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 pBudCE4.1( با کمک وکتور  SCF) یادیبن یهاژن فاکتور سلول یانب یابیارز

 
 

و ارزیابی بیان این ژن با کمک وکتور  (SCF) های بنیادیسازی کدون ژن فاکتور سلولبهینه

pBudCE4.1 های تخمدان همستر چینیدر سلول  (CHO) 
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 دهیچک

های ساز در تمایز سلولهای مولد خونتواند از طریق تأثیر بر روی سلول( یک سایتوکاین خونی است که میSCFفاکتور سلول بنیادی ) :زمینه و هدف

باشد و نقش درمانی آن در بهبود  تیبااهمهای توموری ها و همچنین افزایش تکثیر و تهاجم سلولمایز ماست سلتساز خونی، بقاء، تکثیر و پیش

با  pBudCE4.1وسیله حامل بیانی به SCFسازی ژن ست. هدف از این تحقیق کلونهای قلبی در حال بررسی و تحقیق اسکته وهایی نظیر آلزایمر بیماری

 .( بودCHOهای تخمدان همستر چینی )سازی کدون در سلولبهینه

صورت به به میزان بهینه G+Cو تغییر دادن محتوی  CHOهای سازی کدون برای سلولبعد از بهینه SCFتوالی  در این مطالعه تجربی ها:مواد و روش

ترانسفکت  CHO-K1های به همراه پلاسمید موردنظر به درون سلول SCFژن  سپسساب کلون شد.  pBudCE4.1وکتور بیانی  درسنتتیک ساخته شد و 

 میزان بیان ارزیابی گردید. RT qPCRشد و با استفاده از 

نشان  RT qPCR، هضم آنزیمی و تعیین توالی مورد تائید قرار گرفت. نتایج PCRساخته شد و با تکنیک  pBudCE4.1/SCFحامل بیانی نوترکیب نتایج: 

 تواند بیان شود.می CHOهای در سلولسازی کدون پس از بهینه SCFداد که ژن 

 تواندیمنی این حامل بیااقدام کرد و  pBudCE4.1از طریق حامل بیانی  SCFسازی ژن توان نسبت به همسانهخوبی میکه بهنتایج نشان داد  :گیرینتیجه

 باشد. CHOهای در سلول SCFیک حامل مناسب برای بیان ژن 

 

 کلونینگ( CHOهای تخمدان همستر چینی )(، سلولSCFسازی کدون، فاکتور سلول بنیادی )بهینه: کلیدی کلمات

 

 

 

 
 

 مقدمه 
که  (Stem Cell Factor, SCF) بنیادیهای سلولفاکتور 

-cرسپتور  و لیگاندsteel (Steel Factor, SLF )فاکتور عنوان به

kit  خونی است که بااتصال یک سایتوکاین ، شودشناخته مینیز

بیولوژیکی به راه  تیک سری اثرا c-Kit یبه رسپتورها

 وجود داردبه دو فرم محلول و متصل به غشاء  SCF. اندازدمی

های اندوتلیال در های فیبروبلاست و سلولکه توسط سلول

و  ءترویج تکثیر، مهاجرت، بقادر  وشود سراسر بدن بیان می

های زایا ساز اولیه، ملانوسیت و سلولهای خونتمایز سلول

و در  10ژن آن در موش بر روی کروموزوم (. 1) دخالت دارد

در انسان، موش و  SCFقرار دارد.  12کروموزوم  بر رویانسان 

لوکوس  یهیدر ناح ییهاجهش شود.اگزون کد می 9رت توسط 

SL یا لوکوس W  کهSCF  وc-Kit کنند رتیب کد میرا به ت

متصل به غشاء شامل  SCF(. فرم 1-3شناسایی شده است )

 یهیهای خارج سلولی، دمین گذرنده از غشاء و ناحدمین

شکند و سرعت میبه است که دمین خارج سلولی یسلولدرون

SCF  ی آورد. نسخهرا به وجود می یدینواسیآم 165محلول

دو  ماند. هربه غشاء میمتصل صورت به 6تر فاقد اگزون کوتاه

SCF  محلول و متصل به غشاء بهc-Kit شود و متصل می

های کنند اما تفاوتها را فعال میفعالیت تایروزین کینازی آن

که  ییهای سیگنال دهی دارند. پروتئازنحوه کمی و کیفی در
علوم پایه، واحدد شدهرکرد، ، دانشکده شناسیزیست گروه ،پیمانی میمر نویسنده مسئول:*

 Email: peymani62_m@yahoo.com                     دانشگاه آزاد اسلامی، شهرکرد، ایران
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 و همکاران احسان حیدری سورشجانی
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 9-متصل به غشاء است شامل متالوپروتئاز  SCFسئول برش م

( و 2) Chymase-1، (Matrix metalloprotease-9) ماتریکس

های غیر جامعیت پروتئین یهمچنین برخی از اعضای خانواده

 A Disintegrin andدهنده )دیس اینتگرین( و متالوپروتئیناز )

Metalloproteinase, ADAM ) ازجملهADAM 17  وADAM 

عنوان یک به ADAM 19توجه است که (. جالب3)است  33

(. 1کند )میعمل  SCFمنفی برای آزادسازی  یکنندهمیتنظ

SCF دوایمر وجود دارند که دصورت ساختارهای همومحلول به 

 وسر با یکدیگر واکنش داده صورت سربهتا از این مونومرها به

دهد. دایمر شدن خورده و دایمری بلند را تشکیل میکمی پیچ

SCF  یک فرآیند دینامیکی است که نقش مهمی در دایمر

توالی آمینواسیدی شکل  کند.بازی می c-Kitشدن و فعالیت 

کیلو  000/40تا  500/18تقریبی  دارای وزن SCFحلال 

 ناهای تخمدانسانی در سلول SCFبیان  نتیجه. دالتون دارد

تا  00/28 یمولکولپروتئینی با وزن  ( تولیدCHOمستر )ها

تر و سنگیندهد کیلودالتونی است که نشان می 000/40

 30تقریباً که است  هتروژنیصورت آن بههای گلیکوزیلاسیون

این  .(4دهد )تشکیل می هادراتیوزن آن را کربوه درصد

گلیکوزیلی -Oگلیکوزیلی و -Nدارای اتصالات  هادراتیکربوه

 (.5) اندافتهیها با سیالیک اسید اتصال که هردوی آناست 

ساز ساز خونهای پیشساز یا سلولهای بنیادی خونسلول
(Hematopoietic Stem and Progenitor cells, HSCS/ 

HPCs) های خونی را های مغز استخوانی هستند که سلولسلول

توسط  HSCS/ HPCsکنند. بقاء، تکثیر و تمایز تولید می

 شود.ساز کنترل میفاکتورهای رشد خون

SCF ی گرانولوسیت هایکلنل محرک و عام

(Granulocyte-colony stimulating factor, G- CSF)  اعضای

. نشان داده شده استساز ی فاکتور رشد خونضروری از خانواده

شدت در تنظیم تکثیر، تمایز و به G-CSFو  SCFکه است 

و  SCF(. علاوه بر اثرات 6درگیر هستند ) HSC/ HPC تحرک

G-CSF دهد که ساز، مطالعات نشان میبر روی سیستم خون

SCF  وG-CSF  نیز ممکن است در سیستم عصبی مرکزی

نقش ایفا کنند. بسیاری از مطالعات اخیر مشخص کرده که 

در  تنهاییبه G-CSFو  SCFتجویز هریک از فاکتورهای 

 (.7ی مغزی ایسکمیک اثرات سودمند دارد )سکته

توجهی برای مترادف پیامدهای قابل یهاجهش نکهیباوجودا

ها دارد، درنتیجه درک درستی فرآیندهای سلولی در تمام گونه

تکامل  در نقش محوری (Codon-usageی )از تمایل کدون

 یکشف الگوهای جدیدمنجر به  و مولکولی و بیوتکنولوژی دارد

در پدیده  کهی. هنگامشده استمورد سنتز پروتئین  در

کد ژنتیکی کشف شد دانشمندان از درستی  طبیعیدژنراسیون 

مرکز  (.8مترادف متعجب و متحیر بودند ) یهانقش جهش

دهد که جهش نشان می dogmaشناسی مولکولی زیست

دهد( که کدهای آمینواسید را تغییر نمی ییهامترادف )جهش

بر  یریبر روی توالی پروتئین و بنابراین هیچ تأث یریهیچ تأث

اندام ارگانیسمی یا تکامل ندارد. ناسبعملکرد سلولی، ت

های مترادف در فرکانس ، در بیشتر توالی ژنوم، کدونحالنیباا

شود و نامیده می شود، این پدیده تمایل کدونیبالا استفاده می

عنوان شکل دادن به بیان ژن و عملکرد سلولی حال حاضر به در

 RNAدازش از طریق اثرات آن بر فرآیندهای متنوع، اعم از پر

برای ترجمه پروتئین و تاخوردگی پروتئین که بسیار مهم 

طور طبیعی وجود تمایل کدونی . بهشوندیشناخته م ،هستند

 یهابسیار قوی است. جهش هاگونهفراگیر است و در بسیاری از 

مترادف در تنظیمات کاربردی مهم هستند و همچنین استفاده 

برابر  هزاربیان ژن را بیش از  تواندیهای خاص ماز کدون

تمایل کدونی در  کنندهنییعامل تع نیتریقو افزایش دهد.

ژنومی است. درواقع، تفاوت در  GCها محتوای سراسر گونه

توان با دقت از محتوای های باکتریایی میکدون بین گونه

برخلاف انتظار  کرد. ینیبشینوکلئوتید در مناطق غیرکدینگ پ

پروتئین  یاز ژنوم باکتریایی یا ژن کد کننده GCاولیه محتوی 

توجه است، با دمای رشد بهینه ارتباطی ندارد )اگرچه جالب

RNA( )با توجه به  (.9های ساختاری چنین همبستگی را دارند

و اهمیت و کاربرد این  SCFنیاز کشور ما به پروتئین نوترکیب 

آن، این  ی داروییهاجنبهپروتئین در مطالعات تحقیقاتی و 

سازی کدون برای تولید معرفی کردن بهینه باهدفپژوهش 

SCF  با استفاده از حامل بیانیpBudCE4.1 های در سلول

CHO .طراحی شد 

 

 هامواد و روش

 در حامل بیانی SCFکدکننده  توالی نمودن کلون

در  شدهثبتبر اساس ژن  SCFتوالی ژن کد کننده پروتئین 

سازی ( به دست آمد و پس از بهینهM59964.1بانک ژن )

برای میزبان  IDTو  Genscriptی سرورهاکدون از طریق 

Cricetulus greseus صورت پلاسمید بهpGHn/SCF  از شرکت

Generay گری شرکت ندای فن خریداری شد و در  واسطهبه
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آن  5'و در انتهای  Sal Iژن، جایگاه شناسایی آنزیم  3'ابتدای 

تعبیه شده بود. وکتور بیانی  BamH I جایگاه شناسایی

pBudCE4.1  جهت کلون نمودن توالی کد کنندهSCF  مورد

 استفاده قرار گرفت. این پلاسمید حاوی ژن مقاومت به زئوسین

بعد از ترانسفورم و تکثیر شدن در  pGHn/SCFپلاسمید است. 

 One shotنام مستعد از نوع شیمیایی به  E.Coliباکتری 

Top10 (Invitrogen, Carlsbad, CA)  بر روی محیط کشت

پلاسمید  استخراجگری شد و پس از غربال نیلیسیآمپحاوی 

 Nano-Plus Plasmid Mini پلاسمید استخراجاز طریق کیت 

Extraction Kit (Bioneer, Kore) وکتورهای نوترکیب حاوی ،

SCF  ی هامیآنزبا برش توسطBamH I  وSal I (Fermentas, 

Germany در شرایط اختصاصی و همچنین )PCR  با

( جداسازی و انتخاب 1)جدول  M13پرایمرهای طراحی شده 

ی اختصاصی هامیآنزشدند. وکتورهای نوترکیب انتخاب شده با 

پروموتر  دستنییپاتیمار گردید. جایگاه برش هر دو آنزیم در 

به  است pBudCE4.1وکتور بیانی ( CMVسایتومگالوویروس )

. ردیگیمقرار  CMVگونه که قطعه الحاق شونده بعد از پروموتر 

 QIAquick Gel Extraction Kitانسانی توسط  SCFژن 

(Bioneer, Kore) ی شد و در مرحله بعدی واکنش سازخالص

و ژن حاصل از هضم آنزیمی با  pBudCE4.1الحاق بین وکتور 

انجام  DNA Ligation Kit (Takara Kyoto, Japan)استفاده از 

مستعد  E.Coliشد. محصول واکنش کلونیگ در باکتری 

 LB-Agarی صحیح بر روی پلیت هایکلونترانسفورم گردید، 

ی هایکلنزئوسین انتخاب گردیدند. سپس  کیوتیبیآنتحاوی 

-ʹ5׳ توسط پرایمرهای PCRصحیح با فرآیند کلنی 

CGCAAATGGGCGGTAGGC GTG-3 CMV-F:  و
PolAsv40-R: 5’-TCAAGCCTCAGACAGTGGTTC-3’ 

صورت خالص تکثیر و پلاسیمد گری شدند و چند کلنی بهغربال

 Nano-Plus Plasmid Mini Extraction kitها توسط کیت آن

(Bioneer, Kore)  استخراج و جهت تعیین توالی به شرکت

 تکاپوزیست ارسال گردید.

کشت سلولی و ترانسفکت کردن حامل نوترکیب 

pBudCE4.1/SCF های به سلولCHO  و تولید رده

 سلولی پایدار

در کف یک از دفریز شدن  بعد CHO-K1 یهاسلول

تکثیر پس از  مرحلهتوزیع شد.  3004ویال  2-3فلاسک بین 

عدم آلودگی رفولوژی، تعداد و وها از جهت مکنترل سلول

بعد . گردیدانجام  T-75فلاسک  مرحله پاساژ دادن در هاسلول

به  1K-CHOسلول  25/6 ×510 از شمارش سلولی حدود

پوشیده شده از ژلاتین منتقل شدند و بعد از  well 6 فلاسک

 LTXبا استفاده از لیپوفکتامین  تترانسفک یک روز،گذشت 

(Invitrogen, Carlsbad, CA)  طبق دستورالعمل مربوطه با

برای تولید  انجام شد. pBudCE4.1/SCFحامل نوترکیب 

بعد از مرحله  ساعت 48پس از گذشت ی سلولی پایدار هارده

 کیوتیبیترانسفکت شده با آنت یهاسلول ،ترانسفکت کردن

 کهنیتیمار شدند تا ا µg/ml60 ماه با غلظت 1زئوسین به مدت 

 .مقاوم ظاهر شدند یهایکلون
 

 RT-PCRو  RT-qPCRآنالیز 

با  هاسلولگری شده، های غربالاز فلاسک مفروش به سلول

با استفاده  RNAی تریپسین جدا شده و مجموع یلهوسبهتیمار 

( در سه گروه Invitrogen, Carlsbad, CAاز محلول ترایزول )

، pBudCE4.1وکتور های ترانسفکت شده با سلولی )سلول

های ترانسفکت شده با وکتور نوترکیب سلول

pBudCE4.1/SCF های و سلولCHO جدا شد. کیفیت )

RNA درصد بررسی و میزان جذب  1های استخراج شده با ژل

یری گاندازهها با دستگاه نانو دراپ )ترمو آمریکا( نوری آن

 DNase Iژنومی با آنزیم  DNAگردید. جهت حذف آلودگی به 

 ی استفاده شده در این مطالعهپرایمرها -1جدول 

 پرایمر فوروارد )مستقیم( ژن
 (׳3–׳5)

 پرایمر ریورس )معکوس(
 (׳3–׳5)

دمای 

  )Cº(اتصال

 اندازه محصول

(bp) 

SCF ATCGACAAGCTGGTGAAC AACTCTTCGGGTGTGAAC 47 119 

GAPDH CGTGACATTAAGGAGAAGCTGTGC CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT 58 121 

M13 GCCAGGGTTTTCCCAGTCACG A GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 63 795 
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دقیقه  30به مدت  EN0521)فرمنتاز، لیتوانی، شماره راهنما( 

 cDNAگراد تیمار و از آن برای سنتز درجه سانتی 37در 

از کیت و پرایمرهای  cDNAاستفاده گردید. برای سنتز 

 ,Random Hexamer (Fermentasتصادفی شش نوکلئوتیدی 

Germany استفاده شد و سنتز )cDNA  طبق دستورالعمل

 وق صورت گرفت.کیت ف

سنتز  cDNAمیکرولیتر از  5با  RT-PCRواکنش  ازآنپس

 SCFو  GAPDHپیکومول پرایمرهای اختصاصی  10شده، 

( سیناژن، ایران) SmarTaqمیکرولیتر آنزیم  25/1( و 1)جدول 

 منظوربههمچنین  در بین سه رده گروه سلولی بالا انجام شد.

، تاکارا، استو )سایبرگرین SCF، RT-qPCRبررسی بیان ژن 

 thermal( با استفاده از دستگاه RP81WRژاپن، شماره راهنما: 

cycler Roto gene  کوربت، کنکورد، استرالیا( طبق پروتکل با(

)جدول  SCFو  GAPDHطراحی شده پرایمرهای اختصاصی 

( در بین سه رده گروه سلولی بالا انجام شد. از ژن خانگردان 1

GAPDH ورمالیزاسیون سطح بیان ژن برای نSCF  .استفاده شد

مستقل سه بار تکرار شد و بیان ژن  طوربهیری گاندازههمه 

 محاسبه گردید. CtΔΔ- 2نسبی با استفاده از روش 

 آنالیز آماری

داری برای محاسبه میانگین و انحراف معیار و تعیین معنی

ی و تجربی سازهیشبهای موردنظر در نتایج اختلافات بین گروه

انجام شد.  SPSSافزار و با استفاده از نرم One T-testاز روش 

 صورت گرفت. P<0.05داری این آنالیزها در سطح معنی

 

 نتایج

 سازه سازیبهینه و طراحی

 ییرندهبرگ در که بود یبررس قابل بخش دو در سازیبهینه

 گوانین و سیتوزین محتوای افزایش و کدونی تنظیم تمایل

CAI (Codon adaptation index )افزایش شاخص  .شدیم

 ژن این بیان برای مورداستفاده هایکدون افزایش یدهندهنشان

 هایکدون کاربرد درصد پراکندگی .است CHOسلول  در

 بهینه از بعد( Frequency of optimal Codon) مورداستفاده

انتخاب  با تغییرات و یافتهکاهش ممکن حد کمترین به شدن

 CHOسلول  متابولیسم مسیر در که است بوده هاییکدون

به  مناسب کدون تغییر و انتخاب .اندداشته را کاربرد رینتبیش

ه ب درصد 53/38 از گوانین+سیتوزین محتوای که بوده نحوی

 است. یافته افزایش درصد 90/46

پس از سنتز مصنوعی ژن، تکثیر وکتور نوترکیب 

pGHn/SCF  کیوتیبیآنتبعد از ترانسفکشن در محیط حاوی 

 pGHn گری شد و پس از استخراج پلاسیمدغربال نیلیسیآمپ

صورت برش به salIو  BamHIبا آنزیم نوترکیب تخلیص شده 

و قطعات مورد انتظار  گردید و تائید دوتایی هضم آنزیمی انجام

pGHn  برش یافته و ژنSCF  به ترتیب با اندازه باندbp 2907 

             

دهد، برش نیافته را نشان می pGHn( )چاهک اول الگوی دو باندی از وکتور نوترکیب 1)ژل % pGHn یبوکتور نوترکبر روی هضم آنزیمی  الف( -1 شکل

به ترتیب  SCFنوترکیب برش یافته و ژن  pGHn است )اندازه باند Sal Iو  BamH Iبا آنزیم  pGHnی برش یافته وکتور نوترکیب هانمونهچاهک دوم مربوط به 

 و M13 forward primer عمومی نتایج ژنومیک با پرایمرهایب(  bp 100: مارکر Mگردید(، مشاهده مورد انتظار بود که  bp 564و  bp 2907با اندازه باند 

M13 revers primer PCR رشد کرده برای وکتور هاییکلون pGHn ژن حامل SCF % (1)ژل 
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 pBudCE4.1( با کمک وکتور  SCF) یادیبن یهاژن فاکتور سلول یانب یابیارز

نوترکیب برش  pGHn)طول وکتور  مشاهده شد bp 564و 

 PCR انجام الف( و همچنین با-1)شکل است(  bp 3471نیافته 

 ب(.-1ی نوترکیب جداسازی و انتخاب شدند )شکل هایکلن

، الحاق pGHnبعد از استخراج ژن هدف از وکتور نوترکیب 

برش یافته با آنزیم  pBudCE4.1به داخل وکتور  SCFژن 

BamH I  وSal I  به  شدهساختهانجام شد و وکتور نوترکیب

 ترانسفورم گردید. E.Coli Top10سلول مستعد 

 SCFکد کننده  pBudCE4.1بررسی حامل نوترکیب 

در داخل حامل  SCFکد کننده  cDNAبه دنبال کلونیگ 

گری آن روی محیط و پس از غربال pBudCE4.1بیانی 

 pBudCE4.1هضم آنزیمی بر روی وکتور  ،زئوسین کیوتیبیآنت

صورت برش به salIو  BamHIبا آنزیم نوترکیب تخلیص شده 

برش یافته  pBudCE4.1دوتایی انجام شد و قطعات مورد انتظار 

بود که  bp 564و  bp 4600به ترتیب با اندازه باند  SCFو ژن 

نوترکیب برش نیافته  pBudCE4.1گردید )طول وکتور مشاهده 

bp 5122 )همچنین ترادف یابی این  .الف(-2)شکل  است

حامل بعد از استخراج پلاسمید نشان داد که توالی کد کننده 

SCF  جهش ناخواسته وارد  هرگونهدر جایگاه موردنظر و بدون

 شده است.
با وکتور  CHO-K1، رده سلولی SCFبیان  منظوربه

pBudCE4.1/SCF  ترانسفکت گردید. پس از یک ماه کشت

ی پایدار ایجاد هاکلونزئوسین،  کیوتیبیآنتسلولی در حضور 

 گردید.

حاوی ژن  CHO-K1های از سلول RNAاستخراج 

 نوترکیب

های پایدار ترانسفکت بررسی بیان ژن در سلول منظوربه

از سه رده سلولی گفته شده استخراج شد. کیفیت  RNAشده، 

RNA  ب( -2درصد )شکل  1استخراج شده توسط ژل اگارز

 1033استخراج شده در حدود  RNAبررسی شد و جذب نوری 

 بود. تریلیلیمنانوگرم بر 

-RTنوترکیب با استفاده از  SCFبررسی بیان ژن فاکتور 

qPCR  وRT-PCR 

ساخته و با  cDNAاستخراج شده،  RNAی هانمونهاز 

-GAPDH ،RTانسانی و  SCFآغازگرهای اختصاصی فاکتور 

PCR  انجام شد و در گروه سلولی که با وکتور نوترکیب

pBudCE4.1/SCF  ترانسفکت شده بود باند موردنظر دیده شد

بررسی و مقایسه میزان  منظوربه)داده نشان داده نشده است(. 

 CHO-K1ی سلولی هاردهانسانی بر روی  SCFبیان ژن فاکتور 

 RT-qPCRحاوی سازه ژنی نوترکیب و فاقد سازه ژنی نوترکیب 

انسانی،  SCFانجام شد. آغازگر طراحی شده برای ژن فاکتور 

جفت باز را داشت. وجود  119ی به طول اقطعهتوانایی سنتز 

 SCFحاوی ژن  CHO-K1در رده سلولی  119ی هیناحباند در 

فاقد  CHO-K1نوترکیب و عدم حضور این باند در رده سلولی 

در سطح ژن در  SCFبیان ژن  دهندهنشاننوترکیب،  SCFژن 

. استانسانی  SCFترانسفکت شده با ژن  CHO-K1رده سلولی 

در  SCFبررسی بیان ژن  منظوربه RT qPCRپس از انجام 

)الف و  3در شکل ، منحنی ذوب و تکثیر رسم شد. RNAسطح 

دهد و را نشان می GAPDHو  SCF مربوط بهذوب ی منحن ب(

در  ریبودن تکث یاختصاص یدهندهنشان یوجود تک منحن

و  SCFی ژن mRNAبرای  cDNAتکثیر  هرکدام است.

GAPDH  در هر سه گروه سلولی مورد مطالعه رسم شد وtC 

با انجام آنالیز آماری و (. دو  ج 3تعیین گردید )شکل  هرکدام

 میزان بیان، CtΔΔ– 2بیان ژن نسبی با استفاده از روش محاسبه 

SCF  های واجد وکتور سلولدرpBudCE4.1  نوترکیب حاوی

های فاقد وکتور و سلولنسبت به  SCFقطعه کد کننده 

در شکل  SCFفاقد ژن  pBudCE4.1های واجد وکتور سلول

 .(>001/0pبه نمایش گذاشته شده است ) 4شماره 
 

 

 یببر روی وکتور نوترک حاصل از هضم آنزیمینتایج  الف( -2 شکل

pBudCE4.1 از )چاهک اول الگوی دو باندی  (1)ژل % برش یافته شده

دهد، چاهک دوم برش نیافته را نشان می pBudCE4.1وکتور نوترکیب 

با آنزیم  pBudCE4.1ی برش یافته وکتور نوترکیب هانمونهمربوط به 

BamH I  وSal I است )اندازه باند pBudCE4.1  نوترکیب برش یافته و ژن

SCF  به ترتیب با اندازه باندbp 4600  وbp 564  مورد انتظار بود که

استخراج شده  RNAالکتروفورز ب(  bp 100: مارکر Mگردید(، مشاهده 

 .1بر روی ژل آگارز %

 

 ب الف

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
17

.7
.2

.1
2.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

bs
.f

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
0-

31
 ]

 

                             5 / 10

http://journal.fums.ac.ir/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2017.7.2.12.3
https://jabs.fums.ac.ir/article-1-1195-en.html


 

 

1396 تابستان | 2شماره  | هفتمسال  |مجله دانشگاه علوم پزشکی فسا   

 

 و همکاران احسان حیدری سورشجانی

journal.fums.ac.ir 228 

 و نتیجه گیری بحث
 ازنظرهای نوترکیب اکثر موارد پروتئین کهنیابا توجه به 

ی پروتئین طبیعی را دارند تولید هایژگیوساختاری 

های نوترکیب با توجه به اهمیت بالینی نیاز جامعه پروتئین

نوترکیب  DNAبه کمک تکنولوژی  رونیا ازامروز است. 

های نوترکیب را به میزان دلخواه افزایش توان تولید پروتئینمی

ی مثل دنباله هیستیدینی به هابرچسبداد و با اضافه نمودن 

ها نسبت به های نوترکیب تخلیص و شناسایی آنپروتئین

 (.10شود )انجام می ترراحتهای طبیعی پروتئین

های مقدار بالای خالص شده پروتئین لیدتوتوانایی  افزایش

عرصه  یهانوترکیب یک ضرورت برای حمایت از تلاش

مهندسی ژنتیک ساختاری است. تولید پروتئین معمولاً از طریق 

کشت سلولی  راًبیان ژن در باکتری، مخمر و حشرات و اخی

های مبتنی بر بیان پروتئین ییهاستمی. سردیگیانجام م

 نیترو گسترده نیتریمییکی از قد E.Coliنوترکیب در باکتری 

سریع و  ،تولید ساده یبیان است که اجازه یهاستمیس

 حالنیدهد. بااهای هدف را میصرفه از پروتئینبهمقرون

های یوکاریوتی تولید شده در این سیستم اغلب پروتئین

تجمع کرده و ساختارهای  جهیدرنت و نیستند ریپذانحلال

عدم اینکه و یا ( Misfolding) ختهیرهمها بهآن یدهیچیپهمبه

لازم برای فعالیت کامل بیولوژیکی  یتغییرات پس از ترجمه

 ژهیوبیان در مخمر به مبتنی بر یهاستمیس (.11دارند )

 Pichia pastoriaو  Saccharomyces cerenisiaهایی که از آن

پیشرفته برای تولید محصول  یهاستمیکند دارای ساستفاده می

های باکتریایی هستند که پروتئین یهاستمینسبت به س

توانایی انجام برخی  توانند بیان کنند ومیرا  یتردهیچیپ

سیستم سلولی  از (.13 ،12) دنتغییرات پس از ترجمه را دار

      
 

 GAPDH( دو  SCFژن  نمودار تکثیر مربوط به ج( GAPDHو ب(  SCFالف( ژن  نمودار منحنی ذوب مربوط به -3شکل  

 

 

 
                                    

: SCFترانسفکت شده بودند،  pBudCE4.1که با وکتور  هایسلول: pBudکه ترانسفکت نشده بودند،  هایسلول: SCF .CHO ژن بررسی بیان -5شکل   

 ترانسفکت شده بودند(. pBudCE4.1/SCFکه با وکتور نوترکیب  هایسلول
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 pBudCE4.1( با کمک وکتور  SCF) یادیبن یهاژن فاکتور سلول یانب یابیارز

در پایدار  هاییونرماسوترانسف برای Baculovirusمبتنی بر 

خوار برگ Frugiperdaو یا  Drosophila) 2(S ی نظیرحشرات

)9SF( طور گسترده برای اند که بهسلولی مشتق شده یهارده

. شوندیهای نوترکیب پیچیده استفاده متولید پروتئین

مبتنی بر سلول حشره برای  یهاعامل ستمی، سحالنیباا

تواند نمی یدرستوپا گیر است و بهدست یسازادهیپ

و یا واحدهای  گلیکان که حاوی گالاکتوز-N یهاکمپلکس

به  (15 ،14اسیدسیالیک است را در طی چند سال تکرار کند )

های نوترکیب برای استفاده پزشکی در این دلیل بیشتر پروتئین

 ی سلولیهاو رده CHOهای پستانداران مانند سلول یهارده

از  %70 بالای .شوندیتولید م( HEK) ه جنین انسانکلی

به دست  CHOهای های نوترکیب تجاری از سلولپروتئین

 .دارای فعالیت بیولوژیکی درمانی مناسبی هستندکه  ندیآیم

، Etanerceptتوان به های نوترکیب میاین پروتئین ازجمله

Trastuzumab  وRituximab حالنیباا (.16) اشاره کرد 

های برای تولید پروتئین CHOمبتنی بر بیان در  یهاستمیس

گلیکوزیلاسیون -Nزیرا در جریان  ستین لآهدیدرمانی خیلی ا

گالاکتوز،  -1-های آلفاهای نوترکیب اپی توپاز گلیکوپروتئین

این  کند.ترمینالی )انتهایی( اضافه می یهیگالاکتوز را به ناح-3

که منجر به شود آلرژیک  کنشوامسئول  تواندیم هاژنیآنت

یک  SCF (.17شود )ی مطلوب مانند آنافیلاکسناحوادث بالینی 

و  22q12فاکتور رشد کد شونده روی کروموزوم انسانی 

24q12  .استSCF بقاء و گسترش  توجهقابل طوربهHSC  در

در  HSCو کمک به خود تجدیدپذیری و حفظ  In vitroشرایط 

که  یامطالعه ،1992در سال (. 18شود )می In vivoشرایط 

با وکتور  SCFو همکاران با کلون کردن ژن  Luتوسط 

PDSVRα1  های در سلولCHO  و باکتریE. coli  انجام دادند

را شناسایی کردند و همچنین نشان  SCFتوالی آمینواسیدی 

دچار تغییرات  CHOهای پس از بیان در سلول SCFدادند که 

طبق  1996همچنین در سال (. 19) شودمی یاپس از ترجمه

تشکیل پیوندهای  یو همکاران بر رو Luتوسط  مطالعاتی که

انجام گرفت نشان دادند که  SCFهای یمردی سولفیدی بین د

ی غیرکوالانسی ایمرهاپروتئین توسط ایجاد د یبعدساختار سه

که در فعالیت  شودو ارتباطات دی سولفیدی ایجاد می

نقش مهمی در تکثیر و  SCF(. 20نقش دارد ) بیولوژیکی آن

های زایا دارد ها و سلول(، ملانوسیتMCها )تمایز ماست سل

 Vascular Progenitorهای اجدادی عروقی )(. سلول18)

Cells ی عروق دارند اما اهمیت دارنگه( نقش مهمی در حفظ و

کامل مشخص  طوربهی قلبی عروقی هایماریبها در بالینی آن

، فاکتور جفت و Aنشده است، فاکتور رشد اندوتلیال عروقی 

SCF  های عروقی ی سلولریکارگبهسه عامل رشد است که در

بر  2015در سال  Wigren. بر اساس مطالعات باشندیممهم 

بیمار با مشکل عروق کرونری مشخص شد که سطح  384روی 

SCF  (. 18) ابدییمدر این افراد کاهشAl-Azzam  و همکاران

ی با انفارکتوس میوکارد، هاخوکدر  SCFبا افزایش بیان ژن 

 (.21) ابدییممشاهده کردند که عملکرد قلب بهبود 

در پروسه التهاب،  SCFبنابراین با توجه به نقش مهم 

ی قلبی عروقی و عصبی تولید هایماریبیی، اسپرماتوژنز، زارنگ

نیازهای موجود در این زمینه را مرتفع  تواندیمآن با بیان بالاتر 

سازی کدون و انتخاب حامل بیانی مناسب سازد. اخیراً با بهینه

به دنبال دست یافتن به بیان بالاتر از پروتئین نوترکیب 

 SCFبررسی بیان ژن  باهدفاین پژوهش  رونیازا. باشندیم

 انجام CHO-K1های در سلول سازی کدونهمراه با انجام بهینه

که یک حامل  pBudCE4.1شد. در این تحقیق از حامل بیانی 

های ی سلولی نوترکیب پایدار در سلولهاردهمناسب با ایجاد 

پس از سنتز مصنوعی  SCFپستانداران است، استفاده شد. ژن 

ی قرار داده گونه( به CMVتحت پروموتور سیتومگال ویروس )

هیستیدین  و پلی mycشد که در انتهای آن توالی برچسب 

(6xHis برای سهولت در تخلیص قرار داده شود. این وکتور )

همچنین دارای ژن مقاومت به زئوسین برای شاخص انتخاب در 

ی سلولی پستانداران هاردهو ایجاد پایدار  E.Coliهای سلول

در ایران توسط  2014در سال  یادر مطالعه(. 22است )

ن نشان داد در دانشگاه علوم پزشکی تبریز درخشان و همکاران

محلول انسانی  SCFبرای کلون کردن  (+) PET- 266که وکتور 

های تولید شد به دلیل ت گر چه پروتئینمناسب اس E. Coliدر 

عدم ایجاد دو پیوند دی سولفیدی فاقد فعالیت بیولوژیکی بوند 

 در pBudCE4.1/SCFوکتور نوترکیب (. در این مطالعه 23)

با استفاده از  تیدرنهاترانسفکت شد و  CHO-K1لاین سلولی 

RT qPCR  به بررسی سطح بیانmRNA ی ژنSCF  پرداخته

، نشان SPSS افزارنرمبا استفاده از  آمدهدستبهشد. آنالیز 

های ی در سطح بیان این ژن در سلولداریمعندهنده افزایش 

CHO-K1  حاملpBudCE4.1 .نوترکیب را نشان داد 

 pBudCE4.1 هدف از این تحقیق استفاده از حامل بیانی

با انجام  CHO-K1های در سلول SCFبرای بیان ژن 
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حامل سازی کدون بود که در پایان نتایج نشان داد که بهینه

به شکل مداوم در  SCFجهت بیان  pBudCE4.1بیانی 

 .استخوبی قابل استفاده به CHO-K1 هایسلول
 

 قدردانی تشکر و
دوره کارشناسی ارشد  نامهانیپااین پژوهش بخشی از 

در 1333.503941001به شماره مصوب دانشگاه آزاد اسلامی 

ی و قدرداننویسندگان این مقاله مراتب  است لذا 1394سال 

سپاس و خود را کلیه کارکنان بخش ژنتیک پژوهشکده رویان، 

رد و مرکز تحقیقات سلولی مولکولی دانشگاه علوم پزشکی شهرک

مجموع آزمایشگاهی دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد به 

ی اجرایی و همچنین شرکت رایا زیست پرداز به هاتیحمادلیل 

 .دارندیمبیوانفورماتیک اعلام  نهیدرزمدلیل دادن مشاوره 
 

 منافع تعارض

 .اندنکردهتعارض منافعی را اعلام  گونهچیهنویسندگان  
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Abstract 
 

Background & Objective: Stem cell factor (SCF) is a blood cytokine which can play a significant role in 

the differentiation of blood precursor cells, survival, proliferation and differentiation of mast cells, and it 

can also increase the proliferation and invasion of tumor cells through affecting hematopoietic cells. Its 

therapeutic effect in the treatment of diseases such as Alzheimer's and myocardial infarction is being 

investigated. The aim of this study was to clone SCF gene into the pBudCE4.1 expression vector by 

codon optimization in Chinese hamster ovary cells (CHO). 

Materials & Methods: In this experimental study, SCF sequence was made synthetically after codon 

optimization for CHO cells and changing of the contents of G+C and subcloned into the expression 

vector pBudCE4.1. Then, SCF gene was transfected into CHO-K1 cells and evaluated using RT-qPCR for 

gene expression of the relevant gene. 

Results: Recombinant expression vector pBudCE4.1/SCF was constructed and approved by PCR 

technique, enzyme digestion and sequencing. RT and PCR results showed that SCF genes can be 

expressed in CHO cells after codon optimization. 

Conclusion: The results showed that the cloning of SCF gene can be done well through expression 

vector pBudCE4.1 and this expression vector can be an appropriate vector for expressing SCF gene into 

CHO cells. 
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