TATAGGCGCATCATGAAAAATTCATTGTCATTGACTACGCTGTCGCCTTCATTGGTGGTA 

421 TCGATTTATGTTTTGGTAGATGGGATGCTCACCAACACCCCCTGGCAGACGTTCATCCGG 

481 CCAACTTGAAGGACGAAATATTCCCAGGTCAAGATTGGAACAACAACCGTATTATGGATT 

541 TCCAGAGCGTTGCAGATTGGCAGTCAAATGAAGTAAGCAAAGCAGACTATGGTCGAATGC 

601 CATGGCATGATGTAGCGATGGGCTTGGTTGGTGATTGCGTCTATGATATCGCCGAGCATT 

661 TTGTTCTTCGATGGAACTTTGTCAAGCGAGATAAGTACAAGCGTGACCATGGCGTCGACT 

721 GGCTTTTGCTGGAGGGCCGCACCGGCGATGACGAAGATCTTGTCGGGGTACAACGTCCAA 

781 AGTATCCTTGTGGACAGTATATTCAACATCCTCTCAATCCGCTAGACACCAAGCCGCGAG 

       841 GGATGCAAGGCACTGTGCG 

 
1 LFLRRPPYSTQEWRLDQVLKHRAEAGVKIYVIVYKEVNQALTCNSAHTKHALHSLCPEGT 

61 PGHGNIKVLRHPDHNIFENAADMTFYWAHHEKFIVIDYAVAFIGGIDLCFGRWDAHQHPL 

121 ADVHPANLKDEIFPGQDWNNNRIMDFQSVADWQSNEVSKADYGRMPWHDVAMGLVGDCVY 

181 DIAEHFVLRWNFVKRDKYKRDHGVDWLLLEGRTGDDEDLVGVQRPKYPCGQYIQHPLNPL 

     241 DTKPRGMQGTV 

  ي پروتئيني آن فوميگاتوس و ترجمه.  آpld1توالي نوکلئوتيدي بخشي از ژن : ٣شکل 

3 

1 

4 
5 
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  . ژنومي آسپرژيلوس فوميگاتوسDNAساترن بلاتينگ : 4شكل 

A : الكتروفورزDNAهاي محدودالاثر  ژنومي آسپرژيلوس فوميگاتوس پس از هضم با آنزيمI  Apa ،Brf I ، Bji I ، Kpn I ، Sal I  ، Xba I و I Xho .   
الذكر نشان  فوميگاتوس را پس از هضم با آنزيم محدودالاثر فوق  ژنومي آسپرژيلوسDNA باندهاي مربوط به هضم ٧تا ١ هاي ، باندهاي شاخص و ستون ٨ستون

  .دهد مي
B :بلاتينگ  هاي حاصل از ساترن باندDNAاز پروب فوميگاتوس با استفاده   ژنومي آسپرژيلوسDNAجنين   نشاندار شده با ديگوكسي(DIG) Digoxigenin.  
  

   بحث
 همـساني بـين تـوالي نوكلئوتيـدهاي بخـشي از       ي  مقايسه     
ــپرژيلوس فوميگـــاتوس   pld1ژن ــا ژن مـــشابه در  آسـ  بـ

هـا   ر قـارچ  يو سـا   كانديدا آلبيكانس  مانند   ييها ميكروارگانيسم
 همـساني   ي  هننـشا  سسيسس و ساکاروما  يزوساکرومايشمانند  

 و pld1بسيار بالاي توالي اسيدهاي نوكلئيـك ايـن ژن بـا ژن          
 هـايي اسـت كـه    چنين ژن ليزوفسفوليپاز در ميكروارگانيسم   هم

ها شناسـايي    ها در آن ميكروارگانيسم    سكوانس ژنتيكي اين ژن   
هـاي   مطابق استانداردهاي محافـل علمـي و بانـك       . شده است 

دهاي نوكلئيك بين دو ژن  اطلاعات ژنومي، همساني توالي اسي    
ــاد درصــد25 در حــد ــشابهت زي و  )High Identity (، م

 ـ گـردد و    قرابت فيلوژنيـك تلقـي مـي       ي  نشانه يـن جهـت   ا  هب
آسپرژيلوس   LPL1 بخشي از ژن  درصد34همساني حداكثر 

 ،تـوس  آسـپرژيلوس فوميگـا    pld1بخـشي از ژن  بـا  آ اوريـزه 
ــشان ــد ن  ــ  قرابــتي هدهن ــاد ب ــسيار زي ــنفيلوژنيــك ب دو  ين اي

 م در ميـــراث ژنـــومي و انتقـــال كـــاملا   ميكروارگانيـــس
 ژني در طول مسير تكـاملي در بـين          ي   گنجينه ي    كارانه محافظه

 ) Aspergillus SP( آسـپرژيلوس هاي مختلف جـنس   گونه
 بـين ژن    درصـد  ٣٢كـه حـداقل همـساني        چنان  باشد هم  مي

PLD  ــري ــارچ مخم ــزوساکرومايش ق ــهي ــز از  سس پومب ني
 تواند دلالت بر اين زيادتر بوده و مي درصد ٢5د تشابه   استاندار

هـا، انتقـال      قارچ ي  هشته باشد كه در مسير تكاملي سلسل      امر دا 
هاي داراي نقـش اساسـي در سـاختار      ميراث ژني در مورد ژن    

نحــو بــسيار   ههــا، بــ حيــاتي و ژنتيكــي ايــن ميكروارگانيــسم
كـر ايـن نكتـه      جا ذ   در اين  .اي انجام گرفته است    كارانه محافظه

ــسفوليپازها   ــه ليزوف ــت ك ــسفوليپازهايLPLلازم اس  ،D و ف
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)PLD( ، داراي فعاليـــت آنزيماتيـــك مـــشابهي بـــوده و در
بنــدي درونــي انــواع فــسفوليپازها بــه دو گــروه       تقــسيم

الـذكر    هر دو آنزيم فـوق     استرازها فسفودي هيدرولازها و  آسيل
يــين مطالعــات مربــوط بــه تع. گيرنــد در گــروه اول قــرار مــي

هـا داراي نقـش      هايي كـه محـصولات نهـايي آن        سكوانس ژن 
 بـا  باشـند؛ عمـدتا   ها مي  ميكروارگانيسمزايي بيماريكليدي در  

ــشاركت  ــزان م ــين مي ــدف تعي ــان ژن در ه ــاري بي ــي بيم  زاي
 ـو استنباط اطلاعات پايه براي ارا   ميكروارگانيسم  ي ه شـيو ي هي

 ر بلـوك  ي  هيا تهي   واكسن، طراحي دارو   ي  بخشي، تهيه  مصونيت
عنـوان شـاخص      هبراي محصول ژن، استفاده از محصول ژن ب       

ــت و  ــشخيص عفون ــشگاهي ت ــي…آزماي ــرد  صــورت م   . گي
 زايـي   بيمـاري با توجه به شناسايي نقش مؤثر فـسفوليپازها در          

 )5-٧(  نئـوفرمنس  .ريپتوكوكـوس كنظيـر    هايي ميكروارگانيسم
 هــــا آســــپرژيلوس، انــــواع )٨-١٠(آلبيكــــانس انديـــدا ك
)Aspergillus SP ( )پاراكوكــــــــسيديوئيدس  )١١-١٢

، )١٩ ()Paracoccidioido brasiliansis( برازيلينــريس
   كلـــــستريديومانــــواع  ) ٢٠( فــــور فــــور   مالاســــزيا 

)Clostridium SP ( )ــواع، )١-٣و ٢١ ــيلوس انـــ   باســـ
)SP Bacillus( )١6 (ــواع ــودوموناسانــــــــ     ســــــــ
)SP Pseudomonas() ــواع، )٢٢-٢٣ ــا انــــ    ريكتزيــــ
 )SP Rickettsia ( )24( ،ــا ــستوليتيكا آنتامبــــ  ،)25(هيــــ

  هاي مقدماتي براي استفاده از اين آنزيم براي طراحـي       پژوهش
  

، تشخيص آزمايشگاهي عفونـت     )١٣،١٢و   ٢6(  دارو ي  و تهيه 
  انجام گرفته است و كلونينـگ      )٢١( واكسن   ي  تهيه ،)٢6-٢٨(

 و سپس شناسايي كامل توالي نوكلئوتيدهاي pld ژن بخشي از
 و در نهايت اشراف بر      هاي مختلف   در ميكروارگانيسم  ين ژن ا

 در جهت نيـل بـه       يگامساختمان پروتئين حاصل از بيان ژن،       
 ي تــوالي هيــن نوشــتار بــا ارايــکــه ا باشــد يمــاهــداف فــوق 

 گـاتوس يفوم سـپرژيلوس آ  درpld1 ژن  بخـشي از   يدينوکلئوت
 انجـام   ي و پـژوهش لازم بـرا      ير علم ـ ي در گشودن مـس    يسع

  ايـن  ينوكلئوتيدكامل  شناسايي توالي    مانند   يليات تکم مطالع
 ي بـرا RNAiا استفاده از ي در ساختار ژن و    جاد جهش ي، ا ژن
  .دارد قارچ ييزا يماريب رشد ون ژن در ي اثر اي ن نحوهييتع
  

   گیري نتیجه
 با هـدف  اعمدت ها مطالعات مربوط به تعيين سكوانس ژن       

 ميكروارگانيسم؛  زايي  بيماري تعيين ميزان مشاركت بيان ژن در     
ــرد    ــيميايي و عملك ــصوصيات بيوش ــين خ ــك فتعي يزيولوژي

 ي  ه شيو ي  هي ارا جهتمحصول ژن براي استنباط اطلاعات پايه       
 براي محصول ردارو و يا بلوك   واكسن، ي  بخشي، تهيه  مصونيت

ــ عنــوان شــاخص تــشخيص  ه ژن، اســتفاده از محــصول ژن ب
ــت و  ــرد صــورت مــي... عفون ژن   بخــشي ازنينــگو كلو گي
 شناسايي توالي كامل نوكلئوتيدهاي اين    به منظور  Dفسفوليپاز  

   . خواهد بود مؤثر به اهداف فوق براي رسيدنژن
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Background and Objective: Secretory extracellular Phospholipases are generally involved in hydrolysis of 

extracellular phospholipids and thus providing nutritive source of carbon, nitrogen, and phosphate. However, 

intracellular phospholipases perform metabolic functions and adjust biologic activities. Synthesis of 

phospholipases in different pathogenic microorganisms and their mode of action in virulence of the 

microorganism have been the center of attention in recent studies.  

Materials and Methods: During this study using degenerate primers based on homologous amino acid 

sequences of phospholipase D (PLD) search for detection of Aspergillus fumigatus was carried out. DNA 

extraction of A. fumigatus was performed and then using degenerate primers based on nucleotide sequences 

of Phospholipase D gene was degenerated. Predicted 850 bp product from A. fumigatus was cloned in 

pGEMT-Easy vector and then transformed into E. coli Top 10 F’ competent cell for extraction of cloned 

DNA fragment.  

Results: Sequence analysis of 850 bp fragments revealed a sequence for the PLD gene of A. fumigatus with a 

high homology to published PLD sequences in other microorganisms. 

Conclusion: Gene sequence studies are generally conducted to determine the participation of gene 

expression in pathogenecity of microorganisms, the evaluation of biochemical features and physiologic 

function of gene product for understanding the basic knowledge to provide immunity, production of  vaccine, 

drug, or blocker for gene product, utilizing the gene product, utilizing the gene product for infection 

detection and so on. Thus, cloning of a part of phospholipase D gene in order to full identification of 

nucleotides sequence of this gene could contribute to achieve those goals.  
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