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 چکیده

رای پیشبر دو ژن انتخاب ( با استفاده از آغازگرهای طراحی شده بPCRای پلیمراز )جهت ایجاد ماهی رنگی زینتی زبرا، واکنش زنجیره

( بود در ناحیه GFPکه خود حاوی ژن پروتئین فلوئورسنت سبز ) Tol2سازی این قطعات ژنی در وکتور همسانههای عضلاتی و شده در سلول

بوسیله واکنش  CKMBو  MYLZ2های جفت بازیِ ناحیه پیشبر ژن 2911و  2111. به ترتیب قطعات ( صورت گرفتORFخوانش باز )

( E. coliسازی شد و به باکتری اشریشیاکلی )همسانه SalIدارای جایگاه برشی آنزیم  Tol2ای پلیمراز تکثیر شده، در وکتور بیانی یرهزنج

با استفاده از آغازگرها مورد بررسی قرار گرفت و برای استخراج پلاسمید  colony PCRهای مثبت توسط انتقال یافت. همسانه Dh5αسویه 

بررسی شد و به کمک آغازگرهای عمومی تعیین توالی  SalIشد. پلاسمید نوترکیب استخراج شده توسط هضم آنزیمی  نوترکیب کشت

-همسانه Tol2در وکتور بیانی  CKMBو  MYLZ2های جفت بازیِ راه انداز ژن 2911و  2111گردیدند. در این مطالعه، به ترتیب قطعات 

یابی و هضم آنزیمی صورت گرفت. همچنین، پلاسمید نوترکیب کشت ای پلیمراز، توالیکنش زنجیرهوا سازی شدند که تایید آن با استفاده از

های تک سلولی تزریق شده )توسط پلاسمید نوترکیب و سازی گردید. جنینبه همراه یک رونوشت سنتتیک خالص داده شد و برای تزریق

های عضلانی در سلول GFPآزمایش شدند و مشخص شد که بیان  GFPرونوشت( به وسیله میکروسکوپ فلوئورسنس برای بررسی بیان 

( CKMBو  MYLZ2های عضلانی )پیشبرهای مختص سلولاز روی داده است. پلاسمیدهای نوترکیب شده با استفاده  0Fبرخی از نتاج نسل 

های بعدی ماهی توانند جهت تثبیت بیان در نسلبه صورت موقت بودند و از این رو می  0Fهای نسل در برخی از جنین GFPقادر به القاء بیان 

 استفاده شوند.

 نوترکیب، رونوشت Tol2سازی، ماهی زبرا تراریخت رنگی، وکتور همسانه  :کلیدیکلمات 
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 مقدمه

صنعت تولید ماهیان زینتی ایران، پتانسیل تولید 

ماهیان زینتی موجود در کشور )وارداتی و بومی( و 

های آن را جهت گونهبهبود طیف رنگی برخی از 

افزایش رشد اقتصادی این صنعت دارد )لشکری و 

های (. امروزه، افزودن برخی از رنگدانه0911همکاران، 

غذایی به جیره ماهیان توانسته تا حدی تغییراتی در رنگ 

 ,.Sefc et al؛ 0912ایجاد نماید )حسنی نیا و همکاران، 

پایداری (، اما فناوری بهتری جهت القاء و حفظ 2014

های زیست رنگ در ماهیان زینتی به کمک تکنیک

(. Tonelli et al., 2017فناوری بوجود آمده است )

سنگاپور به عنوان پیشگام این فناوری، سند این اختراع 

به ثبت رسانده است  GloFishرا در امریکا تحت عنوان 

(Davies, 2014 برای اولین بار انواع رنگی ماهی زبرا .)

-توسط فرآیندی زیست 2119و  2112ای در سال ه

 Wan et al., 2002; Gong etفناورآنه ایجاد گردیدند )

al., 2003های آکواریومی دیگری نیز (، اما اکنون گونه

اند. توسط این فناوری تغییر یافته و مهندسی زیستی شده

 Gymnocorymbusها عبارتند از تتراها )این گونه

ternetzi( بارب ،)Puntius tetrazona و کوسه )

 (Epalzeorhynchos frenatumکمان )رنگین

(Leggatt 2018; Barman et al., 2019 فرآیند .)

ن رنگی همان فناوری فناوری برای تولید ماهیا-زیست

باشد چرا که یک ژن خارجی به یک تراریختگی می

نماید. افته و پروتئین جدیدی را بیان میجنین انتقال ی

های ی رنگی از خانواده پروتئینهااین پروتئین

محیط  فلئورسنس بوده که غالبا از جانوران آبزیِ

شوند. به عنوان نمونه، پروتئین دریایی استخراج می

 Green Fluorescent Proteinفلوئورسنت سبز )

[GFP]های دریایی )ای از عروس( از گونهAequorea 

victoriaگردد. ( متعلق به شاخه کیسه تنان استخراج می

تاکنون تنها دو تاییدیه از سازمان غذا و داروی ایالات 

متحده امریکا برای ماهیان تراریخت صادر گردیده 

و  دیگری ماهی آزاد  GloFishاست؛ یکی از آنها 

AquaAdvantage باشد که گوشت بیشتری در می

 ,.Rasal et alنماید )تر تولید میدوره پرورش کوتاه

-ید ماهیان تراریخت رنگی، می(. گذشته از تول2016

گاه زیستی توان ماهیان تراریخت را به عنوان واکنش

های جدید در نظر داشت برای تولید پروتئین

(Murakami et al., 2019 در این مطالعه پیشبرهای .)

سازی در به منظور همسانه CKMBو  MYLZ2های ژن

وکتور حامل ژن پروتئین فلوئورسنت سبز انتخاب 

رو، اگر پلاسمید نوترکیب با ژنوم د. از اینگردیدن

ماهی زبرا ادغام گردد، پروتئین فلوئورسنت سبز در 

تواند بیان گردد. این رویداد در های عضلانی میسلول

با استفاده از میکروسکوپ فلوئورسنس قابل  0Fنسل 

 GFPباشد. اگر ماهیانی که از نظر وجود بررسی می

شوند، برخی از نتاج در  گیریمثبت هستند با هم جفت

شان نشان خواهند داد. رنگ سبز را در عضلات 1Fنسل 

سنجی انتقال و بنابراین، هدف از مطالعه حاضر امکان

القاء بیان ژن پروتئین سبز با استفاده از پیشبرهای دو ژن 

-های عضلاتی در ماهی زبرا میانتخاب شده در سلول

 باشد. 

 

 هامواد و روش
ژنی و طراحی  موردنظر راه اندازانتخاب نواحی 

های سازی راه انداز ژنآغازگر برای همسانه

MYLZ2  وCKMB 

در  CKMBو  MYLZ2های انداز ژننواحی راه

ماهی زبرا بر اساس سند اختراع ماهی زبرا رنگی 
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(US8378169B2 از پایگاه داده )Ensemble  استخراج

 دند. سازی انتخاب شگردیده و برای تکثیر و همسانه

این ناحیه شامل یک افزاینده برای بیان پروتئین به 

جفت باز بود که در بخش اینترون یک ژن  922طول 

CKMB  قرار داشت. پلاسمیدTol2  وDNA  الگو برای

از  Shahram Eisa-Beygiساخت رونوشت توسط 

 Medical College ofکالج پزشکی ویسکانسین )

Wisconsinو و جایگاه برشی ( تهیه گردید. توالی پیشر

انداز راهبه توالی هیبریداسیون از محل اولین باز توالی 

ماهی زبرا اضافه  CKMBو  MYLZ2های ژن

گردیدند. از آن جا که قطعات تنها از جایگاه برش 

سازی شدند به آغازگرهای رو به همسانه SalIآنزیم 

 1جلو و معکوس اضافه گردیدند. برای توالی پیشرو، 

نین به منظور جلوگیری از تشابه با هر گونه جفت باز آد

برش آنزیمی اضافه گردید. توالی آغازگرهای  جایگاه

 اند:رو به جلو و معکوس به ترتیب در زیر آمده

 رو به جلو: 
AAAAAAGTCGACGGATTCGCCACAGAG

GAATGAGC 
 معکوس: 

AAAAAAGTCGACGTCGAGACGGTATGT

GTGAAGTC 

یمراز برای ای پل؛ واکنش زنجیرهDNAاستخراج 

MYLZ2  وCKMB ؛ محصولاتPCR  و هضم

 Tol2پلاسمید 

DNA  گرم بافت باله ماهی با میلی 21کل از

، آلمان( و بر Roche) Rocheاستفاده از کیت تخلیص 

اساس دستورالعمل آن استخراج گردید. هر نمونه بافت 

با استفاده از نیتروژن مایع هموژنیزه گردید و سپس بافر 

اضافه گردیده و به مدت  Kت و پروتئیناز لیزکننده باف

انکوبه شدند. کمیت و  ºC22یک ساعت در دمای 

تخلیص شده به ترتیب با استفاده از  DNAکیفیت 

دستگاه اسپکتروفتومتر نانودراپ و الکتروفورز ژل 

با استفاده از  PCRتعیین گردید. واکنش  %0آگاروز 

 Platinum Pfx DNA Polymerase (Thermoآنزیم 

Fisher Scientific و  2111( از طریق تکثیر قطعات ژنی

میکرولیتر انجام  22جفت بازی در حجم  2911

پیکومول از هر  0/1شامل  PCRپذیرفت. هر واکنش 

واحد از آنزیم  dNTP ،22/1مولار میلی 0/1آغازگر، 

Platinum Pfx DNA Polymerase ،2/2  میکرولیتر

تا  01ولفات منیزیم و مولار سمیلی X01 PCR ،2/2بافر 

شامل  PCRماهی زبرا بود. برنامه  DNAنانوگرم  011

به مدت  ºC10سازی اولیه در دمای یک مرحله واسرشته

چرخه تکثیر که هر چرخه  92دقیقه، به دنبال آن  4

سازی، مرحله اتصال آغازگرها ثانیه واسرشته 91شامل 

یجی ثانیه که در آن دما محلول به طور تدر 91به مدت 

رسد، مرحله اولیه گسترش در دمای می ºC12 تا  22به 

ºC42  دقیقه برای قطعه ژنی  2و به مدتMYLZ2  و

و مرحله گسترش  CKMBدقیقه برای قطعه ژنی  2:91

 دقیقه بود.  01به مدت  ºC42نهایی در دمای 

با استفاده  Tol2و پلاسمید  PCRمحصولات 

ر قطعات جهت ایجاد انتهای چسبنده د SalIآنزیم 

هضم شدند. همه قطعات با استفاده از  PCRپلاسمید و 

الکتروفورز گردیده و قطعات بدون  %0ژل آگاروز 

 Qiagenتغییر  جدا شده و با استفاده از کیت تخلیص 

 سازی شد.  خالص

( و انتقال  Insertion or ligationاتصال )

(Transformation ؛ تخلیص و استخراج پلاسمید)

 in vitroنتز رونوشت به صورت نوترکیب؛ س

دقیقه و  11به مدت  ºC22فرآیند درج در دمای 

 T4 (Thermo Fisherلیگاز  DNAبا استفاده از آنزیم 
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Scientific انجام و تکمیل گردید. محصول فرآیند )

درج با اعمال شوک حرارتی به باکتری اشریشیاکلی 

(E. coli سویه )Dh5α تر به روش شیمیایی بهکه پیش 

( competent cellsسازی )های مستعد همسانهسلول

های نوترکیب تبدیل گشته بودند، انتقال یافتند. کلونی

سیلین غربال گردیده و حضور بیوتیک آمپیتوسط آنتی

 CKMBو  MYLZ2های انداز ژنپلاسمید واجد راه

یابی و هضم ، توالیcolony PCRهای توسط روش

 آنزیمی تصدیق گردید. 

رونویسی با استفاده از یک الگوی  محصول

 sp6 (sp6مراز فاژی انداز پلیپلاسمیدی حاوی راه

phage polymerase promoter ایجاد گردید. کیت )

mMessage mMachine SP6  برای ساختRNA  بر

اساس دستورالعمل سازنده مورد استفاده قرار گرفت 

(. کمیت محصول AM1340)شماره کاتالوگ: 

تفاده از اسپکتروفتومتر نانودراپ سنجیده رونویسی با اس

 شد و کیفیت آن بوسیله ژل آگاروز بررسی گردید. 

ریزی مولدین ماهی زبرا؛ تزریق نگهداری و تخم

 هاهمزمان ترکیبات مولکولی به جنین
های تعداد برابر مولدین نر و ماده در آکواریوم

نگهداری شدند. یک  آکواریوم( 2) مورد استفاده

 01ساعت روشنایی و  00ج خودکار چرخه سنزمان

نمود. ها اعمال میساعت تاریکی را برای آکواریوم

حفظ گردید )بر اساس کتاب  ºC24دمای آب حدود 

(. ماهیان توسط آرتمیا [Westerfield, 2000]ماهی زبرا 

، BioMar (BioMar Groupو غذای تولیدی شرکت 

 RNAو دانمارک( تغذیه گردیدند. پلاسمید نوترکیب 

های ماهی رسان ترانسپوزاز بطور همزمان به جنینپیام

زبرا در مرحله تک سلولی تزریق گردیدند. یک روز 

به منظور انتخاب  های تزریق شدهپس از لقاح جنین

انواعی که پروتئین فلوئورسنت سبز در آنها بیان شده 

است با استفاده از استریومیکروسکوپ فلوئورسنس 

گرفتند. در این مطالعه تنها تا سطح مورد بررسی قرار 

مورد بررسی قرار گرفت. غلظت مخلوط  0Fنسل 

نانوگرم بر  011سنتزشده  RNAپلاسمید نوترکیب و 

( و RNAو  DNAمیکرولیتر برای محلول کاری )

 (. Yuan and Sun, 2009فنول قرمز بود ) %12/1

 

 نتایج 

نانوگرم بر  221استخراج شده  DNAغلظت      

لیتر تعیین گردید و کیفیت آن بر اساس بررسی میکرو

 (. 0ژل آگاروز عالی محسوب گردید )شکل 

 

 
استخراج شده و بارگذاری شده بر روی ژل  DNA .0شکل 

 از بافت عضلانی دو ماهی زبرا %0آگاروز 

-که شامل قطعات تکثیرشده راه PCRمحصولات 

بودند بر روی ژل  CKMBو  MYLZ2های انداز ژن

( و مشخص 9و  2های بررسی شدند )شکلآگاروز 

جفت  2911و  2111گردید که آنها از لحاظ اندازه )

محصولات های هدف مطابقت داشتند. باز( با ژن

با شیب کاهشی دمایی در  PCRتکثیرشده توسط 

هایی با کیفیت یکسان ایجاد ، باندºC22تا  12محدود 

 نمود.
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ب کاهشی با شی PCRمحصولات تکثیرشده توسط  .2شکل 

. ºC22تا  12در محدود  MYLZ2انداز دمایی از قطعات راه

 در دماهای مختلف یکسان بود. PCRکیفیت تمامی محصولات 

 

 
با شیب کاهشی  PCRمحصولات تکثیرشده توسط  .9شکل 

. ºC22تا  12در محدود  CKMBانداز دمایی از قطعات راه

ر دماهای که متناظ 01تا  1در باندهای  PCRکیفیت محصولات 

 .باشند یکسان بودمی ºC24تا  12

 

( جهت Insertionبرخی از محصولات درج )

های صورت گرفته روی سنجش دقت و درستی واکنش

های ، پلیت2شکل (. 0 ژل آگاروز بررسی شدند )شکل

-سیلین و کلونیبیوتیک آمپیگری توسط آنتیغربال

انتخاب  colony PCRهایی که بطور تصادفی برای 

 colony PCR، 1دهد. شکل اند را نشان میهشد

کشد. ها را به تصویر میصورت گرفته بر روی کلونی

-ژن PCRهایی که واجد محصولات برخی از کلونی

بودند بر روی ژل آگاروز  CKMBو  MYLZ2های 

یابی باندهای پررنگی ایجاد نمودند. همچنین، توالی

پلاسمید نوترکیب با استفاده از آغازگرهای بالادست و 

(، صحت توالی و جهت آن را SP6و  T7دست )پایین

 (. 4تایید نمود )شکل 

 
( صورت گرفته بر Ligationمحصول مرحله اتصال ) .0شکل 

: MYLZ2مربوط به قطعه  PCRروی محصول هضم شده 

( و بدون 2و  0 پلاسمید هضم شده توسط آنزیم لیگاز )باندهای

( به منظور بررسی دقت و صحت واکنش 9آنزیم لیگاز )باند 

 .(ligationاتصال )

 
های باکتریایی کشت یافته بر روی آگار پس از کلونی.2شکل 

ها جهت بررسی وجود قطعات اتصال و انتقال؛ برخی از کلونی

آزاد  DNA( قرار گرفته و ºC011نوترکیب در حمام آب جوش )

استفاده گردیدند؛ بر اساس  colony PCRتکثیر توسط  شده برای

های واجد قطعات نوترکیب ، کلونیcolony PCRنتایج 

بعنوان یک آزمون پشتیبان  LBگذاری شد و آزمون آگار علامت

 .پلاسمید نوترکیب تدارک دیده شد miniprepبرای 
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ها بر روی ژل آگاروز برخی از کلونی colony PCR .1شکل 

های ترانسفورماسیون محصول لیگاسیون؛ برخی از کلونی بعد از

جفت بازی داشتند  2911و  2111های نوترکیب قطعاتی با طول

توسط  %0که این قطعات تکثیر گردیده و روی ژل آگاروز 

برای  LBگذاری شدند. تست پشتیبان آگار هایی علامتپیکان

miniprep .بکار گرفته شدند 

توسط  MYLZ2ی از قطعات یابی بخشتوالی .4شکل 

بر روی  miniprepبعد از انجام  SP6آغازگرهای عمومی 

 .پلاسمیدهای نوترکیب مثبت

 

نانوگرم بر  011غلظت محصول رونویسی 

میکرولیتر بود و کیفیت آن جهت تزریق مناسب 

محسوب گردید. القای تخمریزی در مولدین ماهی زبرا 

نهایت  با اعمال یکسری تغییرات صورت گرفت و در

بیان ژن پروتئین فلوئورسنت سبز به صورت گذرا نشان 

 (. 4داده شد )شکل 

 
-پروتئین فلوئورسنت سبز بیان شده بصورت گذرا نشان .4شکل 

 .های عضلاتی ماهی زبراداده شده در سلول

 

 

 

 

 

 بحث 

در مطالعه حاضر، ماهی زبرا بعنوان یک مدل برای 

ز فناوری تراریختگی پذیری استفاده انشان دادن امکان

جهت تولید انواع رنگیِ جدید ماهیان زینتی مورد 

نوعی ماهی زبرا  GloFishبررسی قرار گرفت. 

های های پروتئینباشد که ژندستکاری شده می

( و dsRED0RFP/یا  GFP ،2YFP ،9BFPفلوئورسنت )

-ها الحاق گردیده است. پروتئینها به آنکروموپروتئین

ای از از گونه RFP/dsREDیا  GFP ،YFP ،BFPهای 

( و جنس Aequorea victoriaهای دریایی )عروس

                                                           
Yellow Fluorescent Protein 2 

Blue Fluorescent Protein 3 

Red Fluorescent Protein 4 
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Discosoma sp ها های دریایی که از میان آناز شقایق

 Stichodactylaتوان به شقایق دریایی موکتی )می

haddoniگردند )( اشاره نمود، استخراج میChiang et 

al., 2014انداز راه های کروموپروتئین به دنبال(. ژن

 Gongآیند )می MYLZ2سلول عضلانی نظیر -مختص

et al., 2003; Zeng et al., 2005و برای تجاری )-

اند. در این سازی در تجارت ماهیان زینتی ثبت گردیده

انداز ژنی مهم در ماهی زبرا سازی دو راهمطالعه، همسانه

 Wanآمیز انجام گرفت. برای اولین بار، به طور موفقیت

( دو ماهی زبرا تراریخت رنگی را 2112همکاران )و 

که با استفاده از فرآیندهای زیست فناوری ایجاد شده 

-، راهCKMBو  MYLZ2بودند را معرفی نمودند. 

ها در بافت عضلانی ای برای بیان پروتئیناندازهای قوی

های (. پروتئینZeng et al., 2005گردند )محسوب می

-بافت عضله را تشکیل میدرصد  2تا  9رنگی حدود 

رو، عضله گردد. از ایندهند که مقدار زیادی تلقی می

گاه زیستی برای تواند به عنوان یک واکنشماهی می

(. از Gong, 2003های جدید عمل نماید )تولید پروتئین

گاه زیستی ماهیان تراریخت، سرعت تولید فواید واکنش

های خاص سها، هزینه کم و نبود خطر انتقال ویروآن

(. Hwang et al., 2008باشد )پستانداران و... می

Higashijima ( نژادهای تراریخت 0114و همکاران )

ماهی زبرا دارای ژن پروتئین فلوئورسنت سبز را با 

های آلفا و بتا اکتین تولید استفاده از نواحی تنظیمی ژن

( نژادهای تراریخت 2110و همکاران ) Chouنمودند. 

( دارای پروتئین فلوئورسنت Oryzias latipesمداکا )

سبز را با استفاده از نواحی تنظیمی ژن بتا اکتین ایجاد 

و  MYLZ2اندازهای نمودند. در این تحقیق، بیان راه

CKMB  در باکتری اشریشیاکلی سویهDh5α  از طریق

صورت  colony PCRصورت پذیرفت.  Tol2پلاسمید 

ررسی محصولات آن گرفته روی قطعات اضافه شده و ب

سازی را نشان داد. با روی ژل آگاروز، صحت همسانه

، وجود قطعات تایید گردید DNAیابی استفاده از توالی

و هر دو قطعه با توالی موجود در پایگاه داده 

Ensemble ( مشابه بودندzebrafish assembly 

version 7 در این تحقیق، پلاسمید .)Tol2  برای

مچنین تزریق همزمان با رونوشت سازی و ههمسانه

سنتتیک استفاده گردید، اما برخلاف کارآمدی گزارش 

ها، هیچگونه افزایشی در شده آن در بیان ژن پروتئین

سازی یافت های پیشین همسانهبیان در مقایسه با سیستم

(؛ در این ارتباط نتایج به Kawakami, 2007نشد )

( نیز 2104و همکاران ) Rezaeiدست آمده توسط 

نماید. وجود پروتئین های تحقیق حاضر را تایید مییافته

های مورد تزریق قرار فلوئورسنت سبز در برخی از جنین

گرفته توسط میکروسکوپ فلوئورسنس نمایان گشت 

تراریخت باید با یکدیگر  0F(. ماهیان نسل 4)شکل 

واجد رنگ سیز ایجاد  1Fگیری شوند تا نسل جفت

 ;Wan et al., 2002; Gong et al., 2003گردد )

Zeng et al., 2005; Kawakami, 2007 در صنعت .)

باشد. با ماهیان زینتی، الگوی رنگی حائز اهمیت می

های استفاده از پیشبرهای مختص بافتی مختلف، پروتئین

های مختلف بدن ها و بخشتوانند به بافترنگی می

نوعی را انتقال بیابند. بطور خاص، الگوهای رنگی مت

های های مختلفی از پروتئینتوان با استفاده از ترکیبمی

رنگی و پیشبرهای مختص بافتی بدست آورد. از 

آنجائیکه تنها تعداد اندکی از الگوهای رنگی جدید با 

های کلاسیک تکثیر و اصلاح ماهیان استفاده از تکنیک

باشند، رویکرد تراریختگی مسیر جدیدی قابل ایجاد می

نماید. ای تولید سریع ماهیان زینتی جدید ایجاد میرا بر

که ماهی تراریخت فلوئورسنت برای همچنین، زمانی
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یک نژاد ایجاد گردد، انتقال ژن مدنظر به سایر نژادهای 

های استاندارد تکثیر تجاری آن گونه با استفاده از روش

 Gong etباشد )گیری به آسانی قابل انجام میو جفت

al., 2003.) 

سازی در نتیجه، این تحقیق تکثیر و همسانه

و  MYLZ2های آمیز ناحیه پیشبر را برای ژنموفقیت

CKMB دهد و همچنین بیان موقت پروتئین ارائه می

نماید. بدین ترتیب توصیه فلوئورسنت سبز را تایید می

گردد که برای غربال انواع دارای پروتئین مذکور می

گیری انواع وحشی جفت با  0Fماهیان تراریخت نسل 

 شوند.
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