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Abstract 
 

Colibacillosis caused by Escherichia coli serotype O2 is one of the major 

bacterial diseases in the poultry industry, leading to substantial economic 

losses. The increasing prevalence of antibiotic resistance among pathogenic 

strains has highlighted the necessity for alternative strategies, including the 
development of vaccines and attenuated strains. The aim of this study was to 

design and construct a recombinant CRISPR/Cas9 vector carrying a specific 

gRNA targeting the entB gene in E. coli serotype O2, as an initial step 
toward the development of an attenuated strain. In this study, a specific 

gRNA against the entB gene was designed using the CHOPCHOP web tool. 

The forward and reverse oligonucleotides corresponding to the gRNA were 
synthesized and, following annealing, were ligated into the BbsI-linearized 

pTargetF plasmid using T4 DNA ligase. The resulting recombinant vector 

was then transformed into competent DH5α cells. The successful insertion 

of the gRNA fragment into the vector was confirmed by polymerase chain 
reaction (PCR) and subsequent sequencing. The results demonstrated that 

the designed guide sequence was successfully cloned into the pTargetF 

vector. The observation of the expected bands in PCR analysis confirmed 
the correct construction of the recombinant construct. Based on the findings 

of this study, the designed recombinant vector can serve as a preliminary 

tool for targeting the entB gene and for future investigations aimed at 

attenuating pathogenic E. coli strains in poultry. 

Keywords: Escherichia coli, serogroup O2, CRISPR/Cas9, entB, gRNA, 

recombinant vector, colibacillosis 
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  خلاصه

 ي اقتصاد   خسارات  تواندي م   كه   است   وريط  صنعت در  یيای باكتر  مهم  يهايمار ي ب  از  ي كی   O2  سروگروه  Escherichia coli  از   يناش   لوزيباسي كل

  ي طراح  جمله   از  نیگزیجا  يراهكارها  از  استفاده  ضرورت  زا،يماريب  يهاه یسو  در  يكيوتيبيآنت  مقاومت  شیافزا   كند.  جادیا  يتوجه  قابل

  حامل CRISPR/Cas9  بينوترك  ناقل  ساخت  و  ي طراح  مطالعه،  نیا  از  هدف  است.   كرده  برجسته   را  افته یحدت فيتخف  يهاه یوس  و  هاواكسن

gRNA  ژن  ياختصاص  entB  در  E. coli  سروگروه  O2   مطالعه،   نیا  در  .بود  افته یحدت  فيتخف  ه یسو   يطراح  ريمس  در  ه ياول  يگام  عنوانبه

gRNA  ژن    ه يعل  ي اختصاصentB   گاهیبا استفاده از پا  CHOPCHOP   رفت و برگشت مربوط به    يدهايگونوكلئوتيشد. ال  ي طراحgRNA    سنتز

شدند.    ي گذاریجا  T4 DNA Ligase، با استفاده از  BbsI  میبا آنز  شدهي خط  pTargetF  ديدرون پلاسم  ،(annealing)  نگيليشده و پس از آن

و    مرازي پل  يارهيبه داخل وكتور با استفاده از واكنش زنج  gRNAمنتقل شد و ورود قطعه    αDH5مستعد    يهاحاصل به سلول   بيناقل نوترك

 مشاهده   است.   شده  كلون   pTargetF  وكتور  در  تيموفق  با   شدهي طراح  يراهنما   يتوال  كه   داد  نشان   ج ینتا  .دیگرد  تأیيدهمچنين تعيين توالي  

  شدهيطراح   بينوترك  ناقل  پژوهش،  نیا  يهاافته ی  اساس  بر  كرد.  دیيتأ  را  بينوترك  سازه  ساخت  صحت  ،PCR  آزمون  در  انتظار  مورد  يباندها

 وريط  E. coli  يزاي ماريب  يهاه یسو   حدت  فيتخف  نه يزم  در  يبعد  مطالعات  و   entB  ژن  يريگهدف   يبرا  يمقدمات  يابزار  عنوانبه   توانديم

 .رديگ قرار استفاده مورد

 باسيلوزكلي  نوتركيب، ناقل ، O2، CRISPR/Cas9 ، entB، gRNA سروگروه كلي،  اشریشيا :یکلیدکلمات 

 

 Introduction مقدمه 

 

عنوان یكي از    به   Cas-(CRISPR proteins associated CRISPR-Repeats Palindromic Short Interspaced Regularly Clustered)  سيستم

 et 2017; Hille ,.et alHryhorowicz)  شناسي مولكولي و پزشكي ایجاد كرده است   ترین ابزارهاي ویرایش ژنوم، انقلابي در زیست  پيشرفته 

2018 ,.al) .   ها طراحي شده، از دو جزء كليدي یعني  این سيستم كه بر اساس مكانيسم ایمني تطبيقي باكتري RNA    راهنما(gRNA)    و آنزیم

را به ناحيه موردنظر ژنوم هدایت كرده و    Cas9 با طراحي مكمل توالي هدف، آنزیم gRNA اي كه  گونه  شود؛ به   تشكيل مي Cas9 اندونوكلئاز

et al Barrangou. ,)  آورد  هاي ژني را فراهم مي  اي دقيق، امكان حذف، جایگزیني یا اصلاح توالي  هاي دورشته   این آنزیم با ایجاد شكست 

2017, .al et Shmakov 2007;).  این فناوري در مدل   هاي خيره  عليرغم موفقيت هاي مختلف سلولي و جانوري، چالش اساسي كه    كننده 

تواند منجر    است كه مي  target)-(Off و بروز اثرات خارج از هدف  كارایي برش  قطعيت  عدم همواره محققان را با محدودیت مواجه ساخته،

al et Hille 2016;., Valera-Rodriguez and Mojica ,.)د  اربردهاي درماني گردهاي سرطانزایي در ك  هاي ناخواسته و حتي پيامد  به جهش

روشني مشخص نشده است كه تغييرات در ساختار ثانویه،   هنوز به  ،این سيستمسازي    هاي گسترده در زمينه بهينه   با وجود پژوهش.  (2018

هاي    بودن برش در توالي  و متعاقباً بر دقت و اختصاصي Cas9 چگونه بر ميزان تمایل اتصال آن به آنزیم  gRNA طول و تركيب نوكلئوتيدي

  اند، درحاليكه داده   اغلب مطالعات موجود به بررسي این پارامترها در شرایط استاندارد آزمایشگاهي پرداخته   و گذارد  ژنومي پيچيده تأثير مي

بافت این سيستم در  یا تحت شرایط استرس فيزیولوژیک در دسترس نيست  هاي كافي در مورد عملكرد  al et Barrangou ,.)هاي خاص 

2007; Loureiro and da Silva., 2019 .) 

  و   كند   بروز  سيستميک یا   موضعي   صورتبه   تواندمي   كه  است  باكتریایي   مهم  هايبيماري   از   یكي   ( Avian colibacillosis)  طيور   در  باسيلوزكلي 

 Dziva and)  شودمي   ایجاد  E. coli  دارحدت   هايسویه   حضور  یا   محيطي   هاياسترس   ميزبان،   دفاعي  سيستم  تضعيف  شرایط  در  اغلب
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Stevens., 2008 .)   اگرچه  E. coli   كسب   با   هاسویه   برخي   اما   است،  ميزبان   مخاطي   سطوح   برخي   و  روده  طبيعي   ميكروبيوتاي  از   بخشي 

 عنوان به   ، Avian Pathogenic E. coli (APEC)  یا   پرندگان   زايبيماري  هايسویه   هستند.  پرندگان   در  بيماري   ایجاد   به   قادر  حدت   فاكتورهاي

  از  ناشي   هايعفونت  (. Dziva and Stevens., 2008)  شوندمي  بنديطبقه   Extraintestinal Pathogenic E. coli (ExPEC)  گروه  از  بخشي

APEC  ًویروسي،   هايعفونت   مایكوپلاسمایي،  هايعفونت  مانند  عواملي  و  شوندمي  آغاز  هوایي  هايكيسه   و  تنفس  دستگاه  طریق  از  معمولا  

 مدفوع،   با  تخم  سطح  آلودگي  همچنين  باشند.  بيماري  بروز  ساززمينه   توانندمي  آمونياک  گاز  با  مدتطولاني  تماس  و  نامناسب  تهویه   بالا،  تراكم

 (. Johnson et al., 2002) باشد داشته  نقش گله  در  عفونت گسترش و E. coli انتقال در تواندمي  آلوده آب و دان بستر،

 محدود  ميزبان بدن محيط در آزاد آهن به  دسترسي حال، این با است؛ ميزبان بدن در هاباكتري  تكثير و رشد براي ضروري عناصر از یكي آهن

 پرندگان  زايبيماري  هايسویه   كنند.مي   استفاده  آهن  جذب  اختصاصي  هايسامانه   از  محدودیت  این  بر  غلبه   براي  زابيماري  هايباكتري  و  بوده

Escherichia coli   یا  APEC  و  آئروباكتين  انتروباكتين،  مانند  سيدروفورهایي  توليد  شامل  كه   هستند  آهن  جذب  سامانه   چندین  داراي 

  گزارش   APEC  هايسویه   از  بسياري  در  هاسامانه   این  كدكننده  هايژن  شوند. مي   آهن  برداشت  اختصاصي  هايناقل  همچنين  و   سالموكلين

 .(Yogaratnam., 1995) دارند نقش  ميزبان در باكتري  حدت و بقا در و اندشده

  مسير  در  ژن  این   نقش   به   توجه   با   دارد.  نقش  آن   بيوسنتز  اوليه   مراحل   در  entB  ژن   و  است   E. coli  در  مهم  سيدروفورهاي  از  یكي   انتروباكتين

 Gehring)  دهد  كاهش   را  آهن  جذب  در  باكتري   توانایي  و  كرده مختل  را  سيدروفور   این  توليد  تواندمي   entB  سازيغيرفعال  انتروباكتين،  توليد

et al., 1998; Pakarian and Pawelek., 2016).  ژن  در  اختلال  داراي  هايسویه   رودمي  انتظار  نتيجه،  در  entB  محيط  مانند   آهن،كم   شرایط  در  

  تخفيف  مطالعات  براي   مناسب   هدف   یک  به   را   entB  ژن   ویژگي،   این  شوند.  مواجه   زایيبيماري   توان   كاهش  و   رشد  محدودیت   با   ميزبان،   بدن

  نوتركيب  ناقل  ساخت  و   طراحي  حاضر   مطالعه   از  هدف  اساس،   این  بر  كند.مي   تبدیل  هدفمند  ژني  ویرایش  هايسامانه   طراحي  و  حدت

pTargetF كنندهحمل gRNA  ژن اختصاصي  entB سامانه  براي CRISPR/Cas9 در  Escherichia coli سروگروه O2 باشد مي. 

 

 Materials and Methods هاروش  و مواد

 entB ژن  ریتکث یبرا مریپرا یطراح

  شماره   با  O2  سروگروه  Escherichia coli  به   مربوط  ژن  نیا  يدينوكلئوت  يتوال  ابتدا  ، entB  ژن  ر يتكث  جهت   ي اختصاص  مر ی پرا  ي طراح  يبرا

  چند  در  entB  ژن  به   مربوط  يهايتوال  سپس   شد.   افتیدر  NCBI  داده  گاهیپا  از  (NZ_LSZR01000193 NZ_LSZR01000000)  ي دسترس

  ياحتمال  رات ييتغ  و  ژن  شدهحفاظت   ي نواح  تا  شدند  يسازفیردهم Clustal Omega   ارافزنرم   از  استفاده   با   O2  سروگروه  E. coli  گرید  ه یسو

  و   OligoCalc  افزارنرم   از  استفاده  با   ياختصاص   مر ی پرا  جفت  کی  شده،حفاظت  ي نواح  اساس  بر   شود.  مشخص  هاه یسو  انيم  يدينوكلئوت

  يدما ، GC درصد طول، نظر  از مرها ی پرا يهاي ژگیو  .كندي م ر يتكث را entB ژن از بازجفت   ۱۰۳۵ طول به  ياقطعه  كه   شد ي طراح ي دست يبررس

 است.  شده ارائه  ۱ جدول در شدهي طراح  يمرهایپرا يتوال شد. يبررس  يسرسنجاق  ساختار و  مریدا ليتشك احتمال  ذوب،

 
CTGATGGGCGAAAAAAGCTGTGCTTATCTGGTGGTAAAAGAGCCGCTGCGCGCGGTGCAGGTGCGTCGTTTCCTGCGTGAACAGGGTATTGCC

GAATTTAAATTACCGGATCGCGTGGAGTGTGTAGATTCACTTCCGCTGACGGCGGTCGGTAAAGTCGATAAAAAACAATTACGTCAGTGGCTG

GCGTCACGCACATCAGCCTGAAGGAGAGAACACGATGGCTATTCCAAAATTACAGGCTTACGCACTGCCGGAGTCTCACGATATTCCGCAGA

ATAAAGTCGACTGGGCCTTTGAACCGCAACGTGCCGCGTTGTTAATCCATGATATGCAGGACTATTTTGTCAGCTTCTGGGGTGAGAACTGCCC

GATGATGGAGCAGGTGATCGCGAATATTGCGGCACTACGCGACTACTGCAAACAGCACAATATCCCGGTTTATTACACCGCCCAGCCGAAAG

AGCAGAGCGATGAAGATCGGGCGCTGTTGAATGATATGTGGGGGCCTGGCCTGACCCGTTCGCCGGAACAGCAAAAGGTGGTGGATCGCCTG

ACGCCAGATGCCGACGACACGGTGCTGGTGAAGTGGCGCTACAGCGCGTTTCATCGTTCCCCGCTGGAGCAAATGCTGAAAGAGAGTGGACG

TAACCAGCTGATTATTACCGGGGTATATGCCCACATTGGCTGTATGACCACCGCAACGGACGCATTTATGCGCGATATTAAACCGTTTATGGTG

GCGGATGCGCTGGCCGATTTCAGCCGTGACGAGCATTTGATGTCGCTGAAATATGTGGCCGGACGTTCTGGTCGGGTGGTGATGACCGAAGAA

TTGCTGCCAGCACCTATCCCCGCCAGCAAAGCGGAGCTGCGTGAGGTGATCCTGCCGTTGCTGGACGAGTCCGATGAACCCTTCGATGACGAC

AACCTGATCGACTACGGTCTGGATTCGGTGCGCATGATGGCGCTGGCGGCGCGCTGGCGCAAAGTGCATGGCGATATCGACTTTGTCATGCTG

GCGAAAAACCCGACCATCGACGCCTGGTGGAAGCTACTCTCCCGCGAGGTGAAATAATGGATTTCAGCGGTAAAAATGTCTGGGTAACTGGC

GCGGGGAAAGGTATCGGCTATGCCACGGCGCTGGCATTTGTTGAGGCGGGGGCGAAAGTTACAGG  
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 entBشده براي تكثير ژن  توالي پرایمرهاي طراحي  -۱جدول 
Table 1. Sequences of primers designed for amplification of the entB gene 

Product size Sequence (5′→3′) Primer name 
entB-F TGTGTAGATTCACTTCCGCTGA 1035 bp 
entB-R TGGCATAGCCGATACCTTTC 

 

 entB ژن  اختصاصی gRNA طراحی

طراحي  به  براي هدف  gRNAمنظور  به entBگيري ژن  اختصاصي  این ژن  توالي  پایگاه  ،  در  طراحي    CHOPCHOPعنوان ورودي  شد.  وارد 

gRNA    بر اساس سامانهSpCas9    و تواليPAM   5صورت  به′-NGG-3′   انجام گرفت. gRNA    نهایي بر اساس معيارهایي مانند قرارگيري در

شده، جایگاه  انتخاب شد. در توالي هدف انتخاب   off-targetشده ژن، امتياز كارایي مناسب، اختصاصيت بالا و حداقل احتمال  حفاظت   ناحيه 

PAM    توالي برگشت    TGGبا  و  توالي رفت  مكمل شامل  اليگونوكلئوتيد  اساس، دو  این  بر  داشت.  قرار  ناحيه هدف  مجاورت    gRNAدر 

شده در ناحيه كدكننده و  راهنماي ژنتيكي بر اساس جایگاه شناسایي . شایان ذكر است كه  طراحي و براي سنتز به شركت سيناكلون ارسال شد 

معني با رشته كدكننده بوده و آنزیم را به سمت رشته الگو  جز جایگاه شناسایي( هم از روي رشته كدكننده طراحي گردید؛ بنابراین توالي آن )به 

 .ارائه شده است  ۲شده در جدول . توالي اليگونوكلئوتيدهاي طراحي دكنبراي ایجاد برش هدایت مي 

 

 

 
 

 
 

 entB ژن   در PAM توالی  و  gRNA اتصال  جایگاه از  شماتیکی  نمایجهت استفاده در مطالعه و   CHOPCHOPپایگاه   از  gRNAمولكول راهنماي نمونه هایي برگرفته از   -۱شکل

Fig 1. gRNA Examples from the CHOPCHOP Database for Use in Study and a Schematic Representation of the gRNA Binding Site and 
PAM Sequence in the entB Gene 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
88

2/
ge

bs
j.1

4.
2.

4 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

8-
24

 ]
 

                             4 / 13

http://dx.doi.org/10.61882/gebsj.14.2.4
https://gebsj.ir/article-1-554-fa.html


 و همكاران اميري   .... ژن  gRNAحمل كننده  pTargetFطراحي و ساخت ناقل نوتركيب 

 

 1404  تانو زمسپایيز    /2شماره  /دهمچهار دوره /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی  273

 

 

 entBگيري ژن  شده براي هدف طراحي   gRNAتوالي اليگونوكلئوتيدهاي  -۲جدول 
Table 2. Sequences of oligonucleotides designed for construction of entB-specific gRNA 

Oligonucleotide name Sequence (5′→3′) 
gRNA-F TGCGGAATATCGTGAGACTC 
gRNA-R GAGTCTCACGATATTCCGCA 

 

 (ligation) شنیگیل  و pTargetF دیپلاسم یسازیخط ،gRNA یدهایگونوکلئوتیال (annealing)  نگیلیآن

  واكنش  منظور،  نیبد  گرفتند.   قرار  نگيليآن  طیشرا   در  gRNA-R  و  gRNA-F  مكمل  يدهاي گونوكلئوتيال  ،gRNA  يارشته دو  قطعه   ه يته  يبرا

  تريكروليم  gRNA-R ،  ۴  ديگونوكلئوتيال  از  تريكروليم  gRNA-F،  ۳  ديگونوكلئوتيال  از  تر يكرولي م  ۳  شامل   تر يكرولي م  ۲۰  یينها  حجم   در  نگيليآن

NaCl 0.5 M قرار كلریترموسا در قه يدق ۱۰ مدت به  گراديسانت درجه  ۹۸ يدما در واكنش مخلوط شد. ه يته لیاستر مقطر آب تريكروليم ۱۰ و  

 وكتور   با شنيگیلا مرحله  يبرا حاصل يارشته دو قطعه  شود. سرد اتاق يدما تا جیتدربه  تا ماند يباق دستگاه درون وبيكروتيم سپس و گرفت

pTargetF  گرفت قرار استفاده مورد شدهي خط. 

  ابتدا  ،pTargetF  وكتور  در  gRNA  قطعه   كردن  وارد  منظوربه   شد.  ه يته  Addgene  شركت   از  پژوهش  نیا  در  استفاده   مورد  pTargetF  ديپلاسم

  ،pTargetF  ديپلاسم تريكروليم ۲۵ شامل تريكروليم ۵۰ یي نها حجم  در يمی آنز  هضم واكنش شد. يسازي خط  BbsI میآنز از استفاده با ديپلاسم

  مقطر   آب  تريكرولي م  ۱۹  و  Thermo Scientific شركت Green Buffer  بافر  تريكرولي م  Thermo Scientific ،  ۵ شركت  BbsI میآنز  تريكروليم  ۱

  واكنش  محصول   ، يمی آنز  هضم  ان یپا   از   پس  شد.  انكوبه   ساعت   ۲  مدت  به   گرادي سانت  درجه   ۳۷  ي دما  در  واكنش  مخلوط  شد.   ه يته  ل یاستر

 .دیگرد يبررس انتظار مورد اندازه در باند مشاهده اساس بر ديپلاسم شدني خط  و شد الكتروفورز درصد ۱ آگارز ژل يرو

  در   شنيگیلا  واكنش  شد.  متصل  شدهي خط   pTargetF  وكتور  به   نگيليآن  از  حاصل  gRNA  يارشته دو  قطعه   وكتور،  شدني خط  دیيتأ  از  پس

 10X T4 DNA Ligase  بافر   تر يكرولي م  ۱  نگ، يليآن  محصول  تريكروليم  ۲  شده،ي خط  وكتور  تر يكرولي م  ۵  شامل   تريكروليم  ۱۰  یي نها  حجم 

Buffer ،  ۱  میآنز  تر يكروليم T4 DNA Ligase  شركت  Thermo Scientific  مدت   به   واكنش  مخلوط  شد.  ه يته  لیاستر   مقطر   آب  تريكرولي م  ۱ و 

 گرفت. قرار استفاده مورد DH5α مستعد يهاسلول  به  انتقال  ي برا سپس و  شد انكوبه  كلر ی ترموسا در گرادي سانت درجه  ۱۶ يدما در قه يدق ۱۰
 

 DH5α سلول به نوترکیب  ناقل انتقال

 سازي شد آماده   ميلي مولار(  ۱۰)   با روش شيميایي مبتني بر كلرید كلسيم  NEBشده از شركت  تهيه   αDH5هاي مستعد، سویه  براي تهيه سلول 

(Gholami et al., 2002) یگيشن افزوده شد.  ميكروليتر از محصول لا  ۷هاي مستعد، ميكروتيوب حاوي سلول منظور انتقال ناقل نوتركيب، به . به

ها ميكروليتر آب مقطر استریل اضافه گردید. نمونه   ۷یگيشن،  جاي محصول لاهاي مستعد، به عنوان كنترل منفي، به ميكروتيوب حاوي سلول به 

مدت   مدت    ۳۰به  به  و سپس  شدند  نگهداري  یخ  دماي    ۵۰دقيقه روي  در  سانتي   ۴۲ثانيه  از شوک  درجه  پس  بلافاصله  گرفتند.  قرار  گراد 

 .دقيقه روي یخ منتقل شدند ۳ها به مدت حرارتي، ميكروتيوب

 درجه  ۳۷  دماي  در  ساعت  ۱  مدت  به   هانمونه   و  شد  اضافه   استریل   LB  مایع   كشت  محيط  ميكروليتر   ۱۰۰۰  ميكروتيوب  هر  به   ادامه،  در

  سپس   شدند.  سانتریفيوژ g  ۱۰۰۰×  در  دقيقه   ۳  مدت  به   هاميكروتيوب  ریكاوري،  مرحله   از  پس  شدند.  انكوبه   شيكردار  انكوباتور  در  گرادسانتي 

 مانده باقي  حجم  در  آراميبه   باكتریایي   رسوب  ماند.  باقي  ميكروتيوب  در  آن   از  ميكروليتر  ۱۵۰  حدود  و  شد  تخليه   رویي   مایع   عمده  بخش

  در (  سيگما  ،  ميكروگرم  ۸۰  نهایي  غلظت)  اسپكتينومایسين  حاوي  agar LB  جامد  كشت  محيط  روي  ميكروليتر   ۱۵۰  حجم  كل  و  شد  مخلوط

  حاوي  محيط  روي  هاكلني   رشد  .شدند  انكوبه   گرادسانتي   درجه   ۳۷  دماي  در  ساعت  ۲۴  مدت  به   هاپليت  نهایت،  در  شد.  داده  كشت  ليترميلي 

 . شد گرفته  نظر در مقاومت ژن داراي پلاسميد انتقال  اوليه  شاخص عنوانبه  اسپكتينومایسين
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 pTargetF  پلاسمید به gRNA قطعه ورود برای  PCR تأیید

  تهيه براي شد. انجام اختصاصي پرایمرهاي از استفاده با Colony PCR واكنش ،pTargetF پلاسميد داخل  به  gRNA قطعه  ورود تأیيد  منظوربه 

DNA   ،استریل  مقطر   آب   ميكروليتر   ۱۰  در  كلني   هر   و  شدند   انتخاب  جداگانه   صورتبه   انتخابي   محيط  روي   رشدكرده  كلني   چند   الگو  

  واكنش  در  الگو  DNA  عنوانبه   حاصل   محلول  از  شدن،  سرد  از  پس  و  شدند  جوشانده  دقيقه   ۱۰  مدت  به   هانمونه   سپس  شد.  سوسپانسيون

PCR گردید استفاده. 

  ۰.۵  رفت،  پرایمر  از  ميكروليتر  Amplicon، ۰.۵  شركت  2X PCR Master Mix ميكروليتر  ۵  شامل   ميكروليتر  ۱۰ نهایي  حجم  در  PCR  واكنش

  چرخه   یک   شامل   PCR  واكنش   برنامه   شد.   تهيه   استریل   مقطر   آب   ميكروليتر  ۳.۵  و  الگو   DNA  ميكروليتر   ۰.۵  برگشت،  پرایمر  از   ميكروليتر

  ۱۰  مدت  به   گرادسانتي   درجه   ۹۸  در  دناتوراسيون  شامل   چرخه   ۳۰  سپس   ثانيه،  ۱۵۰  مدت   به   گرادسانتي   درجه   ۹۸  دماي  در  اوليه   دناتوراسيون

  پایان،   در   بود.  ثانيه   ۲۰  مدت  به   گرادسانتي   درجه   ۷۲  در  سازيطویل  و  ثانيه   ۳۰  مدت  به   گرادسانتي   درجه   ۵۸  در  پرایمرها  اتصال  ثانيه،

 و   شدند  الكتروفورز  درصد  ۲  آگارز  ژل  روي  PCR  محصولات  شد.  انجام  ثانيه   ۱۵۰  مدت  به   گرادسانتي   درجه   ۷۲  دماي  در  نهایي  سازيطویل

 .گردیدند مشاهده داکژل  دستگاه از استفاده با آميزي،رنگ از پس

 
 pTargetF به وكتور  gRNA ورود قطعه  دیيتأ يبرا Colony PCR مورد استفاده در  يمرهایپرا  ي توال  -۳جدول 

Table 3. Primer sequences used in colony PCR for confirmation of gRNA insertion into the pTargetF vector 
Product size sequence (5′→3′) Primer name Order of using primers 

400 AGCGAGTCAGTGAGCGAG F-pTarget vector First microtube 
ACTCCACCGCTGATGACATC R-pTarget vector 

270 TGCGGAATATCGTGAGACTC gRNA-F Second microtube 
ACTCCACCGCTGATGACATC R-pTarget vector 

150 AGCGAGTCAGTGAGCGAG F-pTarget vector Third microtube 
GAGTCTCACGATATTCCGCA gRNA-R 

 

 

 Results and Discussion و بحث نتایج

 

 entB ژن  توالی شدگیحفاظت بررسی و پرایمر طراحی
  شدهيطراح   ي مرهایپرا   شد.   يطراح   يدست  يبررس   و  OligoCalc  افزارنرم  از  استفاده  با  ياختصاص   مر یپرا   جفت  کی  ، entB  ژن  یيشناسا  يبرا

-entB و   entB-F ي مرهایپرا   ي ك ينامیترمود  و  ي ك یزيف  يهاي ژگی و  شدند.  گرفته   نظر   در  entB  ژن  از  بازجفت  ۱۰۳۵  طول   به   ياقطعه   ر يتكث  يبرا

R است شده ارائه  ۳ شكل  در. 

  ج ینتا شد.  انجام Clustal Omega افزارنرم از استفاده با  O2 سروگروه  Escherichia coli مختلف  ه یسو  شش در entB ژن يتوال يسازفیردهم

كامل    يفیردهم   ،ينواح  شتر يبرخوردار است. در ب  درصد،  ۹۹از   ش يب  ،یيبالا  ي شدگحفاظت  از  شدهي بررس  يهاه یسو  در  entB ژن  كه   داد  نشان

،  ۴۲۰  يهاتياز جمله حدود موقع  ها،تيموقع  يدر برخ   يانقطه   يهاضیمحدود شامل تعو  يدينوكلئوت  رييحال، چند تغ  نیمشاهده شد؛ با ا 

  ن یا  ياثر احتمال  يابیشده ژن قرار داشتند. ارزحفاظت   يهادر بخش  مریپرا  يطراح   يشده براانتخاب   ي. نواحدی، مشاهده گرد′۳  يو انتها  ۶۶۰

 .است ي ليتكم يهاي بررس ازمندين ژن  عملكرد ا ی  ينيروتئپ يبر توال راتييتغ
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: كنترل منفي )آب  ۲، چاهک  entBمورد مطالعه حاوي ژن    سروگروه  :۱)چاهک و تایيد حضور ژن مربوط  entB-Rو   entB-F  يمرهایپرا  يك ينامیو ترمود يكی زيف ي هاي ژگی و - ۲شکل

 (  bp  ۱۰۰نشانگرM:  مقطر(،
Figure 2. Physical and thermodynamic properties of entB-F and entB-R primers and confirmation of the presence of the target gene (Lane 1: 
studied serotype containing entB gene; Lane 2: negative control (distilled water); M: 100 bp DNA marker). 

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
88

2/
ge

bs
j.1

4.
2.

4 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

8-
24

 ]
 

                             7 / 13

http://dx.doi.org/10.61882/gebsj.14.2.4
https://gebsj.ir/article-1-554-fa.html


 و همكاران اميري   .... ژن  gRNAحمل كننده  pTargetFطراحي و ساخت ناقل نوتركيب 

 

 1404  تانو زمسپایيز    /2شماره  /دهمچهار دوره /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی  276

 

 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
88

2/
ge

bs
j.1

4.
2.

4 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

8-
24

 ]
 

                             8 / 13

http://dx.doi.org/10.61882/gebsj.14.2.4
https://gebsj.ir/article-1-554-fa.html


 و همكاران اميري   .... ژن  gRNAحمل كننده  pTargetFطراحي و ساخت ناقل نوتركيب 

 

 1404  تانو زمسپایيز    /2شماره  /دهمچهار دوره /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی  277

 

 

 
 O2 سروگروه  Escherichia coliمختلف   هی شش سودر  entBژن  ي توال  يسازف یردهم  ج ینتا - ۳شکل

Figure 3. Alignment results of the entB gene sequence in six different Escherichia coli serogroup O2 strains . 

 

 ونیترانسفورماس  یاب یارز  و pTargetF یمیآنز برش

 مشاهده   ژل  در  انتظار  مورد  اندازه  در  منفرد   باند  کی  كه يطوربه   است،  شده يخط   تيموفق  با   pTargetF  وكتور  كه   داد  نشان   ي می آنز  برش   جینتا

 ي دارا  ديپلاسم  انتقال  و  ونيترانسفورماس  بودن  زيآم تيموفق  دهندهنشان  ني سینوماياسپكت  يحاو  كشت  طيمح  يرو  هاي كلن  رشد  نيهمچن  .شد

  یي ا یباكتر  يهاسلول   كه   دادند  نشان   هاافته ی  نیا  نشد.   مشاهده  يرشد  ي منف  كنترل   تيپل  در  مقابل،  در  بود.  DH5α  يهاسلول   به   مقاومت  ژن

  بر   هايكلن   رشد  .شد   انجام  Colony PCRاز    استفاده  با  بعد  مرحله   در  وكتور  به   gRNA  قطعه   ورود  دیيتأ  كنند.   افتیدر  را  ديسمپلا  اندتوانسته 

 مقاومت  كسب  همچنين  و   یگيشنلا  محصول   انتقال   سبب  كه بود    يونترانسفورماس  يتموفق  دهندهنشان   بيوتيک  آنتي  داراي  يط مح  ینا  يرو

 .بود يبنوترك وكتور حضور  از يناش بيوتيكييآنت

 Colony PCR با pTargetF وکتور به  gRNA قطعه ورود دییتأ

نشان داد كه باند    pTargetF ها در پلاسميدgRNA به منظور تأیيد كلونينگ هر یک از PCR محصولات  نتایج حاصل از آناليز الكتروفورزي  

بازي با استفاده از جفت   ۲۷۰، باند  (۱به منظور اثبات كلونينگ وكتور در باكتري )چاهک   RC و FC بازي با استفاده از پرایمرهايجفت  ۴۰۰

 /   R -gRNA)   بازي با استفاده از پرایمرهايجفت  ۱۵۰و باند   gRNAبه منظور اثبات كلونينگ ( F -gRNA   /RpTarget vector)  پرایمرهاي

FpTarget vector ) منظور اثبات كلونينگ gRNAدر باكتري E. coli   ينگ،صحت كلون  یي نها   یيدبه منظور تأهمچنين    .مشاهده گردید  مستعد 

 CLC افزارنرم   از  استفاده  با  یابي توالي   از  حاصل  یج. نتا شد  فرستاده  پيشگام    شركت  به   يتوال  يينتع  برايو  شده  استخراج   يبنوترك  يدپلاسم

Genomics Workbench   آنال  يلو تحل  یه مورد تجز  ۳نسخه  pTargetF شده درون وكتوركلون  gRNA ينشان داد كه توال  يزهاقرار گرفت. 
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صد()  ٪۱۰۰تشابه   يدارا در  توال صد  ا  يبا  است.  انتظار    سازه  ساخت  و  كلونينگ  فرآیند  بودن  آميزموفقيت  قطعي  طور  به   یافته   ین مورد 

 .كندي م یيدرا تأ gRNA حاوي نوتركيب

 ي توال  یي شناسا  يبرا  RNA  يراهنما  مولكول  از  استفاده  ليدل  به   ژنوم،  شی رایو  در  پركاربرد  يابزارها  از  يكی  عنوانبه   CRISPR/Cas9  سامانه 

.  ()2023et al Kermani-Kordzadeh,. است  رتر یپذانعطاف   و  ترساده يطراح نظر  از   TALEN و  ZFN  مانند  نيشيپ  يهاروش  به   نسبت  هدف،

و   ZFNمانند  یيهاكه در روش يدر حال شود،ي انجام م gRNA يمجدد بخش راهنما ي طراح قیهدف عمدتاً از طر يتوال رييسامانه، تغ نیدر ا

TALEN  توال  يبرا ن  يهر  طراح  ازيهدف  دارد    ياختصاص  يهانيپروتئ  يبه   Chandrasegaran and Carroll., 2016; Hille et)وجود 

al.,2018 )  كه   است  شده  باعث  ي ژگی و  نیا  CRISPR/Cas9   ک يژنت  ي مهندس  مطالعات  در  هدفمند  يهاسامانه   يطراح   يبرا  بمناس  يابزار  به 

 .شود لیتبد هاي باكتر

 

 

 
 برش نخورده.    pTargetF: وكتور ۲ ؛ چاهک1kb: نشانگر ۱چاهک  .pTargetFوكتور  ي میبرش آنز جهينت - ۴ شکل

 .شدهي خط  pTargetF: وكتور ۳چاهک

Figure 4. The result of the enzymatic digestion of the pTargetF vector. Lane 1: 1 kb DNA ladder; Lane 2: Undigested pTargetF vector; Lane 
3: Linearized pTargetF vector. 

 

 

  
۲ ۱ 

 .ي : كنترل منف۲ ت يپل  ن؛يسینوماياسپكت ي كشت جامد حاو  طيمح  يرو  ونيحاصل از ترانسفورماس ي هاي: كلن۱ ت يپل  -۵ شکل

Figure 5. Plate 1: colonies obtained after transformation on solid culture medium containing spectinomycin; Plate 2: negative control . 
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باز؛  جفت ۲۷۰با اندازه  PCRمحصول : ۲باز؛ چاهک جفت  ۴۰۰با اندازه  PCRمحصول :  ۱چاهک  .pTargetFبه درون وكتور  gRNA ي ورود توالو تعيين توالي   PCR  دیيتأ -۶ شکل

 .DNA 100 bpنشانگر : ۴باز؛ چاهک جفت  ۱۵۰با اندازه  PCRمحصول :  ۳چاهک 
Figure 6. Verification of gRNA cloning into the pTargetF vector using PCR and sequencing analysis. Lane 1: 400 bp PCR product; Lane 2: 
270 bp PCR product; Lane 3: 150 bp PCR product; Lane 4: 100 bp DNA ladder. 

 

  ژن   انتخاب  شد.   ساخته  و  ي طراح   CRISPR/Cas9  سامانه  يبرا  entB  ژن   ياختصاص   gRNA  حامل  pTargetF  بينوترك  ناقل   حاضر،  مطالعه   در

entB   در  آهن  جذب   با   ريمس  نیا  ارتباط  و   نيانتروباكت  وسنتز يب  ر يمس  در  آن   نقش  ليدل  به  Escherichia coli  عناصر  از   ي كی   آهن  گرفت.   انجام  

 ي هاسامانه   ن،یبنابرا  است.  محدود  زبانيم  بدن  طيمح  در  آزاد  آهن  به   ي دسترس  اما   است،  زبانيم  بدن  در  هاي باكتر  ر يتكث  و  رشد  يبرا  يضرور

 ;Yogaratnam., 1995)  باشند   داشته   نقش   E. coli  يزاي ماريب  يهاه یسو  یيزاي ماريب  و   بقا  در  تواننديم  دروفورهايس  جمله   از  آهن  جذب

Gehring et al., 1998).  ژن  نظر،  نیا  از  entB  ي بررس  و  حدت  فيتخف  نه يزم   در  ندهیآ  مطالعات  يبرا  بالقوه  اهداف  از  يكی  عنوانبه   تواندي م  

 .رديگ قرار توجه  مورد آهن جذب يهاسامانه  نقش

  ي طراح  يبرا PAM مناسب گاهیجا يدارا و دارد قرار entB ژن از شدهحفاظت ياه يناح در شدهانتخاب هدف يتوال كه  داد نشان يطراح  جینتا

gRNA   .ژن  يتوال  يسازفیردهم   نيهمچن  است  entB  مختلف   ه یسو  شش   در  E. coli  سروگروه  O2   يشدگحفاظت   از  ژن  ن یا  كه   داد  نشان  

 تواند يم  شدهحفاظت  ه يناح  در  هدف  يتوال  يريقرارگ  رایز  دارد،  تياهم  gRNA  و  مریپرا   يطراح  نظر  از  موضوع  نیا  است.  برخوردار  یيبالا

  ينيپروتئ  يتوال بر شدهمشاهده يدينوكلئوت راتييتغ اثر حال، نیا با دهد. شیافزا مشابه  يهاه یسو در را شدهي طراح سازه يریكاربردپذ احتمال

 .است يلي تكم يهاي ابیارز ازمندين و نشد يبررس العه مط  نیا در ژن عملكرد ای

  رشد  شد.  انجام  وكتور  با   gRNA  يارشته دو  قطعه   شنيگی لا  سپس  و  BbsI  م یآنز  با   pTargetF  وكتور  يسازي خط  سازه،  ساخت  مرحله   در

 ي رو  رشد  حال،   نیا   با  بود.  DH5α  يهاسلول   به   مقاومت  ژن  يدارا  ديپلاسم  انتقال  دهندهنشان  نيسینوماياسپكت  يحاو  طيمح  يرو  هاي كلن

 مشاهده   شد.   انجام   Colony PCR  از  استفاده  با   سازه  دیيتأ  ل،يدل  نيهم  به   . ستين  يكاف  gRNA  قطعه   ورود  دیيتأ  ي برا  یيتنهابه   يانتخاب  طيمح
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 در  بينوترك  سازه  و  گرفته   قرار  pTargetF  وكتور  در  gRNA  قطعه   كه   داد  نشان  بازجفت   ۱۵۰  و   ۲۷۰  ، ۴۰۰  يهااندازه  با  انتظار  مورد  يباندها

 .است شده دیيتأ PCR سطح

 سازه  ي PCR  د یيتأ  و   ساخت  مرحله   به   محدود  مطالعه   نیا  ج ینتا  كه   داشت  توجه   د یبا  ب،ينوترك  ناقل  ساخت   و   ي طراح  در  ت يموفق  وجود  با

 ژن،   يسازرفعال ي غ  ای حذف  يبررس  ،entB  ژن  در  جهش  جادیا  ،O2  سروگروه  E. coli  يزايماريب  ه یسو  به   سازه  انتقال  پژوهش،  نیا  در  است.

  entB  ژن   كه   كرد   ادعا   حاضر   جینتا   اساس  بر   تواني نم  ن،یبنابرا   است.   نشده  انجام  حدت   كاهش  ا ی  آهن  جذب  كاهش  يپيفنوت  يابیارز  و

 سازه  يتوال   نييتع  جمله   از  يل يتكم  يهاشیآزما  انجام  سامانه،  نیا  عملكرد  دیيتأ  يبرا  است.   افته ی  كاهش  يباكتر  یيزايماريب  ای   شده  رفعاليغ

  ا ی  يپيفنوت   يابیارز  و  آهنكم   طیشرا  در  رشد  ي بررس  ، entB  ژن  در  جهش  دیيتأ  هدف،  ه یسو  به   سازه  انتقال  ، off-target  يبررس  ب،ينوترك

 .است يضرور یيزايماريب

  انجام  ت يموفق  با  entB  ژن  ي اختصاص  gRNA  حامل   pTargetF  بينوترك  ناقل   ساخت  و   يطراح   كه   داد  نشان   پژوهش  ن یا  ج ینتا  مجموع،  در

 آهن  جذب در  آن   نقش   ي بررس  و   entB ژن  يريگهدف   نه يزم  در  يبعد  مطالعات  ي برا  ي مقدمات  ابزار  ک ی  عنوانبه   تواندي م   سازه نیا   است.   شده

  مقاومت  درباره  هاي نگران  شیافزا   به   توجه   با   . رديگ  قرار  استفاده  مورد  وريط  Escherichia coli  يزايماريب  يهاه یسو  حدت   ف يتخف  و

  ي طراح  يبرا  ندهیآ  مطالعات  سازنه يزم  تواندي م   CRISPR/Cas9  مانند  هدفمند  يكيژنت  يابزارها  توسعه   ،یيایباكتر  يهاه یسو  در  يكيوتيبيآنت

 .( Hryhorowicz et al., 2017; Wang et al., 2023) باشد یي ا یباكتر  يهاعفونت كنترل در نیگزیجا يراهكارها

  PCR  تأیيد  شد.  كلون  pTargetF  وكتور  در  و  طراحي   موفقيت  با   entB  ژن  اختصاصي   gRNA  پژوهش،  این  نتایج   براساس کلی:    گیرینتیجه

  مطالعات  براي  مقدماتي  ابزار  یک  عنوانبه   تواندمي   سازه  این  است.  گرفته   قرار  موردنظر  وكتور  در  gRNA  قطعه   كه   داد  نشان  نوتركيب  سازه

  زاي بيماري  هايسویه   حدت  تخفيف  در  ژن  این  نقش  ارزیابي  و  ژني  ویرایش  كارایي  بررسي   ،entB  ژن  گيريهدف  زمينه   در  بعدي

Escherichia coli  توالي  تعيين  جمله   از  تكميلي   هايآزمون  انجام  نيازمند  سامانه   این   عملكرد  تأیيد  حال،   این  با   گيرد.   قرار  استفاده  مورد  طيور  

 است. آهنكم  شرایط در فنوتيپي ارزیابي و  entB  ژن در جهش ایجاد بررسي  هدف، سویه   به  انتقال سازه،
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