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ايـن   .نماينـد درجه بالايي از تنوع زيستي را عرضه مي بوده و بر روي كره زمين ها پايه و اساس حياتريز سازواره
هاي متابوليـك و محصـولات   هاي جديد، مسيرتواند در جهت افزايش شناخت ژنتنوع عظيم ژنتيكي و زيستي مي

تشكيل ت علمي را ها بخش مهمي از تحقيقاسازوارهشناسايي تنوع ژنتيكي و زيستي ريز. آن مورد استفاده قرار گيرد
تـوان در شـرايط آزمايشـگاه كشـت داد كـه ايـن موضـوع در درك        هـارا نمـي  سـازواره بسياري از ريز .دهدمي

راه حل مناسب رفع اين مشكل استفاده . نمايدفيزيولوژي، ژنتيك و اكولوژي جامعه ميكروبي محدوديت ايجاد مي
يكـي  . هاي مستقل از كشت اسـت سازي با استفاده از روشهاز دانش و ابزاري جامع به نام متاژنوميكس يعني همسان

 PCR DNAاسـت كـه در آن محصـول     DGGE-PCRگيـري ژن در متـاژنوميكس  ها در هـدف از بهترين روش
در گروه هـاي عمـده ميكروبـي     16S rRNAاستخراج شده از جوامع ميكروبي، به كمك آغازگرهاي اختصاصي 

آيـد كـه   در گروه هاي يوكاريوتي به دست مي  18S rRNAاز آغاز گرهايمانند باكتري ها، آركي ها و استفاده 
تكنيكـي بـراي جداسـازي قطعـات اسـيد       DGGE .نتيجه آن تكثير قطعاتي هم اندازه و با طول يكسان مـي باشـد  

ش با استفاده از رو. نوكلئيك است كه از لحاظ اندازه توالي يكسان بوده اما به لحاظ محتواي توالي متفاوت هستند
DGGE در مقياس بزرگ مي تواند ساده تر و سريع تـر  ريز سازواره ها، تشخيص بيماري هاي ميكروبي و شناسايي

در اين بررسي سعي شده به طور خلاصه به مكانيسم اجـرا، كاربردهـا، مزايـا و معايـب ايـن فنـاوري       . به دست آيد
  .پرداخته شود
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   مقدمه
 براي درك بهتر فرآيندهاي زنده اغلب مي توان آنها را درامروزه 

ريز ( كوچك و ميكروسكوپي جاندارانسيستم هاي ساده مانند 
 بوده وپايه و اساس حيات بر روي كره زمين كه   )سازواره ها
به  ،عرضه مي نمايند با طيف وسيعي را تنوع زيستيهمچنين 

ريز . مانند انسان مورد مطالعه قرار دادپيچيده  ساختارك يجاي 
داراي بسياري از خواص مشابه با موجودات زنده  سازواره ها

بسياري از آنها داراي توانايي تخريب به طور مثال  .پيچيده هستند
د بوده و همچنين قادر به ساخت داروهاي جديد در زمينه يمواد زا

و يا حتي پزشكي، ساخت پلاستيك هاي سازگار با محيط زيست 
در نتيجه، . ساخت برخي از مواد تشكيل دهنده غذا هستند

بخش مهمي از  شناسايي تنوع ژنتيكي و زيستي ريز سازواره ها
،  Hugenholtz and Pace 1996(شود تحقيقات علمي را شامل مي

 Rappe and Giovannoni  2003;  Shelswell  2004( . تعداد كل
 است  شده برآورد   4- 6 × 3010 هسته داران  شبه سلول هاي 

)2005  Schloss and Handelsman (گونه  810تا  610از  كه
تجزيه مبتني بر يتاكسونوميك متمايزگروه هاي (ژنتيكي مجزا 

اين تنوع ). Amman et al. 1995(تشكيل شده اند ) توالي ژن
مي تواند در بهبود شناخت ژن هاي  عظيم ژنتيكي و زيستي

مورد استفاده قرار  هاابوليك و محصولات آنجديد، مسيرهاي مت
كه در روش  داده اندبررسي ها نشان ). Cowan 2000(گيرد 

تنها بخشي از تنوع ميكروبي در آناليزها وارد  "1كشت ميكروبي"
رود از جامعه ميكروبي از دست مي عظيميشود و بخش مي

) ;1996  Hugenholtz and Pace ;Amman et al. 1995

Hugenholtz et al. 1998 ( و به تبع آن نيز نتايج حاصله نمي تواند
به  ددهآيينه تمام نمايي از آنچه در محيط مورد بررسي رخ مي

سال  5وري هاي متاژنوميكس در بيش از اتوسعه فن. حساب آيد
 شبه هسته دارانگذشته، دسترسي به بسياري از اطلاعات ژنتيكي 

كشت  ون استفاده ازموجود در نمونه هاي زيست محيطي را بد
و   Schlossand Handelsman 2003( فراهم كرده است

Stevenson et al. 2004( .تواند كمك قابل توجهي اين مسئله مي
به ادراك جامع و كامل محققين از جامعه ميكروبي نموده و به 

                                                            
1 Microbial culture 

هاي كاربردي مطالعات ميكروبي مانند دنبال آن در پيشرفت عرصه
، پزشكي، صنعت نفت و غيره نقش كشاورزي، صنايع غذايي

 .بسزايي داشته باشد

  
  متاژنوميكس

از شبه هسته داراني محيط زيست را نمي توان  درصد 99بيش از 
در شرايط ، با استفاده از فناوري هاي كشت ميكروبي موجود

محدوديت در درك  سببآزمايشگاه كشت داد كه اين موضوع 
راه حل . روبي مي گرددژنتيك و اكولوژي جامعه ميك ژي،فيزيولو

جامع به نام  يمناسب رفع اين مشكل استفاده از دانش و ابزار
تنوع  ا،ه متاژنوميكس است كه در آن بدون كشت ميكروارگانيسم

در اين . بررسي مي شود نظرميكروبي موجود در محيط مورد 
به طور مستقيم از نمونه هاي زيست  2كل ميكروبي DNA ،روش

و ارزيابي هاي ژنتيكي بر روي آن به انجام  شدهمحيطي استخراج 
پيشرفت هاي اخير در فناوري هاي توالي يابي از قبيل . مي رسد

و روش هاي محاسباتي و  4گان، پايروسكونسينگ 3شات
ب پيشرفت دانش متاژنوميكس در ارائه سببيوانفورماتيك 

در  5تغير قابل كش سازواره هايريز زندگياجمالي از  يديدگاه
در واقع متاژنوميكس عرصه اي جديد و . گاه گرديده استآزمايش

ات تحقيق. تركيب يافته از زيست شناسي مولكولي و ژنتيك است
، ژنوميكس عملكردي و 6متاژنوميكسي با مطالعات نظم آرايي ژن

پروتئوميكس، متابولوميكس و همچنين مطالعات  ا،هبيان ژن
در حال حاضر ميكروسكوپي ارتباط و همبستگي نزديك داشته و 

بينش صحيحي را در حل مشكلاتي از قبيل تكامل ژنوم و عدم 
كه  ييتوانايي ما در درك جايگاه ويژه اغلب ميكروارگانيسم ها

از آنها تهيه نمود، ارائه داده است  ينمي توان كشت خالص
)Pontes et al. 2007  ; Allen and Banfield  2005(.  اين فناوري

به صورت يك فرايند چند مرحله اي بوده كه متكي بر چهار 
جداسازي ماده ژنتيكي كل  -1 .)1شكل ( مرحله اصلي مي باشد

   مطالعه  مورد   محيط  رد  موجود  ميكروسكوپي  موجودات زنده

                                                            
2 Total microbial DNA 
3 Shutgun 
4 Pyrosequencing 
5 Unculturable 
6 Gene array 
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استخراج  )ب  ؛جدا سازي ريز سازواره ها )الف ،يند متاژنوميكسافر -1شكل 

انتقال به ميزبان مورد نظر،  )د ؛انتقال ماده ژنتيكي به ناقل )ج  ؛ماده ژنتيكي
تجزيه و تحليل مواد ژنتيكي در  )ه ؛ساخت كتابخانه و انتخاب نوتركيب ها

  .كتابخانه متاژنوميكس
  
 - 4ساخت كتابخانه ژنومي  - 3ها انتقال مواد ژنتيكي به ناقل - 2

اطلاعات  .تجزيه و تحليل مواد ژنتيكي در كتابخانه متاژنوميكس
بدست آمده از كتابخانه هاي متاژنوميكسي مي تواند نقش بسيار 

ميكروارگانيسم ها در  يموثري در توسعه جنبه هاي كاربرد
گستره . زيست داشته باشدصنعت، كشاورزي، پزشكي و محيط 

وري متاژنوميكس به ابهره برداري از اطلاعات فراهم آمده از فن
گونه اي است كه مي تواند در ايجاد تعامل بهتر جامعه انساني با 

 .)Shelswell 2004(محيط زيست مورد استفاده قرار گيرد

  
  مطالعات متاژنوميكسي درروش هاي استخراج ماده ژنتيكي 

 DNAاج روش هاي استخر

مورد استفاده در مطالعات  DNAنوع روش استخراج 
نان از ينقش بسيار موثري در اعتبار و حصول اطم س،كيمتاژنوم
. كروبي موجود در نمونه دارديغنا و تنوع مدر بررسي  ،نتايج

سلول ها  هيهمتاژنومي، ت  DNAراهبرد اصلي جهت بدست آوردن 
ستقيم به دو روش ليز نمودن م. و ليز نمودن مستقيم آنهاست

 داده اند كهمطالعات نشان مكانيكي و شيميايي صورت مي گيرد 
در مقايسه با تيمارهاي  تنوع بيشتري را يروش هاي مكانيك

  اين حال، ليز   با  .)Niemi et al. 2001( دننمي ك فراهم   شيميايي
را استحصال  يبا وزن مولكولي بالاتر DNAشيميايي مي تواند 

ها با توجه به برخي ويژگي هاي خي از تاكسونبر درو  هدرك

) مانند تركيب ديواره هاي سلولي(بيوشيميايي منحصر بفردشان 
  .بهتر عمل كند

ميكروبي موجود در  يم كه در آن سلول هاير مستقيروش غ
 ،جداسازي مي شوند DNAس نمونه، پيش از استخراج يماتر
و  يمعدن يانده هياز آلا يبه حداقل رساندن مشكلات ناش سبب

ن روش، ميزان ياما در ا ،)Bey et al. 2010(شود  يم يبالاخص آل
  DNA ابد و علاوه بر آن، بسته به ياستحصال شده كاهش مي

س نمونه محيطي، راندمان يسلول ها به ماترشدت اتصال 
 گرفته و كاهش مي يابد يا منفي شوداستخراج تحت تاثير قرار

)Tabatabaei et al. 2010( .كروبي با تكيه يشتر مطالعات ميب لذا
مهم ت يمز. انجام مي شودDNA م استخراج يمستق يبر روش ها
بازده  آن است كه از نظر كمي DNAم استخراج يروش مستق

از سوي . م فراهم  مي نمايدينسبت به روش غير مستق بيشتري
ديگر با توجه به اعمال روند استخراج بر روي كل نمونه مورد 

هاي گونه كه در روشحذف بخشي از نمونه آن الاحتممطالعه، 
قات و متعاقب يغير مستقيم محتمل است و منجر به انحراف تحق

كروبي مي گردد، يچيده تر شدن نتايج بررسي جوامع ميآن باعث پ
  ).Bey et al. 2010(د شومنتفي مي 

مي تواند با هدف گيري اجزاي فعال  1ژنومغني سازي اي هراهبرد
 ; Borneman 1999(بي مورد استفاده قرار گيرد جمعيت ميكرو

1999 Urbach et al. .(نشاندار  تكنيك ايزوتوپ پايدار(SIP)2 ،
ايزوتوپ پايدار نشاندار بوده كه  يك سوبسترايشامل استفاده از 

در آن جداسازي براساس شيب چگالي سانتريفيوژ مي باشد و 
DNA  وRNA  جدا مي در اين تكنيك بر اساس وزنشان از هم
 OH3CH13 DNAبراي نمونه، با بهره گيري از نشاندار . گردند

متاژنومي خاك جنگل مورد بررسي قرار گرفت و منجر به 
و ژن جديد دهيدروژناز  3متيلوتروف هايشناسايي پروتوباكتر

  اسيدوباكترهاست   تاكساي به   متعلق كه  شد    )mxaF(4  متانول
  اسيدوباكترهاست 

                                                            
1 Genome enrichment strategies 
2 Stable-isotope probing 
3 Methylotroph proteobacteria 
4 Novel methanol dehydrogenases 
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)Radajewski et al. 2002.( فعال در حال رشد  ازواره هايريزس
نشاندار شوند و  1وريدينيدئوكسي -2برومو -5نيز مي توانند با 

DNA  ياRNA  ا ينشاندار شده توسط راهكارهاي ايمنولوژيكي
 ).Urbach et al. 1999(سانتريفوژ شيب چگالي از هم جدا شوند 

هاي تفاوتتواند مي (SSH)٢ دورگ سازي كاهشي بازدارنده
 يرو روش، از ايننمايدن ريز سازواره هارا شناسايي ژنتيكي بي

، راهبرددر اين . مي باشدژن خاص يك قدرتمند براي غني سازي 
و دورگ گيري  شدهمتصل  DNAهاي به توده هاسازسازگار

را در هر يك از  DNAكاهشي، انتخاب قطعات منحصر به فرد 
تجزيه و  درل اين امر به طور معمو. امكان پذير مي سازدنمونه ها 

 .Green et al( كاربرد داردتحليل تفاوت هاي ژنتيكي در بيان ژن 

تاكنون روش مطالعه الگوهاي موجود در بيان ژن، تقريبا به  ).2001
تجزيه و تحليل . طور انحصاري در هسته داران استفاده شده است

. در خصوص غني سازي است يابزار موثر (DEA) 3زبيان متماي
ونه متاژنوميكسي را مي توان در مقايسه با پيش و ات نمصفبيان 

خاص و يا افزايش  يپس از قرار گرفتن در معرض سوبسترا
در اين روش، بيان . قرار دادمورد بررسي  ،عوامل زيستي خارجي

ژن ها براي شناسايي فعاليت هاي خاص تحت نظارت قرار داده 
يي با بيان شناسايي ژن هاي باكتريا دراين نوع رويكرد . مي شوند

 .Bowler et al(با موفقيت انجام شده است در فقدان آهن بالا 

1999.(  
 RNAروش هاي استخراج 

از نمونه هاي زيست محيطي با روش  RNA استخراجوري افن
پروتكل هايي . تا حد زيادي مشابهت دارد DNAهاي استخراج 

كه علت عمده  RNaseبه منظور كاستن تخريب فيزيكي و فعاليت 
 .ه اندشداست، طراحي  يش بازده تكنيك هاي استخراجكاه

نمونه ضروري است جهت جلوگيري از تخريب و كاهش بازده، 
مورد پردازش قرار هاي اسيد نوكلئيك به دست آمده سريعا 

سانتي درجه  -  80و يا بلافاصله پس از استخراج در دماي  گرفته
ب يربه حداقل رساندن تخ يبراهمچنين . منجمد گردند گراد

RNA   پوشش  و   يسلول   يآر ان ا  دهي  رسوب از    توانيم  

                                                            
1 5-bromo-2-deoxyuridine 
2 Suppressive subtraction hybridization 
3 Differential expression analysis 

از روش  ).Ercolini  2004(جدا شده استفاده كرد RNA يمصنوع
  استخراج  در  توانمي  DNA  استخراج  بحثدر  هاي ذكر شده 

 RNA  به آنها  قسمت قبلاستفاده نمود؛ مانند آنچه كه در نيز
و  )SIP(نشاندار  ايزوتوپ پايدار روشتوان از مياشاره گرديد 

از استفاده  دارانهسته در. نام برد BrdUو  CH3OH13 هاينشاندار
mRNA لازم به  البتهكه  كاربردي شده است اي بصورت گسترده

 نيزاز اين روش  دارانهستهشبهاخيرا در مطالعه متاژنوم  ذكر است
راهبردي عملي در ساخت  روش،اين . شودبهره گيري مي

جهت شناسايي بهتر ژن هاي  cDNA كتابخانه هاي متاژنوميكسي
  ).Urbach et al. 1999(عملكردي يوكاريوتي ارائه مي دهد 

  
  هدف گيري ژن

قابليت  با يژن هاي اختصاص (PCR) 4واكنش زنجيره اي پليمراز
و يا توانايي تجزيه كنندگي سوبسترايي  يهاي ويژه متابوليك

 .ددار كاربرد ايي جوامع ميكروبيشناس در خاص به طور گسترده
راي نمونه مي توان به هدف گيري ژن هايي مانند متان مونو ب

 دراكسيژناز، متانول دهيدروژناز و آمونياك مونو اكسيژناز 
در رديابي  PCRالبته استفاده از . دكرها اشاره شناسايي متانوتروف

و ويژه به عنوان ابزاري در كشف فاكتورهاى حياتى با د يژن
ر كه به اطلاعات آغازگنخست، طراحي   اشكال عمده روبرو است

خطا در آن ادامه فرايند را با موجود در توالي بستگي دارد و 
 دوم اينكه فقط قطعه ژن ساختاري توسط. اشكال روبرو مي سازد

 PCR تكثير مي شود و به گام هاي ديگر براي دسترسي به تمام
دار كرده و توان نشانها را ميهالبته تكثير شد ،طول ژن نياز است

موجود در ) هاي(شناسايي كل طول ژن  در كاوشگرعنوان  هب
 روش مبتني بر .استفاده كرد كتابخانه هاي متداول متاژنوميكس

PCR بالا  ترسي به نواحي اطراف پايين دست ودستواند براي  يم
 يدست ژن و رسيدن به طول كامل ژن از روش هايي چون گام زن

، )Mishra et al. 2002  ; Henckel et al. 1999( 5يعموم سريع
PCR 2002( 6ايتابهماهي دسته Myrick and Gelbart(،PCR   با
 et al. 2000  MD  Megonigal(، PCR( 7يرهاي تصادفآغازگ

                                                            
4 Polymerase chain reaction 
5 Universal fast walking  
6 Panhandle PCR 
7 Random primed PCR 
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 )Liu and Whittier 1995( 2مبتني بر آداپتور PCRو  1معكوس
 ،2نواع ژن هاي جديد بازيابي ا درروش ها از اين  .استفاده كند

نمونه محيط  DNAردوكتاز از  نيك اسيدودي كتو گلوك -5
 . شده است زيستي با موفقيت استفاده

 
  روش هاي مورد استفاده در متاژنوميكس

زير واحد  آناليز مستقيم توالي پايهكه بر  ييروش هاامروزه 
دارند به سرعت  تكيه (rDNA)ريبوزومي  ژن  )SSU(3كوچك 
وش هاي كشت آزمايشگاهي شده اند، زيرا در اين ر جايگزين

ها راهكار مناسبي براي  مقايسه تركيب و ساختار جوامع روش
 ،4ARDRAچنين روش هايي نظير .ميكروبي ارائه مي شود

5SSCP،6RAPD، RFLP7-T، 8AFLP ،9TGGE،10CDGE ، 11HA و 
11HA وPTT12 ابي يدر نهايت توالي  وDNA  در تجزيه و تحليل

علاوه  .گيرنده طور گسترده مورد استفاده قرار مياسيد نوكلئيك ب
تجزيه و تحليل هاي شيميايي نظير  ديگرهاي روشها، آنبر 

داراي كارايي بالا هستند، براي نمونه مي نيز هاي زيستي نشانگر
در تعيين مشخصه  13(PLFA) توان به آناليز اسيد چرب فسفوليپيد

ر، براي تشخيص از سوي ديگ. كرد اشارههاي جوامع ميكروبي 
 دورگ سازيميكروسكوپي سلول هاي خاص ميكروبي، از 

در اين زمينه . استفاده مي شود (FISH)14 در محلفلورسانس 
 برخي تغييرات در راستاي افزايش شدت سيگنال توسعه يافته اند

FISH-HNPP،  16-CARD 15  نظير آنها  از   برخي  به  كه 

FISH،17 PNA-FISH،18 RING-FISH  و PCR  مي  بافتيدرون -

 كي از بهترين روش ها براي هدف گيري ژني .نمود اشاره  توان
                                                            
1 Inverse PCR 
2 Adaptor ligation PCR 
3 Small subunit 
4 Amplified ribosomal DNA restriction analysis 
5 Single-strand conformation polymorphism 
6 Random amplified polymorphic DNA 
7 Terminal-restriction fragment length polymorphism 
8 Amplified fragment length polymorphism 
9 Temperature gradient gel electrophoresis 
10 Constant denaturing gel electrophoresis 
11 Heteroduplex analysis 
12 Protein truncation tests 
13 phospholipid fatty acid 
14 Fluorescence in situ hybridization 
15 Hereditary neuropathy with liability to pressure palsies 
16 Catalyzed reporter deposition fluorescence in situ hybridization 
17 Peptide nucleic acid fluorescence in situ hybridization 
18 Recognition of individual genes 

كاربرد در است كه علاوه بر   DGGE-PCR در متاژنوميكس
محبوب براي مطالعه  يروش ،نمونه هاي محيطيمطالعات 

 Kim( شودنيز محسوب مي ميكروب هاي روده انسان و حيوانات

et al. 2007 ; 2004Possemiers et al.  .(DGGE-PCR  به دليل
ارزان  قابل اعتماد بودن، داشتن تكرارپذيري، سريع و تا حدودي

-همچنين مي. اين نوع تحقيقات است دربهترين پيشنهاد  ،نبود

را به صورت  يتوان با استفاده از اين روش، نمونه هاي متعدد
بنابراين امكان پيگيري و  .همزمان مورد تجزيه و تحليل قرار داد

 ابي تغييرات در جمعيت هاي ميكروبي نيز وجود داردردي
)Muyzer and Smalla  1998(.  

- DGGE ب دار واسرشته سازيالكتروفورز ژل ش  
در دانشگاه  19و استوارت فيشر توسط لئونارد لرمان DGGE روش

 Fischer and Lerman( در آلباني ابداع شد 20ايالتي نيويورك

1979.( DGGE نمونه مي مقدار كاستفاده از بDNA )ا يRNA( 
حاوي عوامل  ژل آكريل آميد توسطكند و كار ميمتاژنوم 

الكتروفورز در طول ژل  )اوره و فرماميد( DNAواسرشت كننده
 دادند قطعاتي كه در آنها جهش ايجاد شده نشان حققينم .شودمي

در طول شيب ژل در كنار  DNAبا مقايسه محل ذوب  است،
اولين . )Myers and Lerman 1987( دتنهسشناسايي  قابلكديگر ي

از زير واحد كوچك ريبوزوم  1979در سال  21بار جرارد مويزر
بهره گرفت و از آن پس اين  DGGEها در گذاري ژنرمزبراي 
ك روش گسترده و كارآمد در اكولوژي ميكروبي يتبديل به مدل 
بر اين مبنا  الذكراصول فوق  ).Fischer and Lerman  1979(شد 

استخراج شده از جوامع ميكروبي، با  PCRاست كه محصول 
براي گروه هاي  16S rRNAرهاي اختصاصي آغازگاستفاده از 

گروه در  18S rRNA و ، 22آركئا عمده ميكروبي مانند باكتري ها،
هم  يتكثير قطعاتبه دست مي آيد كه نتيجه آن  يوكاريوتيهاي 

فوق  PCRاين محصول بنابر . مي باشد  كساني با طول   اندازه و
كديگر جدا ينمي تواند توسط الكتروفورز ژل آگاروز از  الذكر
با اين حال، تغييرات . و چندشكلي مورد انتظار را ايجاد كنند شده 

هاي مختلف ميكروبي،  rRNAدر بين) GCمحتواي (توالي 

                                                            
19 Leonard lerman and stuart Fischer 
20 State University of New York 
21 Gerard Muyzer 
22 Archaea 
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ايجاد مي كند   DNAخواص مختلفي در تغيير حالت مولكول هاي
 است DGGEگروه هاي ميكروبي در  كه اساس چندشكلي در

)Huges et al. 2001; Tabatabaei et al. 2009;Tabatabaei et  

2010  al..( كه  انداخيرا مطالعات نشان دادهDGGE  براي ژن هاي
گوگرد، تثبيت  يبه عنوان مثال ژن هاي موثر در احيا(عملكردي 

مناسبي در نيز مي تواند اطلاعات ) نيتروژن و اكسيداسيون آمونيوم
و روابط ژنتيكي آنها با گياه يا جانور را ارتباط با عملكرد ميكروبي 

محيط هاي مطالعه علاوه بر اين، . طور همزمان فراهم كند به
ميكروبي پيچيده اي مانند خاك، فاضلاب، پساب صنعتي نظير 

 امكان پذير شده  DGGEپساب كارخانه روغن نخل با استفاده از
در  Methanosaeta conciliiالبيت باكتري غ، مثالبراي . است

 مورد رديابيDGGE به كمك فرايند توليد متان از دانه روغني 
 .Tabatabaei et al. 2010 ; Tabatabaei et al(گرفته است قرار 

2009.( DGGE   نوع خاصي از الكتروفورز است كه در آن
 از و غلظت متفاوتي) درجه سانتي گراد 60حدود (حرارت ثابت 

 PCR محصولات شده واستفاده  كننده واسرشتمواد شيميايي د
معمولا در ژل  Muyzer and Smalla (1998( روشبر اساس 

با بازه ضخامتي  (w/v)پلي اكريل آميد درصد  8عمودي حاوي 
شيب واسرشتي ژل اكريل آميد . بارگيري مي شودميلي متر  1- 5

افزايشي از به دست آمده در حضور اوره و فرماميد به صورت 
پس . گرددفراهم ميدرصد در پايين ژل  تا صدژل  يدر بالا صفر

به صورت باندهاي مجزا از هم PCR از الكتروفورز، محصولات 
يا نيترات نقره رنگ و  در ژل قرار گرفته و توسط اتيديوم برومايد

 هاي هدف به حد آستانههاي ژنكه تواليزماني. آميزي مي شوند
 .شوند مي بازاز هم  DNA، دو رشته ندخودشان رسيد ذوب

مين، و سيتوزين و گوانين از لحاظ شيميايي يجفت باز آدنين و ت
در واقع پيوند هيدروژني بين جفت . ذوب مي شوند متمايزبطور 

بازها با وساطت حرارت دستگاه و افزايش شيب واسرشت توسط 
. دشكسته مي شو) اوره و فرماميد(كننده  واسرشتمواد شيميايي 

پايدارتر بوده و تا  GC غني تر ازDNA به طور كلي، قطعات 
باقي خواهند ماند و اين  رسيدن به غلظت هاي بالاتر دو رشته اي

دورشته اي ماندن تا زماني كه ميزان درصد لازم از عوامل ذوب 
قطعه دو رشته اي . كننده در طول ژل نرسد همچنان باقي مي ماند

  در  اين  و   مهاجرت كند  اكريل آميد ژل طول   بهتر مي تواند در

واسرشت شده، با سرعت  DNAحالي است كه مولكول هاي 
هر گونه  .ا اينكه در ژل متوقف مي شونديكمي حركت مي كنند و 

ذوب در دماهاي مختلف را منجر  ،در اين حوزه DNA تنوع توالي
شده و در نتيجه باعث مهاجرت رشته هاي مختلف به موقعيت 

  DGGE اين امر به. )4و  2 شكل( لف در ژل مي گرددهاي مخت
ها را بدون اينكه قبلا از قدرت تفكيك و رديابي جهش در توالي

به همين دليل از . فراهم مي كند ،اين توالي ها آگاهي داشته باشيم
در تشخيص جهش در  ،اين روش علاوه بر مطالعه تنوع ژنتيكي

 استفاده مي شود موجودات زنده نزديك و مرتبط به هم نيز
)Tabatabaei et al. 2009(.  لازم به يادآوري است كه با دانستن

جايگاه توالي خاصي از يك يا چند ميكروب در ژل اكريل آميد 
مي توان به وجود يا عدم وجود آنها در نمونه هاي ميكروبي نيز 
پي برد و در مطالعات گوناگون با اهداف مختلف ميكروبيولوژيكي 

طي از الگوهاي به دست آمده بهره برداري نمود و زيست محي
DNA در معمولي واكنش زنجيره اي پليمرازبراي مثال،  ).3شكل (

زيست محيطي، مي تواند الگوهاي  بدست آمده از نمونه هاي يها
غالب  عواملرا كه نشان دهنده بسياري از  DNA متفاوت توالي

 ه محصولاتبا اين حال، از آنجا ك. ميكروبي اند، توليد كند
) جفت باز(اندازه از لحاظ در مطالعات متاژنومي  PCRواكنش 

جداسازي متعارف چنين محصولاتي توسط ، مشابه هستند
 تك باند را منجر مي شود كيالكتروفورز ژل آگارز معمولي فقط 

مي تواند با جدا  DGGEالكتروفورز . تواند تشريح شودكه نمي
 يدر محتواي توالي هابر اساس تفاوت  كردن اين محصولات

DNA  كننده اين مسئله را  واسرشتبا وساطت مواد شيميايي
 .نمايد برطرف

 DGGEمزايا و معايب 

هاي ، ابزارDGGE مانند 1روش هاي الكتروفورز وابسته به توالي
مولكولي هستند كه به مطالعه جمعيت هاي ميكروبي در محيط 

 مواد  تخمير  نمخاز نفت،  فاضلاب، مخازن   خاك، هاي آبي و 
 .Teske et al)غذايي، دستگاه گوارش، روده و غيره مي پردازند

1996; Watanabe et al. 2000; Smalla et al. 2001; 
Possemiers et al. 2002; Gomes et al. 2003; Kim et al.2007)  

                                                            
1  Sequence dependent electrophoresis (SDE) 
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ها در ژل اكريل متانوژن DGGE-PCRانگشت نگاري مبتني بر  -2شكل 
درصد با استفاده از  60تا  50درصد و آركئا در ژل اكريل آميد  60تا  40آميد 

هاي موجود در متانوژن): a( 1چاهك . آغازگرهاي متانوژني و آركئايي
آركئاهاي موجود در بيورآكتور بي هوازي، ): b( 1بيورآكتور بي هوازي، چاهك 

  .concilii Methanosaeta (SamaliEB and Samali15): 3و 2چاهك 

 
الگوي  :R .در روي ژل DNAنمايش الگوي جدا شدن نوارهاي  - 3شكل 

مخلوط هر سه : M، 3ميكروب : C، 2ميكروب : B، 1ميكروب : Aمرجع، 
گيره جي سي متصل به قطعات تكثير شده از (نمونه ناشناخته : Sميكروب، 

  ).مي نمايد جلوگيريجدا شدن دو رشته در درون ژل 
 
 

  
عات تكثير شده جامعه ميكروبي نمونه هاي استفاده از الگوي قط -4شكل 

 گوناگون محيطي در بررسي روابط فيلوژنتيكي ميكروبهاي موجود در آنها

  
  

 ميكروبي و تنوع  مورد   را در ياطلاعات  مي تواندنتايج مطالعات 

مثال  يبرا. ارائه دهدهمچنين ارزيابي پايداري جمعيت ميكروبي 
)Xia et al. (2010  ل يه و تحليتجزباDGGE د كرد كه جنس ييتا
همچنين . لم بوده استيوفيغالب در ب 1AOB يتروزوموناس داراين
)OMahony et al. (2009 يها يكروباكترين تنوع مييتع يبرا 

 ينمونه ها ير و بررسيك پذيزبان در سندرم روده تحريروده م
سه آنها ير و مقايك پذيماران سندرم روده تحريمخاط از ب يوپسيب

  Kafili et( زيران نيدر ا .استفاده كرد DGGEوع از روش با مدف

al. (2009 ل يه و تحلياز تجزPCR-DGGE ييدر شناسا 
ش از يپ يرانيقوان ايل ير سنتيپن يكروبيغالب م يل هايلاكتوباس

مانند  هاييروش از Long et al. (2010( .د بهره بردنديتول
DGGE ،TGGE  وRFLP و  يقارچتنوع ل يه و تحليتجز يبرا

ن ييو تع يوتيوكاريك ينوكلئ يدهايز استخراج اسيو ن يزيكوريم
PCR- روش .ندداستفاده كر DNAدر عصاره  ييايتنوع باكتر

DGGE   داراي اين مزيت است كه نياز به استفاده از دانش قبلي
اين روش نوعي در واقع  .نداردجمعيت ميكروبي در ارتباط با 

تواند الگوي تنوع ژنتيكي را در انگشت نگاري از ژن است كه مي 
اكوسيستم پيچيده ميكروبي مانند قطعات دستگاه گوارش، خاك، 

هاي آب گرم و رسوبات، عمق درياها، رودخانه ها، چشمه
مزيت عمده اين روش، پتانسيل آن . بررسي كندغشاهاي زيستي 

و نظارت بر تغييرات رخ داده در جوامع  چشميدر مشاهده 
تغييرات و يا تيمارهاي  اثر ت كه تحتمختلف ميكروبي اس
اين روش داراي قدرت بالايي در تفكيك . مختلف قرار دارند

 كسان توسطيهاي تكثير شده با طول  DNAسريع و كارآمد 
PCR  ك باز ياست و اين قدرت تفكيك مي تواند به ميزان حتي
نتايجي  DGGE با وجود اين واقعيت كه .).Xia et al 2010(باشد 
مي كند كه دقيق تر و قابل اعتماد تر از روش هاي پيشين توليد 

. ژل الكتروفورتيك است، با اين حال داراي مشكلاتي نيز مي باشد
 ياجبار ضعف هاي :عبارتند از DGGE يت هايمحدود يبرخ

PCR )1997 Wintzingerode et al.( اد يو بارگذاري با زحمت ز
جامعه  ر نتيجه شناساييارزيابي و د بالقوه در يرينمونه ها كه تاث

 Theron and(شود كه منجر به كاهش كارايي ميدارد  يكروبيم

Cloete 2000 .( كه با وجود مزايا و است همچنين تخمين زده شده  
                                                            
1  Ammonia-oxidizing bacteria 

الكتروفورز و جهت
شتي در واسر افزايش
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اين تكنيك به تنهايي و بدون استفاده ، DGGEنقاط قوت تكنيك 
 يالگوقادر به شناسايي  FISHديگر چون  هايروشهمزمان 

تنوع . )Muyzer et al. 1993( نخواهد بود يكروبيم تيجمع كامل
 يهاتنها به گونه DGGE يميكروبي منعكس شده توسط الگوها

غالب مربوط است؛ بنابراين بطور كامل فلور ميكروبي و تعداد 
 Huaide et( گونه هاي واقعي موجود در نمونه را نشان نمي دهد

2009 al.( .6 يادينمونه هايي كه شامل تعداد ز درS rRNA1 
ق مورد نظر يل دقيه و تحليكه تجز يهستند، در صورتمختلف 

 .بهره گرفت يمشخص تر يهاآغازگراز  لازم است د،باش
)Misook et al. (2010 ژندر  5و  1،2،4اگزون  يابيمكان  يبرا 

hTERTبه طور  ،هاي موثر در فعاليت آنزيم تلومراز، يكي از ژن
ر روش ها يرا در ژل سايزاستفاده كردند،  DGGEجداگانه از 

از    DGGEكهيشد، در حال يمشاهده م يذوب مبهم يالگوها
 .كند يهمان روش ها استفاده م يشده برا يطراح يرهاآغازگ

ا محدوديت هاي متعارف مانند كم بودن يبرخي از معايب عمده و 
دقت و صحت طبقه  و سرعت عمل، پايين بودن قدرت تشخيص

. روش هاي كشت مستقل برطرف شوندبندي مي تواند از طريق 
ن است كه هيچ استاندارد تعيين شده اي آكي ديگر از نواقص ي

. ورودي وجود ندارد PCRو مقدار محصول  DGGEژل  براي
ك باز يرا كه در  ييهميشه مي تواند توالي ها DGGEالكتروفورز 

متفاوتند، جدا كند اما توالي هاي متفاوت در باز هاي متعدد به 
ويژگي هاي حاصل از انتخاب نمونه،  .جدا نمي شوند راحتي

 PCRر، شرايطآغازگ، رونويسي معكوس، طراحي DNAاستخراج 

هر . تاثير گذار است DGGEروي نتايج تكنيك PCR و پاكسازي  
تواند بر هر مرحله مي DGGEمرحله از تجزيه و تحليل مولكولي 

 پيچيده كاملأ DGGE تجزيه و تحليل. پايين دست تاثير گذارد
و در نتيجه بايستي توجه  است PCR بوده و حساس به مشكلات

محدوديت ها بايد قبل از به  .ويژه اي به اين مرحله گردد
كارگيري روش به خوبي درك شوند؛ با توجه به افزايش مشكلات 

كه قادر  ي، محققان به كشف روش هاي جديدDGGEمرتبط با 
امروزه . آورده اند ند رويهست به كم كردن برخي از مشكلات

تر توسعه  به عنوان تكنيكي قابل اطمينان و مناسب TGGE1روش 
گيري از با بهره DGGEنيز مانند  TGGEروش . ه استداده شد

                                                            
1 Temperature gradient gel electrophoresis 

ك روش اوليه براي جدا كردن يرفتار ذوب مولكول به عنوان 
ن است كه در آتفاوت اصلي . قطعات بر روي ژل، كار مي كند

TGGE شودب دما استفاده ميي، شييايميبه جاي شيب ش 
)Muyzer and Smalla 1998.( T-RFLP ي تواند به منظور ارائه م

كه در آن بر اساس  ،برخي اطلاعات فيلوژنتيك در نظر گرفته شود
تجزيه و تحليل محدوديت قطعه مي توان برخي از داده هاي كمي 

 DGGEو قابليت تبديل شدن به  كه كمتر در دسترس هستند
 Osborn et(بعنوان مثال  ، بدست آوردفيلوژني را ندارند اطلاعات 

al. 2000( ،)Diez et al. 2001  وDollhopf et al. 2001(  نشان
 اندازه كه دارايبرخي از ژن هاي كاربردي در T-RFLP ند كه داد

. باشدميمناسب هستند،  DGGEبراي  نامتناسبقطعات ژن 
مرتبط با  ممكن است از برخي مشكلات T-RFLPهمچنين 

 Zare-Karizi et al. (2010(همچنين  .اجتناب كندDGGE آغازگر 
در مطالعات مشابه خود از روش بررسي تنوع كنفورماسيون توالي 

ل ساده تر بودن مراحل كار، يبه دل )SSCP( 2هاي تك رشته اي
 استفادهاسكن جهش  يمقرون به صرفه و در دسترس بودن برا

  .كرده اند
  

  دستگاهتجهيزات تجاري 
  INGENY،Bio-Rad شامل DGGE عمده دستگاه گان كنندتوليد

 ترينگران INGENYو  نوع ترينارزانCBS  هستند كه CBSو 
 در موسسات نوع مورد استفادهترين متداول .است نوع را ارئه داده

مدل  مشكلاتي در اگرچهاست، Bio-Rad  و دانشگاه ها تحقيقاتي
Bio-Rad  ي از اين مشكلات عبارتند ازتعدادوجود دارد كه: 

به علت عدم تحرك كافي در ژل، حالت فازي (كيفيت ضعيف ژل 
شروع سريع  ،)حباب در ژل و غيرهبه وجود آمدن نامناسب، 

شكسته شدن صفحات شيشه ، الكتروفورز پس از بارگذاري نمونه
، هزينه هاي بالاي تعويض آنهاظريف آن و ساير قطعات و  اي

براي قرار  DGGEبخش هاي سنگين بافر سيستم  نياز به برداشتن
اين (دادن ژل در آن، برداشتن ژل، اضافه كردن نمونه ها و غيره 

و خنك كننده را در طول  كننده امر احتمال شكستن عنصر گرم
تعداد محدود  ،)بارگيري بافر و ژل و تميز كردن افزايش مي دهد

                                                            
2 Single strand configuration polymorphisms  
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 ،)است DGGE اين مورد براي تمام سيستم هاي(چاهك ورودي 
  .بروز خوردگي در الكترودها

داراي مزاياي  Bio-Radنسبت به سيستم  INGENYسيستم 
اين مزايا و معايب . نيز مي باشد معايبيبسياري است، اما داراي 

اين (عدم نياز به حذف عنصر حرارت از مخزن بافر  :عبارتند از
امر اجازه مي دهد در تميز كردن و بارگيري ژل حرارت داشته 

 Uدليل وجود فرم هعدم نياز به ريختن موم در پايين ژل ب ،)شيمبا
كه احتمالا به ثبات درجه ) ليتر 17(حجم بسيار زياد بافر ، شكل

حرارت كمك مي كند، اما تا حدودي از لحاظ آماده سازي بافر 
چاهك  32ژل وسيع داراي گنجايش  ،ايجاد اختلال مي كند

شيب سيستم زياد  ،شدمي با )كم عرض(چاهك  48و ) متداول(
 4ليتر است و مي تواند  18حجم بافر  CBS سيستم در. شده است

كه اين موضوع مي تواند در مديريت زمان موثر  ژل را نگه دارد
 ).Ercolini  2004(باشد

  

   نتيجه گيري
مي توان نتيجه گيري  بررسيبر اساس مباحث مطرح شده در اين 

تنوع  و ي جوامعمي تواند در بررس DGGEنمود كه روش 
تشخيص بيماري هاي ، ميكروبي موجود در نمونه هاي مختلف

د، ميكروبي و شناسايي باكتري ها در مقياس بزرگ استفاده شو
با در نظر گرفتن . زيرا اين روش قابليت اجراي نسبتا ساده دارد

روشي كارآمد و منحصر به فرد  DGGEمحدوديت هاي فعلي، 
ز زمينه هاي زيست شناسي است كه پل ارتباطي بسياري ا

و محدوديت هاي آن در درجه اول مربوط به اين  بودهمولكولي 
. نسبتا جديد به شمار مي رود يواقعيت است كه هنوز روش

بنابراين تنها پاسخ مناسب به اين پيشرفت، داشتن توجه ويژه در 
 .خواهد بود ديهاي جديروشبهبود چنين 
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