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از روش هاي سنتي تا  :غربالگري ميكروارگانيسم هاي جديد و ژن هاي مفيد آنها
 متاژنوميكس

  فرشاد درويشي

 دانشگاه مراغه، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي

 چكيده

. قلمروي است كه امكان مطالعه ژنوم ميكروارگانيسم ها كشت ناپذير را فراهم مي سازد (metagenomics)متاژنوميكس 
درصد ميكروارگانيسم ها را  99در بسياري از محيط ها، . ميكروارگانيسم ها دو سوم تنوع زيستي كره زمين را تشكيل مي دهند

ژنتيكي، ساختار جمعيت و نقش هاي بوم شناختي اكثر موجودات  براي درك تنوع. نمي توان با روش هاي استاندارد كشت داد
متاژنوميكس تجزيه و تحليل ژنومي ميكروارگانيسم ها از طريق استخراج مستقيم و . روش هاي مستقل از كشت مورد نياز است

كتابخانه هاي  روش هاي غربالگري به منظور انتخاب ژن هاي خاص از درون. از محيط هاي طبيعي آنهاست DNAكلون كردن 
حامل ها يا كروموزم هاي . متاژنومي براي تعيين كاتاليزورهاي زيستي و همچنين مولكول هاي فعال زيستي جديد طراحي شدند

زيستي و پايگاه هاي اطلاعاتي به منظور مطالعه كامل تنوع زيستي و ژن ها  پردازي مصنوعي باكتريايي مختلف و ابزارهاي داده
ين مقاله روش ها و ابزارهاي مختلف براي درك زيست شناسي ميكروب هاي كشت ناپذير شامل باكتري ها، در ا. توسعه يافتند

و ويروس ها از طريق تجزيه و تحليل متاژنوميكي و همچنين كاربرد آن در علوم پزشكي و تغذيه، توليد  (Archea)آركي ها 
  .آنتي بيوتيك ها و مواد داروئي و زيست فناوري بررسي مي شوند

  ميكروارگانيسم هاي كشت ناپذير روش هاي مستقل از كشت، متاژنوميكس، سنتي، هاي روش غربالگري، :واژه هاي كليدي

  f.darvishi@ymail.com; f.darvishi@maragheh.ac.ir :نويسنده مسئول

  مقدمه
عنوان اولين اشكال حيات در فسيل ميكروارگانيسم ها به 

در حال . ميليارد سال يافت شدند 5/3هايي با عمر حدود 
حاضر، تعداد كل ميكروارگانيسم هاي پروكاريوتي روي 

) genospecies(گونه ژني  108تا  106با   4- 6× 1030زمين 
اما همين تنوع، مخزن ژنتيكي . مجزا تخمين زده شده است

و زيستي عظيم و ناشناخته است كه مي تواند براي كشف 
ژن ها، مسيرهاي متابوليسمي و محصولات جديد مورد 

  . )2, 1(استفاده قرار گيرد 
با روش هاي مرسوم شامل كشت دادن و جداسازي با 
استفاده از يك محيط كشت جامد يا مايع مناسب شرايط 
فيزيولوژيكي ميكروارگانيسم مي توان به اين 

اما شرايط معمول در . )3(ميكروارگانيسم ها دست يافت 
آزمايشگاه فشار انتخابي ايجاد مي كند و در نتيجه از رشد 

بسياري از . بسياري از ميكروارگانيسم ها جلوگيري مي كند
ميكروسكوپي قابل با روش هاي  ميكروبي هاي سلول

 مشاهده و رنگ آميزي نبوده، قادر به رشد و تشكيل كلني
درصد  1/0تا  1 تنها .نيستند محيط هاي كشت بر روي

 كشت قابليت خاك در موجود زنده ميكروارگانيسم هاي
براي  را دارند كه اين ميزان استاندارد شرايط تحت

 بار هزاران تا ده حتي آبي هاي محيط ميكروارگانيسم هاي
 درصد 99است، در نتيجه  شده زده تخمين كمتر

 استاندارد هاي روش با توان نمي را ها ميكروارگانيسم
بعلاوه، ويژگي هاي مورفولوژيك و فيزيولوژيك . داد كشت

اكثر ميكروب ها شواهد اندكي براي شناسايي 
درصد  15تا  1تنها . فراهم مي سازند ها ميكروارگانيسم

درصد  85ژنوم هاي ميكروبي مطالعه شده است و بيش از 
  .)6-4(آنها هرگز مطالعه نشدند 

براي غلبه بر مشكلات و محدوديت هاي ناشي از روش 
هاي كشت، براي مشخص كردن گونه هاي ميكروبي و 
اجتماعات آنها روش هاي مولكولي و فيلوژنتيكي مختلف 

اين روش ها به طور . به كار گرفته شده است DNAبر پايه 
چشمگيري به دانش ما در مورد تنوع و اكولوژي ميكروبي 

در كل روش هاي موجود كه بر پايه تجزيه و . افزوده است
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در  18S rRNA پروكاريوت ها يادر  16S rRNAتحليل ژن 
يوكاريوت ها و همچنين برخي از ژن هاي مهم از لحاظ 

تند، اطلاعات وسيعي در مورد رده عملكردي استوار هس
-7(بندي و گونه هاي موجود در محيط فراهم مي كنند 

هرچند اين داده ها اغلب اطلاعات كمي در مورد ژنوم  .)10
و نقش عملي ميكروب هاي مختلف درون يك اجتماع به 

و ) rRNA(هاي ريبوزومي  RNAتوالي يابي . ما مي دهند
ژن هاي رمزگذار آنها به عنوان زمان سنج هاي تكاملي، 

هاي كشت نشده در محيط  براي توصيف ميكروارگانيسم
با . دوره جديدي از اكولوژي ميكروبي را آغاز كرده است

به تنهايي وجود بيش از  16S rRNAاستفاده از توالي يابي 
. پروكاريوت جديدتشخيص داده شده است 13000

به دليل طول بيشتر، حذف و  23S rRNAهمچنين ژن 
اد اضافات مشخص به عنوان توالي شناسايي اضافي پيشنه

شده است كه مي تواند نشانگر مولكولي بهتري براي 
اكولوژيست هاي ميكروبي . )11(تفكيك فيلوژنتيكي باشد 

توانستند با استفاده از حامل كلون سازي بزرگ مثل 
يا ) fosmids(، فوسميدها )cosmids(كاسميدها 

 Bacterial (BACs) نوعي باكتريايي كروموزومهاي مص

Artificial Chromosomes  وDNA  با وزن مولكولي بالا
نمونه ها و ساخت كتابخانه هاي ژنومي، اطلاعات با 
ارزشمندي در مورد ميكروب هاي غير قابل كشت به دست 

  . )4(آورده اند 

  متاژنوميكس
يك واژه عمومي است كه  (omics) "اوميكس"اصطلاح 

به جمع آوري، تجزيه و تحليل كل اطلاعات ژنوم يك 
  .موجود اطلاق مي شود

  
بودن، عدم نياز به تهيه كشت خالص از موجودات مورد مطالعه و از همه مهمتر تجزيه و سريع و ارزان . مقايسه متاژنوميكس و ژنوميكس -1شكل 

  .درصد همه موجودات در يك محيط خاص از مزاياي متاژنوميكس نسبت ژنوميكس است 100تحليل حدود 

 متاژنوميكس

 

 

 كاربرد دانش

 DNA 

منابع%100با متاژنوميكس مي توان بهدر اصل 
  ژنتيكي محيط دست يافت

 كشت

 كاربرد دانش
DNA 

  ژنوميكس
با شيوه هاي كشت سنتي و ژنوميكس سنتي در بهترين 

 .منابع دست يافت% 1شرايط مي توان به 

گونه هاي قابل 
 كشت
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مطالعه جامع عملكرد و برهمكنش ) Genomics(ژنوميكس 
مجموعه كامل ژن هاي يك موجود و محصولات آنها 

تعيين توالي كامل ژنوم موجودات از اهداف . است
ژنوم باكتري . ژنوميكس و براي مطالعات زيستي مفيد است

اولين ژنوم ميكروبي بود كه در سال  هموفيلوس آنفولانزا

الي يابي كامل ژنوم به طور كامل توالي يابي شد و تو 1995
. هاي ميكروبي با سرعت زيادي در حال گسترش است

روش هاي ژنوميكس به تهيه كشت خالص وابسته است و 
در نتيجه اين روش ها براي مطالعه موجودات كشت ناپذير 

 . )12(محدوديت دارند 

  

  
ساخت  كتابخانه متاژنوميك به دو ) Bنمونه برداري و جداسازي اسيدهاي نوكلئيك از نمونه هاي محيطي؛ ) A. مراحل مطالعه متاژنوميكس -2شكل 
  .)13(متاژنوميك تجزيه وتحليل هاي كتابخانه ) C ؛تصادفي و هدفمندروش 
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ميلادي نشان داده شد كه مطالعه  1980در اواخر دهه 
ميكروارگانيسم هاي كشت ناپذير محيط با تجزيه وتحليل 

اين كشف . امكان پذير است rRNAمستقيم توالي ژن هاي 
از محيط و  DNAبه همراه اصلاح روش هاي جداسازي 

تكنيك هاي توالي يابي، منجر به رشد در مطالعات 
ژنوميكس جوامع ميكروبي و ابداع اصطلاح متاژنوميكس 

)metagenomics (متا . شد)meta ( واژه يوناني به معني
اصطلاح متاژنوميكس اولين بار در . مافوق و ماورا است

توسط هندلسمون و همكارانش به كار رفت  1998سال 
)13( .  

 كه است علمي جديدي رشته به زبان ساده متاژنوميكس
ناپذير را از  كشت هاي ميكروارگانيسم ژنومي مطالعه امكان

متاژنوميكس به  .سازد مي هم نمونه هاي محيطي فرا
، )environmental genomics(ژنوميكس محيطي 

و ژنوميكس جمعيت ) ecogenomics(اكوژنوميكس 
)community genomics (متاژنوميكس .  نيز معروف است

جديد براي مطالعه  به عنوان كاربرد تكنيك هاي ژنوميكس
مستقيم جمعيت هاي ميكروبي در محيط هاي  طبيعي آنها 

البته . بدون نياز به كشت آزمايشگاهي تعريف مي شود
ديده مي شود متاژنوميكس  1همان طور كه در شكل 

مزاياي زيادي نسبت به ژنوميكس دارد، از جمله مي توان 
ص از به سريع و ارزان بودن، عدم نياز به تهيه كشت خال

موجودات مورد مطالعه و از همه مهمتر تجزيه و تحليل 
درصد همه موجودات يك محيط خاص اشاره  100حدود 

  .)14(كرد 

علــوم اومــيكس ديگــر از جملــه متــاژنوميكس نســبت بــه 
ــكريپتوميكس   ــوميكس، ترانســ ، )Transcriptomics(ژنــ

ــوميكس  ــابولوميكس )Proteomics(پروتئــــــ ، متــــــ
)Metabolomics (  ــه و جــامع تــر اســت و حتــي در تجزي

تحليل كتابخانه هاي متـاژنوميكي از آن اسـتفاده مـي شـود     
امروزه متاژنوميكس به مطالعه تنوع ميكروبـي در  . )15, 12(

روده اي انسـان و   -خاك، اعماق دريا، اكوسيستم معـده اي 
حيوانات و همچنين كاربرد آنها در علوم مختلف از جملـه  
ــروس   ــكي، وي ــاوري، پزش ــوژي، زيســت فن در ميكروبيول

  .)16(شاورزي پرداخته است شناسي و ك

  )2شكل (اصلي   مرحله سه : متاژنوميكس مراحل مطالعه 

در فرآيند مطالعه متاژنوميكس و جود دارد كه در ادامه به 
 :اختصار شرح داده مي شوند

در  :جداسازي اسيدهاي نوكلئيكنمونه برداري و ) 1
فرآيند متاژنوميكس از هر محيطي نظير آب، خاك و 
سيستم گوارش حيوانات و غيره مي توان نمونه برداري 

جمعيت هاي ميكروبي معمولا تركيبي از آركي ها، . كرد
باكتري ها، ويروس ها و آغازيان هستند كه به خاطر تنوع 

نوكلئيك  اسيدهاي ساختار و ديواره سلولي براي استخراج
هرچند كيت هاي . آنها به روش هاي خاص نياز داريم

نوكلئيك از نمونه  تجاري مختلف براي جداسازي اسيدهاي
هاي محيطي در دسترس هستند، اما بسياري از آزمايشگاه 
ها براي استخراج مطلوب در پي بهينه سازي روش هاي 

دو نوع روش اصلي براي استخراج  .)17(خود هستند 
) 1: نوكلئيك از نمونه هاي محيطي وجود دارد اسيدهاي

روش مستقيم و در محل؛ در اين روش سلول ها در نمونه 
نوكلئيك بازيافت مي  خاك ليز شده و سپس اسيدهاي

وش غير مستقيم؛ در اين روش ابتدا سلول ها از ر) 2. شوند
خاك جدا مي شوند و سپس براي به دست آوردن 

   .)18(نوكلئيك تجزيه مي شوند  اسيدهاي

نوكلئيك به  جهت بالا بردن احتمال جداسازي اسيدهاي
منظور دستيابي بيشتر جمعيت هاي ميكروبي گاهي از 

هر چند كشت . روش هاي غني سازي استفاده مي كنند
هاي غني سازي باعث ايجاد تنوع زيستي محدود مي 

و  DNAشوند، اما براي جداسازي سريع قطعات بزرگ  
كلون كردن ژن هاي جديد با ارزش زيست فناوري بالا 

  . )4(بسيار موثر هستند 
كتابخانه هاي متاژنومي  :ساخت كتابخانه متاژنومي) 2

ابزار قدرتمندي براي كشف تنوع ميكروب هاي غير قابل 
كشت به همراه مطالعات ژنوميكي، فيلوژنتيكي و همچنين 

  .درك ارتباط عملي بين محيط و اين ميكروب ها هستند
ساخت  كتابخانه متاژنوميك به دو روش تصادفي و 

روش ). Bقسمت  2شكل (هدفمند انجام مي شود 
سيك ساخت كتابخانه ي متاژنوميك شامل وارد نمودن كلا

. كيلو بازي به درون يك حامل است 10توالي هاي كمتر از 
ها كه  BACاما حامل هاي  بزرگ مثل كاسميد، فوسميد يا 

كيلو باز را  40- 200به اندازه تقريبي  DNAمي توانند قطعه 
  . )15(حمل كنند، جايگزين حامل هاي  قديمي  شدند 
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  .)11(متاژنوميك بر اساس تعيين توالي و عملكرد  كتابخانه تحليل و روش هاي تجزيه -3شكل 

  كتابخانه هاي  :متاژنوميك كتابخانه   تحليل  و تجزيه ) 3
متاژنوميك بر اساس توالي و عملكرد بررسي و تحليل 

  ).3شكل (شوند مي
متاژنوميك بر اساس تعيين  كتابخانه تحليل و تجزيه) 1

توالي؛ اين روش بر اساس تعيين توالي و مقايسه 
 16Sفيلوژنتيكي با ژن هاي زمان سنج مولكولي نظير 

rRNA  براي كلون هاي پروكاريوت ها موجود در كتابخانه
متاژنوميك است كه جايگاه  قرار گيري موجودات را از 

  . لحاظ فيلوژني نشان مي دهد
متاژنوميك بر اساس تعيين  كتابخانه تحليل و تجزيه) 2

عملكرد؛ در اين روش كلون ها موجود در كتابخانه 
بيوتيك ها، متاژنوميك از لحاظ عملكرد خاص مانند آنتي 

ژن هاي مقاومت به آنتي بيوتيك و آنزيم هاي جديد و 
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اساس اين روش بر مبناي بيان . غيره شناسايي مي شوند
كلون ها مي باشد، اما بسياري از ژن ها در يك ميزبان 
باكتريايي خاص به دلايل مختلفي بيان نمي شوند و يا به 

عدم رونويسي ژنهاي مشتق . طور ضعيف بيان مي شوند
متاژنوميك، ترجمه ضعيف، ترشح ضعيف  شده از كتابخانه

پروتئين خارجي، عدم تاخوردگي مطلوب پروتئين به علت 
) codon usage(نبود چاپرون هاي ضروري، كاربرد كدون 
در حال حاضر . بيان متفاوت از جمله اين دلايل است

آزمايشگاه هاي زيادي با ساخت حامل هاي سويه هاي 

رهاي جديد در صدد حل اين مشكلات ميزباني و پروموت
  . )20, 19, 4(هستند 

  كاربردهاي متاژنوميكس
با وجود اينكه متاژنوميكس علم نوپايي  است اما به خاطر 
قابليت هاي بالاي آن امروزه به عنوان يكي از علوم پيشرو 
و كاربردي در حوزه هاي مختلف علوم پايه، پزشكي، 

در ادامه برخي از . كشاورزي و صنعت مطرح است
در حوزه علوم پزشكي و كاربردهاي متاژنوميكس به ويژه 

  .پايه مرور مي شود

 
  .)11(ي متاژنوميكآنتي بيوتيك ها و مواد دارويي كشف شده در كتابخانه هاي  -4شكل 
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فلور ميكروبي : كاربرد در علوم پزشكي و تغذيه) 1
تريليون باكتري به همراه  100سيستم گوارش انسان حدود 

ويروس ها، آركي ها و قارچ ها دارد كه در ايجاد بيماري 
مطالعه . هايي مانند چاقي، ديابت و التهاب روده نقش دارند

آنها با روش هاي قبلي به خاطر تعداد زياد، سخت رشد 
ن و يا كشت ناپذير بودن ممكن نيست، در نتيجه به بود

تازگي روش هاي متاژنوميك به كمك اين مطالعات آمده 
حتي از . )23-21(است و نتايج خوبي داشته است 

متاژنوميكس براي بررسي مباني ژنتيكي و درمان سوء 
در يكي از علوم جديد به . )24(تغذيه استفاده شده است 
كه روابط بين ) Nutrigenomics(نام ژنوميكس تغذيه اي 

رژيم غذايي با رونويس ژن ها، بيان پروتئين و متابوليسم را 
متاژنوميكس با شناخت ميكروارگانيسم . مطالعه مي كند

هاي پروبيوتيك و تاثير آنها بر تغذيه به نوتريژنوميكس 
  .)25(كمك مي نمايد 

محققين با استفاده از روش هاي متاژنوميكس توانستند 
ويروس هاي جديد مرتبط با بيماريزايي در انسان و 

استفاده از روش هاي . )27, 26(حيوانات را شناسايي كنند 
متاژنوميكس در شناسايي عوامل بيمارهاي خود ايمني كبد 
و تولد زودرس از ديگر كاربردهاي متاژنوميكس در 

  .)29, 28(پزشكي هستند 
 :منابع جديد آنتي بيوتيك ها و مواد دارويي) 2

ميكروارگانيسم هاي غير قابل كشت مخزن ژن هاي توليد 
كننده آنتي بيوتيك با تنوع ژنتيكي و ساختاري بسيار زياد 

  ).4شكل (هستند 

  
  .)32(طرح كلي كاربرد روش ها متاژنوميكس در شناسايي و توليد آنزيم هاي صنعتي  -5شكل 
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از كاربردهاي ديگر متاژنوميكس جمع آوري اطلاعات در 
مورد مكانيسم هاي مقاومت به آنتي بيوتيك و توليد  
تركيبات  ممانعت كننده  از مقاومت آنتي بيوتيكي است 

)11(.  
متاژنوميكس مي  :بيوتكنولوژي و صنعت كاربرد در) 3

زيستي طبيعي  تواند براي يافتن آنزيم ها يا كاتاليزورهاي
جديد با ويژگي هاي خاص به كار رود كه نقش به سزايي 

طرح كلي  5شكل . در گسترش آنزيم شناسي كاربردي دارد
كاربرد روش ها متاژنوميكس را در شناسايي و توليد آنزيم 

   .)32- 30(ي دهد هاي صنعتي نشان م
 مي توانند براي نشان دادن ميزان  روش هاي متاژنوميكس

 ها، آلودگي اين كردن پاك و زيست محيط آلودگي هاي
به  معادن توسط ميكروارگانيسم هاي كشت ناپذير استخراج

همچنين اين روش ها در شناسايي برهمكنش . روند كار
هاي مثبت و منفي ميكروارگانيسم ها با گياهان و استفاده از 
آنها براي افزايش بازده محصولات كشاورزي به كار رفته 

  .)35-33, 20(است 

  گيري تيجهن
متاژنوميكس علمي جديد با رشد سريع است كه به عنوان 
كاربرد تكنيك هاي ژنوميكس جديد براي مطالعه مستقيم 
جمعيت هاي ميكروبي در محيط هاي طبيعي آنها بدون نياز 

متاژنوميكس . به كشت آزمايشگاهي تعريف مي شود
ژنوميكس دارد، از جمله مي توان به مزاياي زيادي نسبت 

سريع و ارزان بودن، عدم نياز به تهيه كشت خالص از 
موجودات مورد مطالعه و از همه مهمتر تجزيه و تحليل 

درصد همه موجودات در محيط مورد نظر  100حدود 
امروزه متاژنوميكس به مطالعه تنوع ميكروبي در . اشاره كرد

ان و حيوانات و همچنين خاك، اعماق دريا، فلورهاي انس
كاربرد آنها در علوم مختلف از جمله در ميكروبيولوژي، 
زيست فناوري، پزشكي، ويروس شناسي و كشاورزي 

متاژنوميكس در آينده نزديك به دليل . پرداخته است
استفاده از روش هاي بررسي همه جانبه و جامع، به يكي از 

علوم زيستي  علوم بسيار پويا و كاربردي به ويژه در حوزه
  .و پزشكي تبديل خواهد شد
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Abstract  

Metagenomics is a discipline that enables the genomic study of unculturaled 
microorganisms. Microorganisms constitute two third of the Earth’s biological 
diversity. In many environments, 99% of the microorganisms cannot be cultured by 
standard techniques. Culture-independent methods are required to study the genetic 
diversity, population structure and ecological roles of the majority of organisms. 
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Metagenomics is the genomic analysis of microorganisms by direct extraction and 
cloning of DNA from their natural environment. The screening methods have been 
designed to select specific genes within metagenomic libraries to detect novel 
biocatalysts as well as bioactive molecules. To study the complete biological diversity 
and genes, various vectors or bacterial artificial chromosomes, bioinformatics tools and 
databases are being developed. To understand the biology of uncultured microbes 
including bacteria, archaea and viruses the various methodologies and tools are 
reviewed through metagenomic analysis, Also the application of metagenomic studies 
in medical and nutrition sciences, antibiotics and pharmaceuticals production, and 
biotechnology are summerized.  

Key words: Screening, Traditional methods, Culture-independent methods, 
Metagenomics, Uncultured microorganisms  

   


