
پلاسمیدي از سودوموناس آئروجینوزاDNAسازيخالصاستخراج و 

پزشکیشناسیمیکروبکارشناس ارشد -رضا بهلولی خیاوي

مقدمه

بیمارسـتانی یافـت شـده و مقاومـت     هـاي عفونـت گـرم منفـی اسـت کـه در     هايباکتريترینشایعسودوموناس آئروجینوزا یکی از 
نظیـر الگوهـاي بیوشـیمیایی، باکتریوفـاژ تایپینـگ، وجـود       بـاکتري ایـن خصوصیات فنوتیپی. دهدمیزیادي را نشان بیوتیکیآنتی
تمایل ،بخوديییرات در فاز رشد و موتاسیون خوداساس تغول و الگوهاي حساسیت به عوامل ضدمیکروبی برسطحی سلهايژنآنتی

توسط ایجادشدههايعفونتبنابراین استفاده از این خصوصیات براي شناسایی منبع عفونت و شیوع آن براي بررسی ،به تغییر دارند
پلاسـمیدي در  الگـوي آنـالیز ذا اسـتفاده از متـدهاي مولکـولی نظیـر     ل،هتروژن سودوموناس آئروجینوزا مفید نخواهد بودهايگونه

هـا آنوجـود  اي مستقل خارج کروموزومی هستند که دورشتهDNAهايمولکولا پلاسمیده.استضروري مطالعات اپیدمیولوژیک
سلول ضروري نیست اما ممکن است تنوع وسیعی از خصوصیات ژنتیکی را کد کنند که میزبان را بـراي رقابـت بهتـر بـا     براي بقاي

شناسـی میکروبیکی از خصوصیاتی که پلاسمیدها را در . همان مکان اکولوژیک مستعد بکندکنندهاشغالهايمیکروارگانیسمسایر 
آنـالیز  در.میکروبی استکدکننده مقاومت به ترکیبات ضدهايژندر حمل و انتقال هاآنتوانایی ،سازدمیگرجلوهبا اهمیت خاص 

گرفته از یک کلـون  منشأهايسویهو باشدمیپلاسمیدها اساس تشخیص سویه اندازهوتعداد ،باکتريهايسویهالگوي پلاسمیدي
.بودنیز مشابه خواهد هاآناندازه وداراي تعداد مشابه از پلاسمیدها بوده

هاروشمواد و 

تغییریافتـه از متـد لیـز قلیـایی    نجـا  در ای؛داردوجـود هاباکتريپلاسمیديDNAسازيخالصاستخراج و متنوعی برايهايروش
CTABامل استفاده از مخلوطدر روش فوق ششدهدادهتغییر . ه استتفاده شداس (cetyltrimethylammonium bromide)

سلولی را هايکربوهیدراتکه موجبات جداسازي استپلاسمیدي DNAبعد از لیز کردن باکتري و قبل از گرفتن رسوب NaCLو 
.سازدمیفراهم 



لازمهايمحلولمواد و -1

در NaCLگرم 5گرم عصاره مخمر و 5باکتوتریپتون، گرم 10:سیلینآمپیحاوي ) LB)Luria Bertainiمحیط کشت -1-1
بعـد از اسـتریل   . شـود یماتوکلاو سپس و تنظیم3/7محیط در PHنرمال NaOH2یک لیتر آب مقطر حل شده و با استفاده از 

بـر گـرم یلـی م50شـده یـره ذخز محلـول  الیتـر یلـی م1به مقدار سیلینیآمپدرجه رسیده و 50کمتر ازحرارت محیط به،کردن
تا زمان استفاده در یخچـال  شدهآمادههايیطمحبرسد و لیتریلیممیکروگرم بر 50تا غلظت آن در محیط به هاضافه شد،لیتریلیم

.شوندیمنگهداري گرادیسانتدرجه 4در 

10Mm EDTAمـول و  میلی50حاوي گلوکز ):کنندهبافر لیز(یکمحلول شماره -2-1 (PH=8) 25وMm Tris-HCl

.شودیمنگهداري گرادیسانتدرجه 4در تهیه شده و تا زمان استفاده در یخچال لیتریلیم100به حجم است که

N 0.2حاوي ):محلول دناتوره کننده(2محلول شماره -3-1 NaOH3و% SDSصورتبهکه هر روز موقع استفاده است
.شودیمتازه تهیه 

اسـید اسـتیک   لیتـر یلـی م23مولار و 5استات پتاسیم لیتریلیم120حاوي ):محلول استات پتاسیم(3محلول شماره -4-1
و قبـل از اسـتفاده بـه    هنگهداري شدگرادیسانتدرجه 4در که تا زمان استفاده در یخچال مقطر استآبلیتریلیم57لاسیال و گ

.گیردیمقرار مورداستفادهظرف محتوي یخ منتقل شده و بعد 

گـرم نمـک   41/0و CTABگرم از پودر1):مولار نمک طعام7/0يحاوCTABدرصد 1محلول (4محلول شماره -5-1
.شودیمآزمایشگاه نگهداريحلول در حرارت مآب مقطر حل کرده و لیتریلیم100طعام را در 

و تا زمان استفاده در یخچال در اتوکلاو شده یهتهکه بعد از است 1Mm EDTAو 10Mm Tris-Hclحاوي : TEبافر -6-1
.شودیمنگهداري گرادیسانتدرجه 4

7-1-RNase A شودیمنگهداريگرادیسانتدرجه 4در یخچال در :لیترمیلیبر گرممیلی10با غلظت.

پلاسمیديDNAيسازخالصمراحل استخراج و -2

2تلقیح کرده و بـه مـدت   بیوتیکآنتیحاويLBمحیط کشت لیترمیلی5یک کلنی منفرد از سودوموناس آئروجینوزا را به -2-1
.کنیممیانکوبه گرادسانتیدرجه 37ساعت در 

.کنیممیسانتریفوژ 4000دقیقه در دور 4از کشت باکتریایی را به میکروتیوب منتقل کرده و به مدت لیترمیلی2-2-5/1



دقیقه بر روي دسـتمال کاغـذي بـراي خشـک شـدن      4معکوس به مدت طوربه،روتیوببعد از خالی کردن مایع رویی میک-3-2
.شودمیرسوب باکتریایی قرار داده

وضـعیت نگهـداري شـده بـود در    گـراد سـانتی درجـه  -20دقیقه در فریزر 1که به مدت 1از محلول شماره لیترمیلی4-2-2/0
باکتریـایی بـا اسـتفاده از سـمپلر در محلـول بـه شـکل        هـاي سـلول سـپس  وشودمیسرد بر روي رسوب سلولی ریختهالعادهفوق

.شودمیبه وکت آزمایشگاه اندقیقه در حرار5و سوسپانسیون سلول به مدت آینددرمیسوسپانسیون 

دقیقه در 5و به مدت هشدسروتهآرامیبهبار 6و شودمیو سر لوله بستهشدهاضافه شدهتهیهتازه 2شماره لیترمیلی5-2-4/0
.گرددمیآب یخ انکوبه 

نگهداري شـده بـود در وضـعیت    گرادسانتیدرجه-20در فریزردقیقه در 20که به مدت 3از محلول شماره لیترمیلی6-2-3/0
.شودمیدقیقه در آب یخ انکوبه 5و به مدت هشدسروتهآرامیبهبار 6و گشتهسرد اضافه العادهفوق

میکرولیتـر از  750و پس از سـانتریفوژ کـردن   شدهسانتریفوژ گرادسانتیدرجه4در 12000دقیقه در دور 5به مدت لوله-7-2
.گرددمیمایع رویی به میکروتیوب جدید اضافه 

و به مدت هافزوده شدلیترمیلیبر گرممیلی10با غلظت RNase Aمیکرولیتر از 5/1میکرولیتر از مایع رویی 750برروي -8-2
.گرددمیدرجه انکوبه 37دقیقه در 20

درجـه 65دقیقـه در  10اضافه کـرده و بـه مـدت    را مولار نمک طعام 7/0حاوي CTABدرصد1میکرولیتر از محلول 9-2-80
.شودمیانکوبه گرادسانتی

/ میکرولیتر از محلـول فنـل متعـادل شـده    750،ها در حرارت آزمایشگاهبعد از اتمام انکوباسیون و خنک کردن میکروتیوب-10-2
4در 12000دقیقـه در دور  4بـه مـدت   ه سـپس دقیقه ورتکس شـد 1به مدت شده و اضافه ) 25/24/1(الکلایزوآمیل / کلروفرم

.گرددمیسانتریفوژ گرادسانتیدرجه

فریـزر دردقیقـه  10درجه که به مـدت  96میکرولیتر اتانل 750مایع رویی به میکروتیوب جدید منتقل شده و بر روي آن -11-2
2و بعـد بـه مـدت    هشـد سروتهآرامیبهبار 6و شودمیسرد اضافه العادهفوقنگهداري شده بود در وضعیت گرادسانتیدرجه -20

.شودمیانکوبه گرادسانتیدرجه -20ساعت در 

و رسـوب  هرویـی دور ریختـه شـد   مـایع . شـود مـی درجـه سـانتریفوژ   4در 12000دقیقه بـا دور  15به مدت لولهسپس-12-2
قـرار داده  معکوس بر روي دسـتمال کاغـذي بـراي خشـک شـدن رسـوب      طوربهه بمیکروتیوب.ماندمیلوله باقیتهدرسفیدرنگ 

.شودمی

سـر  شـده و سرد اضـافه  العادهفوقدرجه نگهداري شده بود در وضعیت 4دقیقه در 10که به مدت % 70اتانل لیترمیلی13-2-1
.گرددمیکردن مخلوط سروتهلوله بسته شده و با چند بار 



میکروتیـوب بـه   ه و مایع رویی دور ریختـه شـد  . شودمیدرجه سانتریفوژ 4در 12000دقیقه با دور 1به مدت سپس لوله -14-2
.شودمیقرار داده معکوس بر روي دستمال کاغذي براي خشک شدن رسوبطوربه

50تا اتانل تبخیر شود و سـپس  شودمیاده دیط آزمایشگاه قرار دقیقه سر میکروتیوب به شکل باز در مح10تا 5به مدت -15-2
در تـه لولـه از   TEبراي جمع شـدن موردنیازو در مواقع گشتهو رسوب در آن حل اضافه شدهبر روي رسوب TEمیکرولیتر از بافر 

.شودمیسانتریفوژ استفاده 

در روي ژل آگارزپلاسمیديDNAالکتروفورز -3

.شودمیبستهتوکلاوده و خشک گردیده و دو انتهاي آن با چسب اشسینی ژل شسته -3-1

میـز  بالاتر از سطح سینی قرار گیرد و سپس ژل بـر روي لیترمیلی1بطوریکه شانه حدود هشانه ژل در سینی قرار داده شد-3-2
.شودمیتراز قرار داده صورتبه

بـافر  لیتـر میلـی 20آن رويبـر و هپودر آگـارز در ارلـن مـایر ریختـه شـد     گرممیلی140درصد، 7/0آگارزتهیه منظوربه-3-3
ثانیـه قـرار   20و سپس در میکروویو به مـدت  هپوشانده شدايشیشهو در ارلن مایر با درپوش شودمیاضافه TBE 0.5الکتروفورز

.تا آگارز حل شودشودمیداده 

زیـر  طوري که هیچ حبابی مخصوصاً،شودمیدر سینی ژل ریخته و سپسخنک شدهگرادسانتیدرجه60محلول آگارز تا -3-4
.باشدلیترمیلی4نباشد و ضخامت ژل حدود هاشانه

و سینی به همراه ژل در تانک الکتروفـورز  هکناري ژل و شانه برداشته شدهايقالبدقتبه،بسته شدکاملاًبعد از اینکه ژل -3-5
.گیرندمیقرار نمونه نزدیک قطب منفیهايچاهکطوري که شودمیقرار داده 

بایـد باشـد کـه سـطح ژل بـه      اياندازهبهمقدار بافر .شودمیپر TBE 0.5بافر الکتروفورزلیترمیلی450تانک الکتروفورز با -3-6
.پوشانده شودمترمیلی1عمق حداقل 

25/0حاوي ) Gel loading buffer(ژلنده کنمیکرولیتر از بافر لود1میدي با پلاسDNAمیکرولیتر از محلول 5مقدار -3-7
و در چاهک موجـود در ژل قـرار داده   شدهمخلوطدرصد گلیسرول در آب30درصد گزیلن سیانول و 25/0درصد بروموفنول بلو و 

.شودمی

و جریـان الکتریکـی   همتصل گردیدPower supplyارتباطی به هايسیمو توسط هسرپوش تانک الکتروفورز گذاشته شد-3-8
.خواهد یافتساعت ادامه 5/1و الکتروفورز تا مدت هولت بود80مورداستفادهبطوریکه ولتاژ ،گرددمیبرقرار



5/0در داخـل آب مقطـر حـاوي    دقیقـه 30و بـه مـدت   هو ژل برداشـته شـد  شـده جریان الکتریکی قطعبعد از پایان کار -3-9
.شودمیقرار داده آمیزيرنگاتیدیم بروماید جهت لیترمیلیمیکروگرم بر 

و قرار گرفتـه موردبررسینانومتر 300موجطولبا استفاده از نور اولتراویوله حاصل از ترانس لومیناتور با آمیزيرنگپس از -3-10
.شودمیسی اندازه قطعات استفادهربراي برDNAاز سایز مارکر لامبدا 

دقیقـه در داخـل   5ژل بـه مـدت   ،باشـد مـی زاسرطانپس از اتمام کار و تهیه عکس از ژل براي تخریب اتیدیم بروماید که -3-11
.شودمیو سپس دور ریختههمحلول پرمنگنات پتاسیم قرار داده شد

Linearهـاي تبانـدهایی کـه در مرحلـه اول بـه صـور     جهت شناسایی -3-12 ,Open circular ,Supercoil  بودنـد از روش
ژل بـا آب  ،بـا اتیـدیم برومایـد   آمیـزي رنگبدین ترتیب که پس از الکتروفورز در مرحله اول و ؛شودمیاستفاده دوبعديالکتروفورز 

و به مـدت  هبود بریده شدموردنظرقسمتی از ژل که حاوي قطعات جداشده سپس،شودمیدیونیزه شسته شده و از آن عکس تهیه
در مرحلـه بعـد قطعـه ژل    . شـود مـی نانومتر قرار داده254موجطولنور اولتراویوله با تأثیرتحتمتريسانتی30دقیقه از فاصله 5

آمیـزي رنگژل دوباره با اتیدیم بروماید ،از الکتروفورزبعد.شودمیو در بعد دوم الکتروفورزقرارگرفتهدر داخل ژل جدید شدهبریده
.شودمیعکس تهیهآنو از هشد

بحث

هـا وجـود دارد، در ایـن پـژوهش بـه ایـن علـت از روش لیـز قلیـایی          پلاسمیدي از باکتريDNAهاي متنوعی براي استخراج روش
:باشدتغییریافته استفاده شده است که داراي مزایاي زیر می

.انجام آن سریع و آسان است-1

.به اولتراسانتریفوژ نیاز ندارد-2

.بطور نسبی ارزان است-3

.آمده خیلی زیاد استبدستDNAمقدار -4

5-DNAهاي محدودالاثر استآمده در این روش سوبستراي مناسبی براي هضم با آنزیمبدست.

بیوتیک کشـت  بدست آوریم بایستی باکتري را در محیط کشت حاوي آنتیراDNAدر این روش براي اینکه بتوانیم مقدار زیادي از 
هـاي  همچنـین محـیط  . دهیم و نیز باید یک سوم لوله از محیط مایع پر شود تا مقدار کافی از اکسیژن در محیط وجود داشته باشد

DNAتریـایی بـراي اسـتخراج    شـوند تـا مقـدار کـافی از سـلول باک     گراد انکوبـه مـی  درجه سانتی37ساعت در 24کشت به مدت 

-Trisها در بافر حاوي ها به منظور لیز شدن، باکتريسازي باکتريبراي آماده. پلاسمیدي وجود داشته باشد Hcl  گلـوکز و ،EDTA



. کنـد را بطـور ثابـت حفـظ مـی    PHدارد و DNAاپتیمم را براي نگهداري pkیا هیدروکسی متیل آمینومتان، Tris. شوندحل می
EDTA 2با عوامل شلاته کننده نظیر+Mg که براي عمل آنزیمDNases    موردنیاز هستند ترکیب شده و ایـن عوامـل را غیرفعـال

NaOHو SDSهـا از محلـول   در این روش بـراي لیزکـردن بـاکتري   . گلوکز براي بالابردن فشار اسمزي بیرون سلول است. کندمی

را DNAکند و سود عامل قلیایی است که دو رشته هاي غشاء سلولی را حل مییک دترجنت است که چربیSDS. شوداستفاده می
اي مجـدداً دورشـته  DNAکند و در ایـن مرحلـه   محلول را به خنثی نزدیک میPHاضافه کردن استات پتاسیم . کنداز هم جدا می

ماننـد و همـراه بـا    شوند و بیشتر به حالت دنـاتوره بـاقی مـی   یکروموزومی به صورت تصادفی با هم جفت مDNAقطعات . شودمی
سـولفات پوشـیده شـده و از طریـق سـانتریفیوژ رسـوب       هاي بزرگ گیر افتاده و با دودسـیل هاي سلولی در داخل کمپلکسپروتئین

ماننـد و  بـاقی مـی  هاي پلاسمیدي به خاطر داشتن اندازه کوچک و ساختار سوپرکویل به صورت متصل به هـم  DNAکنند ولی می
.مانندآورند و پس از سانتریفوژ کردن در مرحله رویی باقی میآیند و ساختار اولیه را بدست میاي درمیمجدداً به صورت دورشته

: پلاسمیدي باید نکات زیر را رعایت کنیمDNAسازي کرموزومی در مراحل استخراج و خالصDNAبراي به حداقل رساندن 

.گیردخیلی آرام انجامصورتبهبا استفاده از سرسمپلر و بایدسوسپانسیون سلولتهیه -1

.گیردمیدقیقه انجام 5انکوباسیون در یخ به مدت ،کنندهز سلولی بعد از افزودن محلول لیزدر مرحله لی-2

تر باعث کریستالیزه شـدن  دماي پایینشود چون نگهداري در نگهداريگرادسانتیدرجه 20حرارت بالاي باید درSDSمحلول-3
.و عدم کارایی آن خواهد شد

.گیردخیلی سریع انجامبایدسازيافه کردن استات پتاسیم عمل مخلوطبعد از اض-4

مـولار بـراي حـذف پلـی     7/0حـاوي نمـک طعـام    CTABدرصـد  1محلـول  ازبایـد ،RNase Aآنزیم دادناثرمرحله ازبعد-5
.شودمیهمراه باپلی ساکاریدهاکروموزومی DNAرسوبدر این صورت باعثکهد شوساکاریدها استفاده 
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