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 مقدمه
 ؟انزیم محدودکننده چیست  

را شناسایی کرده و   DNAپروتئین هایی هستند که توالی های خاصی از  Restriction Enzymes محدودکنندهآنزیم های 

عمل ( فاژها)ویروسی   DNAاین آنزیم ها در باکتری ها به عنوان سیستم دفاعی در برابر . در آن نقاط برش ایجاد می کنند

 .استنقش بیولوژیکی آن ها مشارکت در دفاع سلولی  و می کنند

شناخته می شوند، نیز  Restriction Endonucleasesکه با نام اندونوکلئازهای محدودکننده  ي محدود کنندهآنزیم ها

آنزیم محدودکننده شناخته شده است  ۳۰۰۰بیش از تاکنون .طبیعی در بسیاری از گونه های باکتری ها وجود دارند به طور 

عدد از انها بصورت تجاری برای اصلاح  ۶۰۰که تعداد زیادی توالی نوکلئوتیدی مختلف را شناسایی می کنند و حدود 

DNA  آزمایشگاهها در دسترس می باشنددر. 

 .اساساً به یک روش کار می کنندهمگی ،زیاد آنزیم های محدود کننده تعدد با وجود  

این معنا که آنزیم یک توالی به . هستند  recognition siteآنزیم های محدود کننده دارای قسمتی به نام محل تشخیص  

DNA   توالی  با تماس درسپس . شناسایی می کندرا  DNA  دورو محل تشخیص آنزیم، آنزیم محدود کننده بهDNA 

 .می شود DNAاین کار باعث شکستگی رشته  و می پیچد

 .مي باشندنوکلئوتید  8الی  4مکان های شناسایی معمولاً کوتاه بوده و حاوی  
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 :عبارتند از محدودکنندهآنزیم های  مشترک ویژگی هایبنابراین 

 

 :خاص توالی های شناساییتخصص در 1.

  بیشتر یاجفت باز  8تا  4 بینمعمولاً  توالی این. می کند شناساییرا  DNAخاص از  توالی یک محدودکننده آنزیمهر 

 .طول دارد

  

 :DNAبرش در  ایجاد. 2

برش در  ایجادو باعث  می کندرا قطع  نوکلئوتیدها بین فسفودی استری پیوندهای، آنزیمهدف،  توالی شناساییاز  پس

 .می شود DNA قطعات
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 انواع آنزیم های محدود کننده

 :این آنزیم ها بر اساس نوع برش،محل برش و نیاز به کوفاکتورهای مختلف در سه گروه دسته بندی می شوند

 

انجام دورتر  bp 1000حدود  در فاصله ای دور از توالی شناسایی شدهبرش و DNAشناسایی توالی خاصی از   :  Iنوع 

 .باشندمي , SAM) )(Mg²⁺)آدنوزیل متیونین S-و  ATPنیازمند بعنوان کوفاکتور این آنزیم ها براي عملکرد . شودمي 

 در داخل یا نزدیک توالی شناسایی شدهبرش  .باشنددقیق ترین نوع برای مطالعات مولکولی می  این نوع آنزیم ها :IIنوع 

توالي با  8تا  4و حدود  دننیاز دار (⁺Mg²) براي عملکرد به یون منیزیومو فقط د نندار ATP به نیازی . شودانجام مي 

 .خصوصیات خاص را برش مي دهند
 EcoRI, HindIII, BamHI: مثال
و . انجام می شود دورتر bp 30تا  20حدود  در فاصله ای کوتاه از محل شناساییبرش  مشخصشناسایی توالی : IIIنوع 

 .مي باشند , SAM)) (Mg²⁺)آدنوزيل متيونين S-و  ATPنيازمنداين آنزيم ها براي عملکرد 
مي GTP,ATP نيازمندبراي عملکرد و . متيله شده را شناسايي و در اين محل برش انجام مي دهدتوالی فقط : vنوع 

 .باشند
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 آنزیم های محدود کنندهنامگذاری اصول  

از  که میکروارگانیسمیبر اساس منبع  کنندهمحدود  آنزیم هاینام 

به طور خاص، نام شامل . می گردد، انتخاب می شوندآن استخراج 

 ترتیب. است سویهدر آن  کشف ترتیبو  سویه، مخفف گونهجنس، 

 .می شودنشان داده  رومیعدد  یکبه عنوان  کشف

 :است زیر توضیحات دارای EcoRI آنزیمبه عنوان مثال، 

 

اشرشیا: جنس 

کلای: گونه 

R  سویه دهندهنشان RY13 است 

I  شده کشف کنندهمحدود  آنزیم اولین دهنده ینشان 

 .است سویه ایندر  
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 :آنزیم های محدودکننده عبارتند ازتوسط   DNAو برش  شناساییمراحل  

 :هدف توالی شناسایی .1

 .است (Palindromic) را تشخیص می دهد که معمولاً پالیندرومیک  DNA خاص از  توالی یک محدودکننده آنزیمهر 

 .هم باشد مکمل معکوس به صورت DNA توالی پالیندرومیک یعنی توالی ای که در دو رشته 

 :بصورت زیر تشخیص می دهدرا   GAATTCتوالی EcoRI آنزیم : مثال

GAATTC - 3' -5' 

3'- CTTAAG - 5' 

 .بخورندبرش  یکسانیهر دو رشته در نقطه  که می شودباعث  ساختار این
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 :DNAبه  آنزیماتصال . 2

 .می گرددخاص خود  توالی دنبالو به  می کند حرکت DNA روی محدودکننده آنزیم

 .می شودمتصل  DNA، به کرد پیدارا  توالی این وقتی

 

 :خاص جایگاهبرش در  ایجاد. 3

بین   Phosphodiester Bondsآنزیم در محل مشخصی از توالی هدف پیوندهای فسفودی استری 

 .نوکلئوتیدها را می شکند
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 محدودکنندهنحوه شناسایی و برش جایگاه توسط آنزیم های  
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  آنزیمشده توسط  ایجاد برش هایانواع  

 :کنندهمحدود  های

 

 :(  (Sticky Endsچسبندهبرش 

 کردهقطع  نامساویدو رشته را به طور  آنزیمنوع،  ایندر  

 با به راحتی می تواند که می کند تولید تک رشته ای انتهایو 

 .متصل شود مکملقطعات 

 EcoRIآنزیم : مثال
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 : (Blunt Ends )برش صاف 

را  DNAدر این نوع، آنزیم، دو رشته  

به طور مساوی قطع کرده و انتهای بدون 

 .چسبندگی ایجاد می کند

 HpaIآنزیم :مثال
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 هضم آنزيمی با آنزيم های محدودکننده تکنيک کاربردهای 

 

مانند حامل هایی وکتورها یا وارد کردن ژن ها به و   DNA بریدنبرای  :ژنتیک و کلونینگ ژنیمهندسی در  1.

 .پلاسمیدها استفاده می شود

  بررسی با می توانو  می شوند آنزیم هابرش  توالی تغییرباعث  جهش ها برخی :جهش های ژنتیکیتشخیص در 2.

 .کرد شناساییبرش، جهش را  الگوی

این آنزیم ها از   DNA رویمختلف  جایگاه های شناساییبرای (: DNA Mapping)از ژنوم نقشه برداری در 3.

 .ژنوم ها ساختار برای مطالعه آنالیز ژنومیو .استفاده می شود

در تجزیه و تحلیل تفاوت های ژنتیکی و  :CRISPRو   RFLPتکنیک های زیست شناسی مولکولی ماننددر4.

 .ویرایش ژنوم
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 بتاگلوبین ژندر  HpaI :  آنزیم عملکرداز  مثالی  

 

HpaI  توالی  GTTAAC  می کند ایجادو در وسط آن برش  شناساییرا: 

5' - GTT|AAC - 3' 

3' - CAA|TTG - 5’ 

 

 .می دهندرا برش  DNA، مشخصی توالیو بر اساس  می کنندمولکولی عمل  قیچیمثل  محدودکننده آنزیم های

  اینو  می دهندبرش  خاصی توالی هایرا در  DNA محدودکننده اندونوکلئاز آنزیم هایدر آن  کهاست  فرآیندیعمل  این

و   DNAتحلیلو  جداسازیژنتیک است و برای  مهندسیمولکولی و  زیست شناسیدر  کلیدی روش هایاز  یکی تکنیک

 .دارد گسترده ای کاربرد ژنتیکی تحلیل، و کلونینگژنتیک،  مهندسیخاص در  توالی هایبرش  در 
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 محدودکنندهمراحل انجام هضم آنزیمی با آنزیم های   

 .آنزیم باید توالی موردنظر را شناسایی کند: آنزیم محدودکننده مناسبانتخاب 1.

 

برای )بافر مناسب / مناسب  محدودکننده آنزیم( / ژنومی پلاسمیدیمعمولاً )هدف   DNA:شامل واکنش آماده سازی. ۲

 (.برای تنظیم حجم نهایی واکنش) DNase/RNase-Freeآب ( / آنزیم فعالیتحفظ 

 

 .می شودقرار داده  دقیقه ۶۰تا  ۱۵برای  سانتی گراددرجه  ۳۷ دمایمعمولاً در  واکنشمخلوط : انکوباسیون. ۳

 (.درجه سانتی گراد فعال است ۶۵در  TaqIمثلاً ) دارند متفاوتی بهینه دمای آنزیم ها برخی

 

 (.درجه سانتی گراد، بسته به آنزیم ۸۰یا  ۶۵)با گرما دادن : غیرفعال سازی آنزیم. ۴

 (.برخی آنزیم ها نیاز به غیرفعال سازی ندارند)یا با روش های شیمیایی 

 

 :بررسی نتایج هضم. ۵

 .برش خورده بررسی نتایج صورت میگیرد DNAبا انجام الکتروفورز ژل آگارز برای مشاهده قطعات 
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 آنزیمیانواع هضم   

 

 .می شود استفاده محدودکننده آنزیم یکفقط از : (Single Digestion)هضم منفرد . ۱

 

 .می شوند استفاده هم زمان به طور محدودکننده آنزیمدو (: (Double Digestion دوگانههضم . ۲

 .می شود استفاده DNAاز  خاصیقطعات  تهیهو  کلونینگبرای 

 

 سایت هایاز  برخیتا  می شودداده  کاهش انکوباسیونزمان  یا آنزیممقدار (: (Partial Digestion جزئیهضم . ۳

 .شوندبرش حفظ 

 .می رود کاربه  ژنومی نقشه برداریدر 
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 وسایل و مواد مورد نیاز

1 .DNA هدف: DNA قطعه  یا پلاسمیدی، ژنومیPCR  شده 

 آنزیمیواحد  ۱۰تا  ۵ میزانبه  :مناسب محدودکننده آنزیم. 2

 استفادهمورد  آنزیم بامتناسب  :10X)) آنزیمیبافر . 3

 واکنش نهاییحجم  تنظیمبرای  DNase/RNase-Freeآب . 4

 استریل میلی لیتری ۱.۵ یا ۰.۲ میکروتیوب. 5

 استریل سمپلر نوکو  P10، P20، P200، (P1000) سمپلر. 5

 دمایدر  انکوباسیونبرای  :)ترموبلاک یا (Water Bathحمام آب . 6

 سانتی گراددرجه  ۶۵ یا ۳۷
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 محتویات واکنش در ته لوله جمع آوریبرای : میکروتیوبسانتریفیوژ . 7

برای جلوگیری از : روی یخ میکروتیوبنگهداری  استندیا  یخی بلوک های. 8

 آماده سازیدر طول  آنزیم هاتخریب 

 (حرارت با آنزیم غیرفعال سازیبه  نیازدر صورت ) هیتر. 9

 DNAبرش  نتایج بررسیبرای  :الکتروفورزو بافر  آگارز ژل. 10

 (SYBR Safe یا بروماید اتیدیوم) DNA رنگ آمیزی. 11

 ژلدر  DNA برای مشاهده باندهای  :UV ترانس ایلومیناتور. 12
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 :همحدودکنندآنزیمی با آنزیم های هضم مراحل انجام  

 

 متناسبانتخاب آنزیم محدودکننده و   DNA توالی بررسی :مناسب آنزیمانتخاب 1.

 :استریل میکروتیوبدر  واکنش آماده سازی. 2

DNA  میکروگرم ۱نانوگرم تا  ۵۰۰: هدف 

 آنزیمیواحد  ۱۰تا  ۵: محدودکننده آنزیم

 (میکرولیتر ۲۰در حجم نهایی )میکرولیتر  ۲مقدار  :X10بافر 

 میکرولیتر ۵۰یا  ۲۰برای تنظیم حجم نهایی تا :  DNase/RNase-Freeآب 

 درجه سانتی گراد ۳۷دادن در دمای قرار :انکوباسیون واکنش. 3

 (بسته به آنزیم)دقیقه  ۶۰تا  ۱۵: مدت زمان 

 سانتی گراددرجه  ۶۵در صورت نیاز به دمای بالاتر تنظیم دما روی  
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 :غیرفعال سازی آنزیم. 4

 ۲۰تا  ۱۰درجه سانتی گراد به مدت  ۸۰یا  ۶۵: روش حرارتی

 دقیقه

استفاده از مواد مهارکننده (: در صورت نیاز)روش شیمیایی 

 آنزیم

استفاده از ژل آگارز  :بررسی نتایج با الکتروفورز ژل آگارز. 5

 ٪۲تا  ۱

 SYBR Safe یا بروماید اتیدیوم با رنگ آمیزی 

 ترانس ایلومیناتور UV بابرش  الگویمشاهده  
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 محدودکننده آنزیم های با آنزیمیهضم  نتایج تفسیرو  تحلیل   

 

 :آگارز ژل روی DNA باندهای الگوی بررسی. 1

بر  نتایج تحلیلو  بررسی نتایجشده ،  الکتروفورز آگارز ژل روی برش یافته، محصولات آنزیمیاز انجام هضم  پس

 :می شودانجام  زیراساس موارد 

 .است محدودکننده آنزیمتوسط  DNA کاملبرش  نشان دهنده مجزا و مشخص باندهایوجود 

  

بافر،  مشکلات، آنزیم فعالیتعدم )انجام نشده است  به درستیاحتمالاً هضم  :دست نخورده DNAباند مشابه  یکمشاهده 

 (.آنزیم پایینغلظت  یا

  

 :غیرمنتظره باندهایحضور 

 .باشد DNA تخریب یا ،DNA توالیدر  ناشناخته جایگاه های، وجود غیراختصاصیبرش  دلیلاست به  ممکن

  

 



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  

 :مارکر با مقایسه. 2

 .پیش بینی شده  در مارکر، مطابقت داشته باشند  (Cutter)مورد انتظار اندازه های با بایدحاصل از هضم  باندهای

 :شوند بررسی زیر دلایلاست  ممکن، نیستمطابق انتظار  باندها اندازه اگر

 انکوباسیون ناکافیزمان  یا آنزیم کمبودبه علت DNA   ناکاملبرش 

 (آنزیمدر  ناخالصی) دیگر آنزیم های فعالیت

 DNAمقاومت برخی جایگاه های برش در 

 :بررسی نیاز به هضم مجدد. 3

 :در صورتی که برش ناکامل باشد یا نتایج غیرمنتظره مشاهده شود، ممکن است لازم باشد

 .غلظت آنزیم افزایش داده شود

 .مدت زمان انکوباسیون طولانی تر شود

 .دمای انکوباسیون و شرایط واکنش مجدداً بررسی گردد
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 چیست؟  Star Activity: توجه
 

مانند تغییرات ) غیرمناسباشاره دارد که معمولاً به دلیل شرایط  محدودکنندهو ناخواسته یک آنزیم  غیرمنتظرهبه فعالیت 

pH، این شرایط می تواند منجر به برش های غیرقابل . می افتداتفاق  محدودکننده واکنش هایدر حین ( دما، یا غلظت نمک

 .می شودشود که باعث ایجاد قطعات اضافی و غیرطبیعی  DNA پیش بینی در 

 

 :  Star activity علت های

 .ممکن است در دماهای بالاتر از محدوده بهینه خود شروع به فعالیت غیرطبیعی کنند محدودکننده آنزیم های: دمای بالا. 1

2.pH تغییرات در : نامناسبpH  شود آن هاو افزایش فعالیت اشتباهی  آنزیم هاباعث تغییر ساختار  می تواندمحیط. 

 .بر فعالیت آنزیم اثر بگذارد می تواندغلظت زیاد یا کم نمک در بافر : بالا یا پایین نمک غلظت های. 3

 .غیرطبیعی منجر شود محدودکننده آنزیم هایبه فعال شدن  می تواند انکوباسیونطولانی شدن زمان : زمان طولانی. 4

 



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  

 :Star activityاثرات 

  

شود که به تغییرات  غیرهدف سایت هایممکن است باعث برش در  Star activity :  غیرمنتظرهبریدن نواحی 

 .می شودناخواسته در الگوی قطعات برش خورده منجر 

 restrictionیا  RFLPمانند  آزمایش هاییباعث تفسیر اشتباه نتایج  می توانداین فعالیت غیرعادی : نتایج نادرست

digestion شود. 

 :که می شودمعمولاً توصیه  Star activityبرای جلوگیری از  

 .و شیمیایی بهینه نگهداری شوند دماییدر شرایط  محدودکننده آنزیم های

 .درست استفاده شود غلظت هایمناسب و  بافرهایاز 

 .جلوگیری شود آنزیم هاتنظیم شود تا از فعال شدن ناخواسته  انکوباسیونزمان 

نتایج آزمایشات مولکولی را  می توانداست که  محدودکنندهآنزیم  غیرمنتظرهرفتار  نشان دهنده Star activityدر واقع، 

 .مختل کند

 



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  


