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)کریسپر( به عنوان ابزار قدرتمندی برای  CRISPR/Cas9ویرایش ژنوم مبتنی بر فناوری 

سرعت در حال گسترش است. یکی از مزایای این فناوری امکان اصلاح گیاهان زراعی به

خارجی در گیاه است. برای این منظور نیاز است که  DNAهای هدف بدون درج دستورزی ژن

( به سلول گیاهی منتقل RNP) RNA-راهنما بصورت کمپلکس پروتئین  RNAو Cas9آنزیم 

است. هدف  RNPدر آزمایشگاه مقدمه آزمایشات کریسپر مبتنی بر  Cas9شوند. از اینرو تولید 

در  Cas9 در این پژوهش ژن بود. E. coliدر باکتری  Cas9این پروژه بیان و تخلیص آنزیم 

منتقل شد. نتایج  CodonPlusی سویهE. coli ری کلون و به باکت pBADM30ناقل بیانی 

را تایید  pBADM30در ناقل  Cas9ی آنزیمی وجود ژن و هضم دوگانه PCRاز کلونی  حاصل

القا شد و سپس آنزیم   L-Arabinoseدرصد 2/1با اعمال  Cas9نمود. در مرحله بعد بیان 

Cas9 حلول تخلیص شد. الکتروفورز با استفاده از ستون میل ترکیبی نیکل از کل پروتئین م

SDS-PAGE  حضور پروتئینCas9  180با وزن ملکولی حدود kDa  در پروتئین کل و پروتئین

توان گفت که پس از سنجش توجه به نتایج به دست آمده میبا  .تخلیص شده را نشان داد

هنما برای را RNA  توان از این آنزیم به همراهتخلیص شده می Cas9فعالیت کاتالیکی آنزیم 

و انتقال آن به گیاه با روش پروتوپلاست یا الکتروپوریشن، برای  RNPبندی کمپلکس سرهم

 ویرایش ژنوم استفاده کرد.

 

 

 

 های کليدی واژه
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میزان  DNAای هدفمند در های دو رشتهاثبات اینکه شکست

دهد، یک پیشرفت اساسی برابر افزایش می 1111ویرایش ژن را تا 

. شکست (Choulika et al. 1995)ی ویرایش ژنوم بود در زمینه

های دورشته ای در سلول های یوکاریوتی با استفاده از دومسیر 

NHEJشوند: سیستم نوترکیبی غیرهمسان )اصلی ترمیم می
( و 1

HDRمبتنی بر نوترکیبی همسان ) DNAسیستم تعمیر 
2 )(Puchta 

et al., 1996)که . در حالیNHEJ  ممکن است منجر به ترمیم

های مختلف شود، اقص و در نتیجه طیف وسیعی از جهشن

تواند ویرایش دقیق ژن را با استفاده از الگوهای می HDRفرآیند 

DNA ی که حاوی توالی مورد نظر است میسر کند. در دو دهه

ی اگذشته چندین فناوری که قادر به ایجاد شکست های دو رشته

اند، از جمله نوکلئازهای هستند توسعه یافته DNAهدفمند در 

ی انگشت روی، مگانوکلئازها، نوکلئازهای موثر فعال کننده

-CRISPRهای مرتبط با سیستم ( و پروتئینTALENsرونویسی )

Cas )کریسپر( (Puchta and Fauser 2014) . به فناوری کریسپر

دلیل سادگی، کارایی و تطبیق پذیری بالا، به سرعت به فناوری 

های کاربردی ویرایش ژنوم تبدیل شده انتخابی برای اکثر برنامه

های گذشته . در سال(Doudna and Charpentier 2014)است 

با   Streptococcus pyogenesجداشده از باکتری Cas9آنزیم 

های مختلف گیاهی استفادهموفقیت برای اصلاح ژنوم در گونه

 RNAها . در اکثر این آزمایش(Kumar and Jain 2015)است شده

ای بمباران ذره با استفاده از اگروباکتریوم یا Cas9راهنما و توالی 

 DNAاند. در هر دو مورد، به سلول گیاهی وارد داده شده

واردشده اغلب در ژنوم گیاه ادغام شده و منجر به عوارض جانبی 

مختلفی مانند اختلال در ژن، موزاییکی شدن فنوتیپ گیاه، و برش 

. برای کاهش این (Kanchiswamy 2016)شود خارج از هدف می

شود و سپس به گیاه هدف منتقل می Cas9اثرات منفی، ابتدا 

RNA  های هدف بطور جداگانه به این گیاه تراریخته حاویCas9 

، که روشی موفقیت آمیز (Svitashev et al. 2016)شود وارد می

                                                           
1 Non-homologous end joining 
2 Homology directed repair 

و   Cas9بر است. روش استفاده از کمپلکس نوکلئازولی زمان

sgRNA  که به روشRNP
معروف است، روش امیدبخشی است  3

های ایمنی سلول میزبان که با سرعت بیشتر همراه با کاهش پاسخ

خارجی در ژنوم میزبان امکان ویرایش  DNAو بدون نیاز به درج 

ویرایش ژنوم در  .(DeWitt et al., 2017)آورد ژنوم را فراهم می

به  RNPsهای انسانی کشت شده و با استفاده از انتقال سلول

. با (Liang et al., 2015)ی الکتروپوریشن انجام شده است وسیله

ی سلولی، استفاده از این حال در گیاهان وجود دیواره

غیرممکن کرده است. انتقال  الکتروپوریشن را سخت و تقریبا

RNP های گیاهی روش دیگری است که در به پروتوپلاست

چندین گونه گیاهی با موفقیت برای ویرایش ژنوم به کار گرفته 

امروزه از  .(Lin et al., 2022; Zhang et al., 2022)شده است 

باکتری اشرشیا کلای، به دلیل سرعت بالا و هزینه پایین تولید، 

 Demain and)شود های نوترکیب استفاده میبرای تولید آنزیم

Vaishnav, 2009) علاوه بر این بسته به خواص پروتئین .

های مختلف اشرشیا کلای تولید شده است که موردنظر، سویه

باعث شده بتوانیم به چالش هایی که ممکن است در طول تولید 

باشد غلبه کنیم های نوترکیب وجود داشتهبرخی پروتئین

(Tripathi 2016) برای مثال با توجه به تفاوت ترجیح کدونی در .

ها، در غالب موارد بیان پروتئین ها و یوکاریوتپروکاریوت

شود. یکی از یوکاریوتی در باکتری با راندمان پایین انجام می

هایی که برای بیان ژن های یوکاریوتی در باکتری مهمترین سویه

 باشدمی BL21-CodonPlus (DE3)ی شود سویهاستفاده می

تولید  RNPمبتنی بر  CRISPR.اولین قدم برای انجام آزمایشات 

است. هدف از این پژوهش بیان و تخلیص آنزیم  RNPکمپلکس 

Cas9 .در باکتری است 

 BL21(DE3) CodonPlusو Top10در این پژوهش از دو سویه 

نوترکیب سازی و بیان پروتئین باکتری اشرشیا کلای جهت همسانه

 Cas9استفاده گردید. آغازگرهای مناسب جهت تکثیر ژن 

                                                           
3 Ribonucleoprotein 

  مقدمه

  هامواد و روش
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 (. آنزیم های برشی 1ازشرکت سیناکلون تهیه گردید )جدول 

EcoRI ی کاتالوگ )شمارهER0271  ساخت شرکتThermo 

Fisher و )HindIII ی کاتالوگ )شمارهER0501  ساخت شرکت

Thermo Fisher و آنزیم )T4  لیگاز از شرکتThermo Fisher 

Scientific .تهیه شد 

 ;pCas9-TPC (Lin et al., 2022از پلاسمید  Cas9برای تکثیر ژن 

Zhang et al., 2022) ،  به عنوان الگو استفاده شد. برای این منظور

باااا  PCR( بااارای 1)جااادول  Cas9-Rو  Cas9Fاز پرایمرهاااای 

سایکل،   11درجه سانتیگراد  82چ داون بصورت پروفایل دمایی تا

ساایکل،  5درجااه سااانتیگراد  22ساایکل،  5 درجاه سااانتیگراد،  01

 31درجاه ساانتیگراد    55سایکل،   31درجاه ساانتیگراد    82سپس 

ثانیاه، و در   11سیکل و هر سیکل  31درجه سانتیگراد  22سیکل ،

یی در درجه سانتیگراد به عنوان بسط نها 22نهایت دو دقیقه دمای 

 PCRاستفاده شد. ترکیب واکانش   Biometraدستگاه ترموسایکلر 

 dNTPs(، 1xشاامل باافر واکانش )    میکرولیتاری  51یک واکنش 

(200µM)پرایماار ، ( 0.5هااای رفاات و برگشااتµM،)  پلاساامید

pCas9-TPC (50ng و آنزیم )Q5 (0.2U)   بود. به منظور کااهش

ی ماراز در ایان   به عنوان پل NEBشرکت  Q5خطای تکثیر، آنزیم 

مرحله مورد استفاده قرار گرفات. ساپس واکانش هضام آنزیمای      

به  HindIIIو  EcoRIتوسط دو آنزیم  PCRدوگانه روی محصول 

ساعت انجام شاد و محصاول هضام آنزیمای روی ژل       12مدت 

الکتروفاورز   TAEدرصد، تهیه شده با استفاده ار باافر   2/1 آگاروز

 Greenرکیاب فلئاور سانت    شد. جهت آشکارساازی بانادها از ت  

Viewer      ساخت شرکت پارس طوس زیسات فنااور( باا غلظات(

 01درصد در ژل آگارز استفاده شد. ژل مورد نظر به مادت   11/1

ولت( الکتروفورز شاد.   21ولت بر سانتی متر ) 11دقیقه و با ولتاژ 

ی باند مورد نظار، باا اساتفاده از پانس و اساکالپل      بعد از مشاهده

از روی ژل جدا شده و با استفاده از کیت تخلیص ژل استریل باند 

ناقاال بیااانی   )شاارکت دنازیساات( تخلاایص و بازیافاات شااد.   

pBADM30     نیز تحت واکنش هضم آنزیمی دوگاناه باا دو آنازیم

EcoRI  وHindIII  سااعت قارار گرفات و محصاول      10به مدت

ی قبال  مرحلاه  هضم آنزیمی و قطعه تخلیص شده از روی ژل در

 قرار گرفتند.   T4 Ligaseلیگاسیون توسط آنزیم  تحت واکنش

 

 Cas9. توالی آغازگرهای استفاده شده برای تکثیر ژن 1جدول شماره 

 

 T4 Ligaseی قبل تحت واکانش لیگاسایون توساط آنازیم     مرحله

مساتعد اشرشایا کلای     قرار گرفتند. محصول لیگاسیون به بااکتری 

Top10   که به روش ایناو(Sambrook and Russell 2006)،   تهیاه

شده بود به روش شوک حرارتی انتقال داده شد. به طاور خلاصاه   

میکرولیتاار  51میکرولیتاار از محصااول لیگاساایون بااه  5/2مقاادار 

دقیقه روی یخ انکوبه شد.  31باکتری مستعد اضافه شد و به مدت 

 ثانیه 15درجه سانتیگراد به مدت  12سپس شوک گرمایی به مدت 

دقیقاه روی یاخ    2مجددا باه مادت    باکتری داده شد و باکتری ها

ماای  حااوی عصااره     LBمیکرولیتار   851گذاشته شدند و مقدار 

( روی آن g/l11) peptone( و g/l 11) NaCl(، g/l 5مخماااااار )

درجاه ساانتیگراد    32دقیقاه در دماای    81ریخته شد و باه مادت   

 LBمیکرولیتر از باکتری روی محیط  211انکوبه شد. سپس مقدار 

انتی بیوتیک آمپی سایلین پخاش شاد و     µg/ml 111جامد حاوی 

درجاه ساانتیگراد قارار     32سااعت در دماای    12پلیت باه مادت   

 LBمیلای لیتار    3در  PCRهای تایید شده با کلونی گرفت. کلونی

 32سااعت در دماای    12مای  حاوی آمپی سایلین کشات شاد و    

 Grimm)درجه سانتیگراد انکوبه شدند. پلاسمید به روش سیلیکا 

and Voß-Neudecker 2003)  استخراج شد و پس از تایید صحت

پلاساامید بااا انجااام هضاام آنزیماای، ایاان پلاساامید بااه باااکتری   

CodonPlus   به روش شوک حرارتی انتقال داده شد و روی پلیات

 توالی آغازگرها

 

Primers sequence   

 

 

 آغازگرها

Primers 

(5′→3′) 

 

 

 

 

CCGGAATTCAATGGATAAGAAGTACTC 

Forward 

(Cas9_F) 

 رفت

 

 

 

CGCAAGCTTTCAAACCTTCCTCTTCTT 

 

Reverse 

(Cas9_R) 

 برگشت

 

 

 

CCTTGGTGATCTCGGTGTTCAG 

 

Reverse 

(Cas9_R1) 

 برگشت
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LB   جاماااد حااااویµm/ml 111   ،آمپااای سااایلینµg/ml 31 

و باه مادت    اسپکتینومایسین پخش شد µg/ml 25کلروامفنیکل و 

انکوبه شد. یک کلاونی بااکتری باه     درجه 32ساعت در دمای  10

 µg/ml 31آمپای سایلین،    µm/ml 111حااوی   LBمیلی لیتار   11

اسپکتینومایسین تلقیح شد و باه مادت    µg/ml 25کلروامفنیکل و 

انکوبه شاد. پاس    rpm 251درجه و دور  32ساعت در دمای  12

 11میکرولیتر کشت شبانه در پنچ فالکون حااوی   111از آن مقدار 

سااعت   5شد و به مادت   حاوی انتی بیوتیک تلقیح LBتر میلی لی

انکوبااه شااد تااا  rpm 251درجااه سااانتیگراد و دور  32در دمااای 

برساد. بعاد از رسایدن     5/1حدود  OD600غلظت محیط کشت به 

 L-Arabinoseمورد نظر چهار غلظات متفااوت    ODباکتری ها به 

ر و باه مقادا   درصاد  1112/1و 112/1، 12/1، 2/1به غلظت هاای 

میلی لیتر کشت باکتری  11میکرولیتر به چهار فالکون حاوی  111

درجاه ساانتیگراد و    32سااعت در دماای    1اضافه شد و به مدت 

انکوبه شد تا پروتئین مورد نظر القا شود و پاس از   rpm 251دور 

پاروتئین   .(Invitrogen 2010)آن اساتخراج پاروتئین انجاام شاد     

استخراج شده پس از غلظات سانجی توساط دساتگاه ناانودرا       

 SDS-PAGE روی ژل Thermo Fisher Scientificشااارکت 

الکتروفااورز شااد و ژل بااا روش کوماساای بلااو رناا  آمیاازی     

. برای القا در سه دمای متفاوت ساه فاالکون   (Spector, 1978)شد

حاوی انتی بیوتیک تلقیح شد و به مادت   LBمیلی لیتر  31حاوی 

انکوباه   rpm 251درجاه ساانتیگراد و دور    32ساعت در دمای  5

 ODبرسد. بعد از رسایدن بااکتری هاا باه      OD600~0.5شد تا به 

القاا و  درصد  2/1با غلظت   L-Arabinoseمورد نظر، باکتری ها با

درجاه   32و  31، 12ساعت در سه دمای مختلاف   10برای مدت 

ساتیگراد قرار گرفتند. بعد از القای پروتئین مورد نظر، بااکتری باه   

  15و باه مادت    rpm 3511باا دور   میلی منتقال شاد و   51تیوب 

میلی لیتر بافر لیزکننده )  2دقیقه سانتریفیوژ شد. رسوب باکتری با 

و ایمیادازول   mM 311کلسایم کلرایاد   ، mM 51سدیم فسافات  

mM 11 ،2 pH   مخلوط شد و به آن لیازوزیم )mg/ml 1   اضاافه

دقیقه روی یخ انکوباه شادند. ساپس     31شد و سلول ها به مدت 

 ثانیه ای و 31سیکل  2سلول ها با استفاده از دستگاه سونیکاتور با 

 gکلیوهرتز  لیز شدند. پاس از آن سالول هاا باا دور      11فرکانس 

درجااه سااانتیگراد   1دقیقااه در دمااای   31و بااه ماادت   12111

سانتریفیوژ و فاز رویای باه تیاوب تمیازی منتقال شاد. تخلایص        

اساتفاده از ساتون کرومااتوگرافی تماایلی و      پروتئین نوترکیب باا 

محصول   P6611)شماره کاتالوگ: NTA agarose - Ni ماتریکس

 ازنده انجام شد.مطابق دستورالعمل شرکت سسیگما شرکت 

 

 Cas9لازم بود که حضور ژن ، Cas9پس از همسانه سازی ژن  

ی ژنی هدف به تایید گردد. به همین دلیل سازه pBADدر ناقل 

منتقل شد و کلونی  Top10سویه  E. coliسلول مستعد باکتری 

های رشد یافته روی محیط انتخابی با استفاده از آزمون کلونی 

PCR ا استفاده از آغازگرهای بCas9-F  وCas9-R1  ( 1)جدول

جفت بازی مربوط به ژن  1111بررسی شدند. حضور قطعه ی 

علاوه بر (. 2Aکلونی مشاهده شد  )شکل  5کلونی از  3هدف در 

به منظور تایید بیشتر حضور ژن هدف  PCRانجام آزمون کلونی 

انجام شد.  های مثبت استخراج پلاسمیداز کلونی pBADدر ناقل 

های استخراجی انجام عمل هضم آنزیمی دوگانه روی پلاسمید

و  EcoRIهای برشی شد و بعد از عمل هضم آنزیمی با آنزیم

HindIII ی جفت بازی مربوط به سازه 1211و  1111ی دو قطعه

 (. پس از تایید همسانه سازی شده 2Bژنی آزاد شدند. )شکل 

 (.1است )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  نتایج و بحث

 و EcoRI برشیبین دو جایگاه  Cas9 ژنحاوی  pBADM30 نمایی شماتیک از ناقل  -1شکل 

HindIII درج شده است 
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رونویسای و بیاان    L-Arabinoseدر حضور  PBADM30در ناقل 

قرار گرفته آغااز مای    araBADقطعه مورد نظرکه بعد از پروموتر 

ساطوح بسایار    L-Arabinoseشود. این در حالی است که در نبود 

 L-Arabinoseشود. با تغییار غلظات   پایینی از رونویسی ایجاد می

 1کناد، اساتخراج پاروتئین پاس از     تغییار مای  سطح بیان پروتئین 

انجام شاد. نموناه    L-arabinoseساعت القا توسط القاگر شیمیایی 

الکتروفاورز شادند )شاکل     SDS-PAGEها جهت انالیز روی ژل 

3A    کیلاو دالتاون    121(، پس از بررسی نتاایج باناد حادودCas9 

GST  روی ژل مشاااهده شااد، از آنجااا کااه پااروتئینGST  همااراه

ئین هدف بیان شده است و این پاروتئین دارای وزن ملکاولی   پروت

و وزن  (Hayashi and Kojima, 2008)باشاد کیلودالتاون مای   20

، ماا   (Jinek et al., 2014)اسات کیلاو دالتاون    Cas9 152ملکولی 

4900bp 

 
1000bp 

 

ساخت شرکت  SM0191شماره کاتالوگ:  : مارکر اندازه )pBAD .Mجهت تایید حضور ژن هدف در ناقل  PCRآنالیز کلونی  A:-2شکل 

Thermo Fisher  ،)1 ژن ( کنترل مثبت :Cas9  از ناقلpCAS9  )2  کنترل منفی )آب(. 2: کلونی ها ، 0تا:B:  آنالیز هضم آنزیمی جهت

: 3تا1(، چاهک های Thermo Fisherساخت شرکت  SM0191شماره کاتالوگ:  : مارکر اندازه )pBAD :Mل تایید حضور ژن هدف درناق

 کلونی های مثبت.

 

، شرکت سازنده: سیناکلون(، چاهک SL7012: مارکر اندازه )شماره کاتالوگ: SDS-PAGE .Mنتایج استخراج پروتئین نوترکیب بر روی  A: -3شکل  

استخراج پروتئین و تخلیص آن در دماهای  نتایج Cas9 .:Bحاوی ژن  pBADناقل  2تا  5و چاهک های  Cas9بدون ژن  pBAD ,,ناقل 1تا  1های 

به ترتیب پروتئین 5تا  3، چاهک های Cas9: پروتئین کل بدون ژن 2: مارکر اندازه, چاهکSDS-PAGE :Mساعت بر روی  10ف القاء ژن به مدت مختل

 درجه سانتیکراد 32و  31، 12به ترتیب پروتئین تخلیص شده در دماهای  2تا  0درجه سانتیگراد و چاهک های  32و  31، 12کل القا شده در دماهای 
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(. بارای  3Bکیلو دالتون را مشاهده کاردیم )شاکل    121باند حدود

 3های  تعیین بهتربن دما برای القاء پروتئین نوترکیب نیز ) چاهک

شکل ( در دماهای مختلف بیان شاد، و از آنجاا کاه غلظات      5تا 

ها برابار اسات و باناد پاروتئین     شده در چاهکپروتئین بارگذاری

توان نتیجاه ژل میال ترکیبای نیکال یاک      مورد نظر پررن  تر می

اسات،   IMACمحلول کروماتوگرافی میل ترکیبی ساکن فلازی یاا   

 His-tagکه برای تخلیص پروتئین هایی با دنباله پلی هیستیدین یا 

Niی تعامل بین یون های فلزی بر پایه IMACشود. استفاده می
2+  

ی حرکات باا زنجیاره هاای جاانبی اساید آمیناه       در ماتریکس بای 

باشد، بنابراین پروتئین مورد نظار ماا   شود میهیستیدین بر قرار می

در مااتریس ساتون    N- terminalدر سامت   His-tagکاه حااوی   

و ایمیادازول   pHشود و پس از آن با باافر هاای تنظایم    حفظ می

رفته و پروتئین مورد نظار  پیوند بین هیستیدین و ماتریکس از بین 

دهاد یاک باناد    می نشانشود، همانطور که ژل از ستون شسته می

 میلی مولار 251کیلو دالتون در فرکشن بافر شستشو با  121حدود

ایمیدازول مشخص شده که مربوط باه پاروتئین هادف ماا اسات      

 (.1)شکل 

نوترکیااب  Cas9و تولیاد   در ایان پاژوهش بااه طارح کلاای بیاان    

. این پروتکال چهاارچوبی را بارای مطالعاات بیشاتر در      پرداختیم

در آینده را تسهیل خواهاد کارد. در    RNPمورد تخلیص و روش 

نوترکیب گیااهی باا بااکتری     Cas9این پژوهش نشان داده شد که 

CodonPlus  حاوی یک پلاسمید اسات  بیان شد چون این باکتری

رند، کاه  های کمیاب روی آن قرار دا tRNAکه ژن های کد کننده 

نسبت به بقیه ی سویه ها تمام کدون های یوکااربوتی را پوشاش   

داده و همچنین میزان بیان بیشتری نسبت به مابقی سویه هاا دارد،  

و  argU ,ileY ,leuWهااای  tRNAایاان سااویه باااکتری دارای  

است و مناسب برای بیان پروتئین ارگانسایم هاایی    proLهمچنین 

هستند. با اینکه در این  CGو  AT باشد که حاوی ژنوم غنی ازمی

برای تخلیص استفاده کاردیم، اماا    His-tagپژوهش ما از برچسب 

است که در بسیاری از ماوارد ایان    اینGST دلیل اصلی استفاده از

پروتئین، پروتئین نوترکیب را از پروتئولیز درون سلولی محافظات  

ر تثبیات  کرده و آن را در بخش محلول به عنوان منومر یا همودایم

، و باعث بیان سطح بسیار باالایی از  (Parker et al., 1990)کند می

پروتئین هدف می شود. پژوهش ما نشان داد کاه بهتارین غلظات    

باشد و بهترین دما برای درصد می 2/1 غلظت L-arabinoseالقاگر 

ساعت بود  10درجه سانتیگراد پس از  31دمای  Cas9القای آنزیم 

 (.2)جدول

 
 اندازه گیری غلظت پروتئین ها با استفاده از دستگاه نانودرا  -2جدول 

(Thermo Fisher) 
 Cas9غلظت 

(µg.ml
-1

) 

 دمای القا

 )درجه سانتیگراد(

121 12 

215 31 

133 32 

 

 کلی نتیجه گیری

با توجه به نتایج به دست آمده می توان گفت که پاس از سانجش   

  می تاوان از ایان آنازیم باه هماراه      Cas9فعالیت کاتالیکی آنزیم 

RNA  راهنما جهت ساخت کمپلکسRNP  برای ویرایش ژنوم در

 به پروتوپلاست استفاده کرد RNPگیاهان، از طریق انتقال 

 

 

نمونه های حاصل از تخلیص  SDS-PAGEتجزیه و تحلیل   -1شکل 

مارکر پروتئینی  .به دست آمده طی خالص سازی ستون نیکل Cas9پروتئین 

(M(پروتئین کل ،)بافر 1 ،)wash (2 بافر شستشو حاوی ،)میلی مولار  251

(، بافر 3ایمیدازول تکرار اول حاوی پروتئین نوترکیب با غلظت  بالاتر )

میلی مولار ایمیدازول تکرار دوم حاوی پروتئین نوترکیب  251شستشو حاوی 

 (1با غلظت کمتر)
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 و قدردانیتشکر 

جهات   (دانشاگاه کارلساروه آلماان   ) Puchta Holger  از پروفسور

 ،و از آقااای دکتاار جااواد نجفاای  TPC-pCas9 ارسااال پلاساامید

و  pBADM30 جهت ارساال پلاسامید  (کپنهاگ دانمارک دانشگاه)

 گرددقدردانی می CodonPlus باکتری
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