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 مقدمه

 تولید هدف با که است ژنتیک مهندسی و زیست فناوری در پایه روش های از یکی مولکولي کلونینگ فرایند•
 .می شود انجام باکتری ها مانند میزبان موجودات در نوترکیب مولکول های

 زنده سلول یک وارد ناقل یا وکتور یک کمک با و شده جداسازی  موجود یک ژنوم از ای تکه یا و ژن فرایند این طی
 یک از توان می کلونینگ فرایند با ساده بیان به .شود تکثیر آن از فراوان میزان به تا دیگرمیشود

 کلونینگ فرایند .شود می انجام E. coli باکتري در معمولا  که کرد تکثیر مشابه نسخه ها میلیون خاص  DNA مولکول
 ؟چیست DNA  توالی یک از متعدد نسخه های ساخت از هدفو کند می برآورده را اهدافی چه

  کارخانه یک به سلول حالت این در .شود تولید فراوان میزان به محصول یک ژن یک از که است آن دلیل اولین 1•
 .شود می تبدیل ما نظر مورد پروتئین کننده تولید

 دست به آن نوکلئوتیدی توالی  درباره اطلاعاتی و کنیم شناسایی را خاص ژن یک خواهیم می که است آن دوم دلیل2•
 .بیاوریم

 یا تغییردهیم را ژن یک DNA توالی که معنا این به .باشد می ژن یک ورزی دست سوم دلیل 3•
  .کنیم ترکیب یکدیگر با را متفاوت  DNA دوتوالی

 را یافته تغییر ژن بخواهند است ممکن اینکه برای باشد؟ محققان برای هدفی ژنی ورزی دست و تغییر این باید چرا•
 .آورند بوجود ژنتیکی تغییر زنده سلول ودر (ژنی ترانسفورماسیون) کنند جایگزین دیگر ارگانیسم یک های سلول در

 مورد ژن از کپی این اگر .است کافی  سلول یک ژنتیکی آرایش دائمی تغییر برای DNA مولکول از کپی یک تنها
 .دارد خود میزبان دادن تغییر برای ببشتری شانس شود وارد باکتري مثل سلولی تک جاندار ژنوم در نظر
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از  یاوکرد تهیه  از منبع مورد نظر با کمک آنزیم های محدودکننده درآزمایشگاه به صورت سنتزییا  میتوان  را کلون ها 

.شرکت های تأمین کننده سفارش داد  

این تکنیک کاربردهای مستقیمی در تحقیقات ژنتیکی دارد و به دانشمندان این امکان را می دهد که عملکرد ژن ها و 

 .دارد همچنین نقش حیاتی در پزشکی Recombinant DNA فناوری. بررسی کنند دقیق تعاملات پروتئینی را با جزئیات

 
مرحله از طریق شده  وحلقوی به نام پلاسمید   DNA مرحله لیگیشن واردکلونینگ، ژن هدف درفرایند در  در یک دید کلی

د تا ژن گردن میوادار شده و حامل پلاسمید انتخاب  باکتری هایرفته و مستعد نام ترانسفورماسیون به درون باکتریاي به 

 .کنند تولیدبخصوصی را پروتئینرا بیان کرده و 



 : ژن سازی کلون کاربردهای•

   انسانی نوترکیب انسولین تولید مانند. درماني هاي پروتئین و دارو ولیدت-

 .گردد می نتقلم  E. coli باکتری به و وارد پلاسمید داخل به انسانی انسولین ژن

 . پانکراس از استخراج به نیاز بدون انسانی انسولین انبوه تولید 

 .جهان سراسر در دیابتی بیمار میلیون ها درمان 

 رشد هورمون های تولید-

 .کودکان در هورمون کمبود از ناشی قد کوتاهی درمان. ایمن بصورت نوترکیب انسانی رشد هورمون تولید

 رنگ تولید عثبا نوترکیب باکتریدر که پروتئیني  GFP(Green Fluorescent Protein) گزارشگر ژن کردن کلون-

 .دارد کاربرد مولکولي تحقیقات گزارشگردر ژن بعنوان و شود مي سبز فلورسنت 

 .درمان های هدفمندترایجاد شناسایی بیماری های ژنتیکی و  ،ها  موتاسیونآنالیز ،بیماری هاشخیص ت-

 در این تکنیکباید  gRNA و Cas9 اجزای کریسپر مثل .کریسپر ي مانندابزارهایبا  ویرایش ژنیها و عملکرد ژن تحلیل-
 .در ناقل کلون شوند

برای پیشگیری از سرطان دهانه HPV  واکسن،  B واکسن هپاتیت. نوترکیب با انتي  ژن  وساخت واکسن ها تولید توسعه-
 .و زگیل تناسلي واکسن هاي بیماری زونا آنفولنزا رحم

 . بادی در سلول آنتیتولید های  سازی زنجیره کلون .بادی نوترکیب تولید آنتی-  
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 .شده اند کلون قارچ ها یا باکتری ها در لیپاز پروتئاز، آمیلاز، مثل آنزیم هایی ژن.آنزیم ها تولید-

  برای کلون شده ویروسی ناقل های از استفاده.پایه ای به صورت بیماری ها ژنتیکی اصلاح و ژن درمانی و بیومدیسن-

 .عضلانی آتروفی و ایمنی نقص هموفیلی، چون بیماری هایی در بیمار سلول های به سالم ژن رساندن

 تراریخته موش های تولید مانند..تراریخته کشاورزی محصولت و حیوانات تولید با نژادی اصلاح و ژنتیک مهندسی-

 به مقاوم پنبه و سویا ،آفات به مقاوم ذرت تولید.آلزایمر سرطان، دیابت، مثل انسانی بیماری های مدل سازی برای 
 .محیطی تنش های برابر در مقاوم تر و ارزان تر غذای تولیدو زیستی آسیب کاهش جهت در ها علف کش

 
 زیست در میزبان سلولهاي ترین رایج از کهCHO  یا HEK293 های سلول در آنها بیان و ویروسی ژن سازی کلون-

 .هستند نوین فناوري

 کلونینگ زیست فناوری، در که هستند پستانداران سلول های پرکاربردترین از نوع دو ،CHO و HEK سلول های

 و دارند را ها پروتئین مدت بلند بیان توانایي و  می روند کار به آنتی بادی ها و نوترکیب پروتئین تولید برای مولکولی،  

 .دارند کاربرد زیستي داروهاي تولید در
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  سلول های کلیه جنین انسان HEK (Human Embryonic Kidney cells)سلول •

 HEK293: پرکاربردترین خط سلولی

 :ویژگی ها•

 .مي باشد ا بازده بالاب  DNAوارد کردن  یا مناسب برای ترنسفکشن، کشترشد آسان در محیط  منشاء انسانی دارد•

 .می شود استفادهبرای تولید پروتئین های انسانی، گیرنده ها، آنزیم ها و آنتی بادی ها •

 .دارد کاربرد زیاد در تحقیقات پایه، ژن درمانی، تست دارویی و بیولوژی مولکولی•

 سلول تخمدان همستر چینی CHO (Chinese Hamster Ovary cells)سلول 

 :ویژگی ها•

 .دارد قدرت بالای بیان و ترشح پروتئین  مقاوم، رشد سریع، توانایی رشد در محیط فاقد سرم دارد حیوانيمنشاء •

 .(مثل انسولین، اریتروپویتین)مناسب برای تولید آنتی بادی ها، واکسن ها، هورمون ها •

 .مناسب برای داروهای تزریقی•

 .مي باشند زیستی و مطالعات رای تولید داروهاسازمان غذا دارو ایالت متحده آمریکا ب  FDAمورد تأیید هر دو نوع سلول 
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   کلونینگمراحل  کلیهخلاصه شده  

 (Selection of Target Gene or DNA Fragment) هدف DNA انتخاب ژن یا قطعه1

 .شود که قرار است کلون شود، انتخاب می DNA خاصی از  ابتدا ژن یا قطعه

 (Selection of Cloning Vector)  کلونینگ یا وکتور انتخاب ناقل 2

 مقاومت ژنهایی مانند مبدأ همانندسازی،  شود که دارای ویژگی انتخاب می یا وکتور عنوان ناقل یک پلاسمید مناسب به

 .خاص باشد گربرش آنزیم جایگاههای بامتناسب بیوتیک، و ناحیه  به آنتی 

 (Digestion with Restriction Enzymes)  محدودکننده  ربرشگرآنزیم با وکتورهدف و  DNA برش 3

 .گراد سانتیدرجه  ۳۷در دمای  های مکمل با سایت های محدودکننده مناسب ، با آنزیموکتورهدف و هم  DNA هم قطعه

  (Purification of DNA Fragments) خورده قطعات برش تخلیص 4

  .شود الکتروفورز شده و قطعه موردنظر بریده می ،روی ژل آگارز DNA پس از برش، قطعات

 .شود سازی می خالص DNA با استفاده از کیت تخلیص ژل، قطعه سپس

  (Ligation of Insert into Vector)   اتصال ژن هدف به ناقل 5

مي و بافر مخصوص، با نسبت مناسب مخلوط  DNA Ligase در حضور آنزیم Vector و Insert خورده قطعات برش
 .شوند
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 (( Competent cellsمستعد  باکتریایی آماده سازی سلول های6

 (Transformation into Host Cells)  ترانسفورمیشن به داخل سلول میزبان7

DNA  مي شوداضافه  مستعد های به سلول وترکیبن. 

 (Plating on Selective Medium)  بیوتیک ها روی محیط انتخابی حاوی آنتی کشت سلول 8

 .شوند میداده  کشت بیوتیک حاوی آنتی LB ها روی پلیت آگار سلول

 (Selection of Positive Colonies)  مثبتهای  انتخاب کلونی9

 .ارای پلاسمید نوترکیب هستندد اند هایی که رشد کرده کلونی

 (Confirmation of Cloning Accuracy) مختلف روشهای کلونینگ با  انجام تأیید صحت 10

 (Gene Expression and Product Purification)  بیان ژن و استخراج محصول11

 .گردد حاصل تخلیص میپروتئین و بیان القا شده ژن  

  (Storage of Positive Clones)  آیندههای  های مثبت برای استفاده نگهداری کلون 12

 .شوند مینگهداری مناسب  های تأیید شده در محیط کلونی
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 : گام به گام بصورت کلونینگ فرایند انجام مراحل•

 DNA Extraction:هدف ژنژنومی یا پلاسمیدی حاوی   DNAاستخراج 1•

 مواد و وسایل لزم•

 DNAمناسب جهت استخراج نمونه •

 DNAکیت مناسب استخراج •

 روش کار•

 اموختید،در جلسات گذشته بر اساس پروتوکل که انجام مراحل استخراج نمونه سلولی را لیز کرده و با •

  DNA  در بافر حل می شوداستخراج و هدف. 

DNA  برای  جهت تکثیر باید بدون آلودگی و با غلظت مناسبPCR  آماده شود. 
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 :PCRهدف  ژنتکثیر  2•

 مواد و وسایل لزم•

•DNA  یل هدف الگو 

 اختصاصی پرایمر•

•dNTP 

 PCRبافر •

 پلیمراز Taqآنزیم •

 ترموسایکلر•

 روش کار•

 با استفاده از پرایمرهایی که جایگاه آنزیم های برشی در دو انتهای آن ها قرار داده شده، ژن مورد نظر را طبق

 .تکثیر می کنیم  PCRدستورالعمل جلسه آموزشي   

 .موفق بوده است  PCRانجام باند مشخص در ژل آگارز تأیید می کند که در صورت لزوم وجود 
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 Digestion Enzymatic :هضم آنزیمی3•

 مواد و وسایل لزم•

 HindIIIو  EcoRIآنزیم های محدودکننده مثلاا •

 بافر هضم•

•DNA  پلاسمیدي مثلا هدف و وکتور .pUC19 پلاسمید pUC19  باکترییک وکتور کلونینگ رایج درE. coli   است
کارایی سلول های مستعد  برای ارزیابی که به طور گسترده ای در آزمایش های ترانسفورماسیون به عنوان کنترل مثبت

 .  استفاده می شود

 روش کار•

چسبنده  انتهایهضم می شوند تا طبق دستورالعمل جلسه آموزشي هضم آنزیمي هدف و وکتور با آنزیم ها   DNAهر دو 
 .و سپس محصول هضم آنزیمي طبق جلسه اموزشي الکتروفورز، آنالیزمي گردد.گرددایجاد 

.الکتروفورز تأیید می شود فرایندبرش موفق با مشاهده اندازه های مورد انتظار درایجاد   
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 : Ligation into Plasmid Vector اتصال به پلاسمید 4•

 .به پلاسمید با کمک آنزیم لیگاز هدف تصال قطعه ژنیا

 مواد و وسایل مورد نیاز•

 شده هضم DNA قطعه•

 شده وکتور هضم•

 DNA Ligase آنزیم•

 بافر لیگیشن•

 آب دي یونیزه•

 درجه ۲۵–۱۶یخ و انکوباتور •
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 روش کار•

DNA  هدف و وکتور را با آنزیم لیگاز و بافر مخلوط کنید. 

 . سه برابر باشدهدف   DNAقطعه یعنی  .انتخاب کنید ۳به  ۱ راهدف  DNAنسبت مولی مناسب بین پلاسمید و قطعه 

:بریزیدمیکروتیوب  بر اساس دستورالعمل در زیر ترتیبمواد را به    

.هدف، پلاسمید، بافر و آنزیم دی ان ای لیگاز دی ان ای   

.میکرولیتر با آب دی یونیزه برسانید ۱۰حجم نهایی را به    

پلاسمید نوترکیب  واکنش موفق منجر به تشکیلاین مرحله در .کنیدساعت انکوبه  ۴اتاق برای دمای مخلوط را در    

  .شد خواهد  
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 :Competent cells مستعد باکتریایی سلول های آماده سازی5•

 الکتریکي جریان کمک به DNA  انتقال Electroporation الکتروپوریشن روش•

   حد در) کوتاه بسیار الکتریکی پالس یک از استفاده با و دارد کاربرد مخمرها و باکتری ها در به ویژه روش این 

 .شود سلول وارد آن طریق از می تواند  DNAکه می شود  سلول غشای در موقتی منافذ ایجاد باعث (میلی ثانیه

 CaCl₂ کلسیم کلرید با شیمیایی روش•

   نزدیک غشا به بتواند  DNA تا می شوند DNA و سلولی غشای منفی بار خنثی سازی باعث کلسیم یون های 

 .می شود تسهیل سلول داخل به DNA  نفوذ حرارتی، شوک با سپس .شود

 .می شود استفاده شیمیایی روش از آزمایش این در

 نیاز مورد وسایل و مواد•

   رشد مرحله در E. Coli سلول های•

•CaCl₂ 100 mM 

 انجماد برای %15 گلیسیرول•
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 روش کار

 .شست وشو داده می شوند CaCl₂برداشت و با رشد سلول ها در فاز

 تا کنیددرجه انکوبه  ۳۷تازه منتقل کرده و در دمای  محیطدر ال بی را به  اکتریمحیط کشت بمیلی لیتر از  ۱۰۰

 .برسد ۰/۵به حدود  ۶۰۰در طول موج  محیط نوریغلظت  

.درجه سانتریفیوژ کنید ۴دقیقه در دمای  ۱۰دور به مدت  ۴۰۰۰سلول ها را در   

.میلی لیتر کلرید کلسیم سرد بشویید ۲۰رسوب را با   

 .میلی لیتر کلرید کلسیم معلق کنید ۱دوباره سانتریفیوژ و شستشو را تکرار کرده، سپس رسوب را در 

.نمایید نگهداریتا زمان استفاده  درجه  ۸۰سلول ها را در لوله های کوچک تقسیم کرده و در فریزر منفی   
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 : Transformation into Competent E. coli ترنسفورماسیون به باکتری6•

 .تا درون آن تکثیر و بیان گرددمستعد شده  های باکتریایی وارد کردن پلاسمید نوترکیب به داخل سلول

 مواد و وسایل مورد نیاز•

است که به بهبود رشد سلول ها پس از ترانسفورماسیون  ریکاوري باکتريکشت مغذي جهت محیط : SOCمحیط •
 .کمک می کند

 (مانند آمپی سیلین) آگار حاوی آنتی بیوتیکپلیت •

 (Competent cells) مستعد و آماده شده  E. coli های سلول•

 محصول لیگیشن•

 ، C°۴۲ یخ، آب گرم•

 روش کار•

 .میکرولیتر محصول لیگیشن روی یخ مخلوط کنید ۵میکرولیتر از سلول مستعد را با  ۵۰

  .قرار دهید درجه ۴۲ثانیه در دمای  ۹۰دقیقه روی یخ و سپس  ۳۰مخلوط را  
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.پلاسمید به داخل سلول مي شود حرارتی باعث ورودشوک   

.کشت اضافه کنید  میکرولیتر محیط ۹۰۰روی یخ بگذارید و  مخلوط را بلافاصله    

. نماییددرجه با لرزش ملایم انکوبه  ۳۷در دمای  تا یک ساعت دقیقه ۴۵به مدت    

مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  



 /Selection and Screening of Coloniesها گری کلونی انتخاب و غربال 7•
Blue-White Screening:   

-Xتجزیه با استفاده از  اند هایی که پلاسمید نوترکیب را دریافت کرده شناسایی کلونی
gal  توسط ژنlacZ 

 Multiple Cloning، ناحیه ای به نام pUC19در برخی وکتورها مانند : توضیح
Site (MCS)  درون ژنlacZα این ژن، بخشی از آنزیم . قرار داردβ-

galactosidase  ماده رنگی مصنوعی به نام مي تواند را کد می کند کهX-gal  که
  DNAاگر قطعه .تبدیل می کند يبه محصول آبی رنگتجزیه و را  شبیه لکتوز است

 آنزیم دیگر غیرفعال شده و  lacZژن  ه باشد،وارد شد  MCSدر محل  درست هدف
،کلونی سفید باقی نمي تواند رنگ آبي تولید کند و تولید نمی شود؛ بنابراین فوق

فعال مانده و    lacZشود، باکتري وارد قطعه هدفولی اگر پلاسمید بدون . می ماند
 .کلونی آبی خواهد بود

این . کد می شود  E. coliدر باکتری  lacZبتاگالکتوسیداز آنزیمی است که توسط ژن 
است و نقش آن تجزیه  lac operonآنزیم یکی از اجزای کلیدی سیستم اپرون لکتوز

 .قند لکتوز به قندهای ساده تر یعنی گلوکز و گالکتوز است

 .می شودستفاده ا lacZ ژنبه طور ویژه در تست های غربال گری  : X-galعملکرد•

-Xوجود داشته باشد،است  lacZمحصول ژن که زمانی که آنزیم بتاگالکتوزیداز •
gal  مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه .می کند و رنگ آبي تولید تجزیه  



 مواد و وسایل مورد نیاز•

 X-gal و حاوی آنتی بیوتیک LB-agar  پلیت•

 باکتريجهت کشت لوپ استریل   •

 کارروش •

 .درجه به مدت یک شب ۳۷انکوباسیون در و بیوتیک شده روی پلیت حاوی آنتی  های ترنسفورم کشت سلول

 دریافترا  بیوتیک انتيچون ژن مقاومت به  .کنند میاند، رشد  کرده دریافترا  نوترکیب پلاسمید که باکتریهایی نهات
 .اندکرده 

 .مي باشند (فعال lacZ) هدف پلاسمید بدون درج ژن: کلونی آبیرشد •

 .مي باشند (غیرفعال lacZ) هدف درج موفق ژن: کلونی سفیدرشد •

  .انتخاب شوند بعديبیشتر هاي بررسیجهت  يپلاسمید DNAکلونی های سفید باید برای استخراج فقط 

 .آبی نشان دهنده عدم ورود قطعه هدف به وکتور هستند و نباید انتخاب شوند کلونی هایهمانطور که گفته شد 

   را   X-galبتاگالکتوسیداز فعال است و آنزیم ،باشد دست نخورده پلاسمیددر   lacZهنگامی که ژن و تاکید مي شود 

 شود، عملکرد آنزیم مختل شده و کلونی سفید   lacZاگر ژن هدف وارد ناحیه.تجزیه می کند و رنگ آبی ایجاد می شود

 .  است lacZ ژنمشاهده کلونی های سفید،نشانه ورود موفق قطعه به وکتور و اختلال در عملکرد . می شود

 . یک روش سریع و دقیق برای شناسایی موفقیت کلونینگ است  blue-white screeningروش  
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 : Plasmid Extractionپرپ میني روش به  سفید کلونی های از پلاسمید  استخراج8•

 کوچک  و سریع استخراج روش به و است،  Mini Plasmid Preparation معناي به Miniprep  مینی پرپ

 آوردن به دست و نهایی هاي بررسی جهت مرحله این .می شود گفته باکتریایی مثبت کلونی های از پلاسمید مقیاس  

  DNA  است سفید کلونی های یا شده ترانسفورم  باکتری های از خالص پلاسمیدی . 

 لزم وسایل و مواد•

 پلاسمید استخراج کیت•

 ایزوپروپانول •

 سانتریفیوژ•

 کار روش•

 .دنمی شو داده رسوب الکل باو میشود استخراج پلاسمید کیت، دستورالعمل طبق
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 Confirmation of Cloning Accuracy :تأیید موفقیت کلونینگ 9•

 روش کار•

 3گاهي بدلیل حساسیت و اهمیت کار لزم است هر .روش زیر میتوان صحت انجام کلونینگ را تایید کرد 3با یکي از 
 .روش انجام شود

•  PCR    وجود باند صحیح تأییدو بدنبال آن الکتروفورز جهت.   

 .شده با آنزیم های محدودکننده قطعه درج  وجود یا عدم وجود بررسی: هضم آنزیمی مجدد•

 .DNAتوالی یابی •

، یا قطعه مورد انتظار در هضم، یا تطابق توالی نشان دهنده موفقیت کلونینگ PCRوجود باند صحیح در :تفسیر•
 .است

 .استکافی   PCR→ اگر فقط بخواهید بررسی کنید ژن وارد شده یا نه؟ •

 .لزم استهضم آنزیمی → کجا و چگونه وارد شده؟  ژن اگر بخواهید بررسی کنید•

.بایستي انجام شودتوالی یابی → نیست؟  ژن توالی کلونینگ واگر بخواهید مطمئن شوید هیچ اشتباهی در  
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   Gene Expression and Product Purification:بیان ژن و استخراج محصول10•

 .گردد تخلیص میطي مراحل استخراج پروتئین استخراج و و پروتئین حاصل بیانالقا شده ژن •

   Storage of Positive Clones: های آینده های مثبت برای استفاده نگهداری کلون 11•

 جهت استفاده هاي بعدي گراد درجه سانتی -۸۰در دمای  ٪۲۰حاوی گلیسرول  LB های تأیید شده در محیط کلونی•

 .شوند نگهداری می  •
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 ترنسفکشنوترنسفورمیشن مقایسه دو فرایند 

 Transformation vs. Transfection 

 E. coliبه درون سلول های پروکاریوتی مانند ( معمولا پلاسمید)خارجی  DNAفرایندی است که طی آن ترنسفورمیشن 
 .وارد می شود

Transformation is the process of introducing foreign DNA (usually plasmids) into prokaryotic 
cells, especially Escherichia coli (E. coli). 

Introducing a plasmid carrying an antibiotic resistance gene into E. coli cells. 

Common Methods: 

Heat shock (CaCl₂ method) 

Electroporation 

Applications: 

Gene cloning 

Protein expression 

Plasmid amplification 

. 
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به درون سلول های یوکاریوتی مانند سلول های انسانی، RNA یا   DNAترنسفکشن به وارد کردن اسید نوکلئیک خارجی  
 .حیوانی یا گیاهی گفته می شود

Transfection refers to the introduction of foreign nucleic acids (DNA or RNA) into eukaryotic  

cells, such as human, animal, or plant cells. 

Transfecting HEK293 cells with a plasmid encoding GFP to study protein expression. 

Common Methods: 

Chemical methods (e.g., calcium phosphate, lipofection) 

Electroporation 

Viral vectors 

Applications: 

Gene expression studies 

siRNA or miRNA delivery 

CRISPR gene editing 

Recombinant protein production in mammalian cells 
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