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  انساني در رده سلولي دروزوفيلا 9دار فاكتوريان پايب تراآلايي وبهينه سازي 
  2پور يرضا زمرديعل و *1جعفر وطن دوست

  يست شناسيگروه زسبزوار، دانشگاه حكيم سبزواري، 1
 يست فنĤوريك و زيژنت يمهندس يپژوهشگاه مل تهران، 2

  28/3/92 :تاريخ پذيرش  13/10/91 :تاريخ دريافت

  چكيده

ن يدر ا، )S2-hFIX( يانسان يانعقاد 9ان كننده فاكتور يباز دروزوفيلا  S2 يسلولرده دار از يپا يكلونهابه  يابيدستبا هدف 
ون ياستفاده از  با ،قابل القاء S2 يانيدر سامانه ب بين نوتركيپروتئان يب و) Transfection(تراآلايي  عوامل مختلف بر تأثيرمطالعه 

تحت كنترل پروموتر  EGFPسازه بيان كننده يك  ييتراآلاپس از  .قرار گرفت يابيارزمورد كننده،  ءبه عنوان القا يفلز
انتقال سازه نشان داد كه  يانينتايج ب بررسي، فسفات ميكلس وپوفكشن يل يهابا روش S2 يسلولهابه  (pMT-EGFP) متالوتيونين

محصولات  يالكتروفورز يالگو. دارد يتربالا ييكارآ µg/ml 10و غلظت  =06/7pHم فسفات دريبا روش كلسسلولها ن يبه ا
RT-PCR  يترشح شده از سلولها 9فاكتور S2-hFIX  با سولفات  ءدنبال القاه ب ييلاين دروزوفيونيكه پروموتر متالوتداد نشان

دو در  داريپاكلون  يجداساز. استدر سطح بالا  يت نسخه برداريقادر به هدا ي بالايي برخوردار است و ميتنظ از دقتمس  
ه يهر دو روش زمان تهدر  كه مورد مقايسه قرار گرفت) روش مستقيم(و فاقد آن ) مستقيمغير روش (محيط واجد ميتوميسين 

    .تر است كوتاهار يبس انپستاندار يسلولهادار در يه كلون پايزمان تهكه نسبت به است هفته  3 دار حدوديكلون پا

  پوفكشنيم فسفات، ليكلسانعقادي،  9فاكتور ، ييلايدروزوف S2 يسلولها :يديكله هاي واژ

 j.vatan@hsu.ac.ir :، پست الكترونيكي05714003329 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
براي توليد انبوه  رده هاي سلولي پستانداراناستفاده از 

 .مواجه است ييتهايدبا محدو عموماً نوتركيب يپروتئينها
ايدار تنها بعد از يك رده هاي سلولي پستانداران پدر واقع 

بعد از  و از طرفيمي آيند  به دستدوره زماني طولاني 
مداوم تحت  به طور سلولهاساخت رده سلولي نياز است تا 

فشار انتخابي حفظ شوند و حتي ممكن است در كشت 
آلودگي احتمالي با . )2( طولاني مدت ناپايدار شوند

 يسامانه ها از ، يك محدوديت ديگر در استفادهويروسها
از . )21( ن استيپروتئبراي توليد انبوه بياني پستانداران 

يك  ز در اين سامانه ها،ين اغلب پروموترهاي القاييطرفي 
   .دنده نشان ميسطح فعاليت پايه مداوم را 

ينده اي براي آفز به طوربياني حشرات كه  امانه هايس
ي مختلف استفاده مي شود، يك روش سريع و پروتئينها

فراهم نموده را  گرمميليدر سطح ساده براي توليد پروتئين 
ي سلولهايكي از سامانه هاي بياني كه از  .)2(است 

 ستاباكولوويروس برد سامانه بياني  حشرات بهره مي
بيان  اصلي ترين عيب اين سامانه اين است كه  .)13(

ي ژنهابوسيله پروموترهاي  پروتئين مورد نظر معمولاً
مي شود، بنابراين درين هدايت يخيري از قبيل پلي هأت

به خاطر  سلولهاتوليد پروتئين در نقطه اي است كه  اكثرحد
و در شرايط مرگ سلول ميزبان  ميرندميعفونت ويروسي 

تغييرات بعد از ترجمه كه مي بايست بر روي پروتئين بيان 
ليز سلولي از طرفي . گردد يشده اتفاق بيفتد دچار اخلال م
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د پروتئين هدف با لودگي شديآباعث  امانهاين سدر 
لذا زمان . ي سلولي از قبيل پروتئازها مي شودپروتئينها

ن يو در ع  خيلي حياتيسامانه برداشت محصول در اين 
همچنين چون ژنوم باكلوويروس . )21( است محدود حال

 وارد ژنوم ميزبان نمي شود، براي سنتز پروتئين نوتركيب
مي باشد و از مكرر  يهادر سلول جديد نياز به عفونت

ي ميزبان سرانجام مي ميرند، ژن سلولهاآنجايي كه 
براي . )21(مداوم بيان شود  به صورتنمي تواند  نامتجانس

اشنايدر  رده سلولي هاي اخيرسالمقابله با اين مشكلها، در 
2 )S2(  ي پروتئينهاميزبان براي بيان  به عنوانوزوفيلا دراز

از  يشمار ان موفقيتاكنون ب شده ومعرفي  نامتجانس
 و 9 ،4 ،2( شده استگزارش توسط اين سيستم  پروتئينها

غيرليتيك و برپايه  سامانهبياني يك سامانه اين . )19
نشان داده اند ها بررسي. )16( وكتورهاي پلاسميدي است

نسخه چند  به صورت امانهس نوع كه وكتورهاي بياني اين
 شوند دروزوفيلا وارد مي S2ي سلولهابه داخل كروموزوم 

از نسخه  100توانايي ورود بالغ بر  سلولهان يو ا )12 و 5(
 ييآلاداد ترايك كاست بياني را به ژنوم خود در يك رخ

ب براي تثبيت رده سلولي پايدار با ين ترتيبه ا. )13(دارند 
از به دوره زماني طولاني تكثير پلاسميد يسطح بيان بالا ن

  . )13(ست ين

سامانه، بيان كارگيري اين ه يكي از اولين گزارشها در ب
 )mg/L 16 )14به ميزان  (DBH)دوپامين بتا هيدروكسيلاز 

 S2ي سلولهادر  mg/L 22انساني به ميزان  5و اينترلوكين 
وابسته به  يپروتئينهاان ياما تاكنون ب. )8( ه استبود
ت خود يفعال يكه برا يانعقاد 9از جمله فاكتور  Kن يتاميو
ك در يگلوتام ينه هايد آميون اسيلاسيازمند كربوكسين

ن سامانه صورت نگرفته يخود هستند در ا ينويآم يانتها
حشرات از جمله  يسلولهاشد  يرا تصور ميز. است

 يلازيت گاما كربوكسيفاقد فعال ييلايدروزوف S2 يسلولها
 ييت شناسايلاز قابليم گاما كربوكسيا آنزي و هستند
دنبال ه ب .)15(را ندارد  پروتئينهان نوع يد ايپروپپت
و  )in vitro )1ط يشرادر  Bandyopadhyayشات يآزما

 دي، مشخص گرد)in vivo  )19  طيدر شرا يقبلمطالعات 
واجد ت ر حشراينه تنها برخلاف سا S2 يسلولهاكه 
را  9فاكتور توانند  يماند بلكه  يلازيت گاما كربوكسيفعال

نجايي آاز . كنند لهيكربوكسو  ييسوبسترا شناسا به عنوان
 9فاكتور  و فعاليت مطالعات قبلي با هدف بررسي بيانكه 

بوده است بنابراين بيان موقت  S2سلولي در رده انساني 
. قرار گرفت و كربوكسيلاسيون آن مورد بررسي 9فاكتور 

ط يان در سطح بالا، ابتدا شراين پژوهش با هدف بيدر ااما 
 9ان كننده فاكتور يب S2 يسلولهادار يپا يه كلونهاينه تهيبه

عوامل   تأثيرن يو همچن) S2-hFIX( يانسان يانعقاد
قابل  S2 يانيب در سامانه بين نوتركيان پروتئيمختلف بر ب

 . قرار گرفت يابيمورد ارز  يون فلزيالقاء با 

   مواد و روشها
از شركت  pMT-V5-HisAو  pcDNA3 يد هايپلاسم

Invitrogene د يو پلاسمpIRES2-EGFP  از شركت بن
له شركت يوسه دها بيگونوكلئوتياول. ديه گرديتهاخته ي

Bioneer ي، پنييلايط كشت دروزوفيمح. سنتز شدند 
 يداريگما خرين از شركت سيسيو استرپتوما Gن يليس

 ين گاوي، سرم جنRPMI-1640ط كشت يمح. ديگرد
)FBS(،L-glutamine ،sodium pyruvate نه يد آميو اس
 Gibco )BRL Lifeاز شركت  يرضروريغ يها

Technology (Karlsruhe) (يمهايهمه آنز. شد يداريخر 
ص ي، تخلPCRص يتخل يتهاين كيمورد استفاده و همچن

ن يسيل جنتياز قب ييايمير مواد شيو سا RNAه يد، تهيپلاسم
(G418) پروتئازها از شركت  يو مهار كننده هاRoche 

ت يك،از شركت فرمنتاز InsT/Acloneت يك. شد يداريخر
و مواد مربوط به آزمون انعقاد  9مخصوص فاكتور  يزايالا
 (Diagnostica Stago-France) از شركت  يك مرحله اي
از  (S2) 2 درياشنا ييلايدروزوف يسلولها. ديه گرديته

 ,Kyorin )Tokyoدر دانشگاه  M. Matsudaپروفسور 

Japan (درجه سانتي  28 يدر دما سلولهان يا. شد اهدا
همه  . كنند يرشد م FBSو  CO2از به يو بدون نگراد 
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مقايسه ميانگينها و انجام شد آزمايشات در دو يا سه تكرار 
 و آزمون دانكن در) ANOVA(با استفاده از آناليز واريانس 

  . انجام شد درصد 5سطح 

به ازاي هر  S2 يسلولهاكشت  يبرا: S2 يسلولهاكشت 
ون سلول اضافه گرديد يليم 2-1ط كشت، يتر از محيل يليم

و بسته به حجم ظرف كشت به آنها محيط كشت 
ا بدون ي درصد FBS 10همراه با Ex-Cell 400 ياختصاص

ه درج 28 در انكوباتور با دماي سلولها. آن افزوده شد
هر چهار الي پنج  .قرار داده شد CO2 و بدونسانتي گراد 
به اندازه كافي  سلولهاتعويض گرديد تا  سلولهاروز محيط 

داده در ظروف جديد پاساژ  سلولهادر اين موقع . ندكنرشد 
   .شد يم

 يحاو pIRES2-EGFPوكتور  : يانيب يساخت سازه ها
cDNA-EGFP  يآنزيمهابا KpnI  وNotI  شد و برش داده

-pMTدر پلاسميد  يكلون ساز يبرا، يخالص سازاز  پس

V5-His A  يآنزيمهابا كه KpnI  وNotI ده شده بود، يبر
و  cDNAن يعمل اتصال ب .مورد استفاده قرار گرفت

-pMTديپلاسممنجر به ساخت  pMT-V5-His Aد يپلاسم

EGFP 5 يبا انتهاها 9به فاكتور  يابيدست يبرا .ديگرد' 

Kpn I  3و' Xho I ،cDNA  يمرهايبا پرا 9فاكتور hFIX-

KpnI 
)

5'GGGGTAC/CGCCACCATGCAGCGCGTGAAC

 hFIX-XhoI و )'3
)

5'CCGC/TCGAGATCCATCTTTCATTAAGTGAG

C3'( ر و در يتكثT- بعد از برش . ديوكتور كلون گرد
، KpnIو  XhoI يآنزيمهابا  )T.V-hFIX(د حاصله يپلاسم

ن برش يو همچن ص از ژلي، تخل9فاكتور  cDNAخروج 
، KpnIو  XhoI يآنزيمهابا  pMT-V5-His Aد يپلاسم

 pMT-V5-His Aد يو پلاسم cDNAن يعمل اتصال ب
 pMT-hFIX ديپلاسمصورت گرفت كه منجر به ساخت 

م وجود عد ينگ و بررسيد كلونيأيت ين برايهمچن .ديگرد

با  بينوترك دين پلاسمي، اكلون شده 9جهش در فاكتور 
و   T7 promoter يمر عموميك جفت پراياستفاده از 

BGH-r نشان دهنده  يتوال يبررس. ديگرد ين توالييتع
 يم 9نگ و عدم وجود جهش در فاكتور يصحت كلون

  .باشد

شرايط  يجهت بهينه ساز: ييط تراآلايشرا ينه سازيبه
م فسفات يكلسبا دو روش   pMT-EGFPديپلاسم ،ييتراآلا
ن اساس يبر ا. ل شدمنتق S2 يسلولهابه  پوفكشنيو ل

با روش ا يو  6- مختلف از فيوژن يبا غلظتها S2 يسلولها
، HEPES )06/7مختلف از  يها pHدر م فسفات يكلس
ي سلولهاو درصد  دتعدا. دنديگرد تراآلوده )1/7و 08/7

 براي شمارش. دين گرديياز كشت تعو بعد  زنده قبل
حجم رنگ متيل گرين  9با  سلولها، يك حجم از سلول

حجم  9ي زنده به سلولهاقيق گرديد و براي تعيين درصد ر
بلافاصله . يك حجم رنگ تريپان بلو اضافه شد سلولهااز 

پ مورد بررسي قرار ووضعيت آنها در زير ميكروسك
داخل آنها به ه ي مرده در اثر نفوذ رنگ بسلولها. گرفت

ي زنده بي رنگ باقي مي سلولهارنگ آبي درآمده ولي 
   .مانند

ساعت قبل از  2، 6- فيوژن با S2ي سلولها ييتراآلا يبرا
با ط بدون سرم و يتر از محيل يليم 1در  سلولها، ييتراآلا

 ييتراآلا سپس . ندداده شدپاساژ  4× 106 تراكم سلولي
ميكروليتر از  100در يك ويال . شدذيل انجام روش مطابق 

گر ين و در ويال ديپوفكتاميمحيط كشت بدون سرم و ل
را  DNAروليتر از محيط كشت بدون سرم و ميك 100

دقيقه در دماي  15سپس با هم مخلوط و به مدت  ،ريخته
مورد نظر  DNAو  6- فيوژنمحلول . شد ماريتآزمايشگاه 

به مخلوط فوق، . شدنداضافه  6:1و  3:2، 3:1 يهانسبتبا 
و شد ميكروليتر از محيط كشت بدون سرم اضافه  300

اضافه ظرف كشت سلولي  قطره قطره به مخلوط حاصل
با  سلولهامحيط  ييتراآلاساعت پس از  16-12. ديگرد

   .شدمحيط تازه و گرم تعويض 
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 3 ييتراآلا ساعت قبل از  24، م فسفاتيكلسدر روش 
سلول براي هر  106 سلولي را با تراكم سلولهاتر از يل يليم
 24و به مدت  منتقل ياخانه 6تر به ظرف كشت يل يليم

در انكوباتور قرار درجه سانتي گراد  28ماي ساعت در د
 مخلوط از ميكروليتر   300، ييتراآلاقبل از . داده شد

 5-10دو مولار،  CaCl2 ازميكروليتر  36شامل  ييتراآلا
در يك لوله استريل  يقيو آب تزر  DNAاز ميكروگرم 

مخلوط را با يك حجم  نيايك حجم از سپس . شد فراهم 
ه قطره خوب مخلوط و هوا دهي و قطر   HEPES 2 xاز 
 1هر  يبه ازا. گرفتقرار دقيقه در دماي آزمايشگاه  20تا 

 ييتراآلا مخلوط ميلي ليتر از  2/0ازمحيط كشت  ميلي ليتر
و به آرامي حركت داده  شداضافه  يط كشت سلوليمحبه 

سرعت انجام ه اين مرحله بايد ب( تا خوب مخلوط شود 
ساعت  6- 16به مدت  سلولها ييآلاترا پس از انجام ). گيرد

انكوبه و پس از آن محيط درجه سانتي گراد  28در دماي 
   .شدبا محيط تازه و گرم تعويض  سلولها

: 9فاكتور  ينسخه بردارارزيابي  و نيونيپروموتر متالوت
  cDNAانين در بيونيپروموتر متالوت عملكرد براي ارزيابي

 RNAاستخراج  ،هترانسفكت شد S2 يسلولهادر  9فاكتور 
تام  RNA ن منظوريبه ا. انجام گرفت  RT-PCRو آزمايش

. نشده استخراج شد ءشده و القا ءالقا بينوتركي سلولهااز 
از سلولها  RNAهمراه با  كه احتمالاً DNAبه منظور حذف 

هاي  cDNA ،RNAاستخراج شده است، قبل از ساخت 
. ر گرفتندقرا RNaseفاقد  DNaseتهيه شده تحت اثر آنزيم 

cDNA  توسط آنزيم رونوشت بردار معكوسM-Mulv  با
عاري از  DNAaseتيمار شده با  RNAاستفاده از  

RNAase ه يته يبرا. به عنوان الگو ساخته شدcDNA  از
، از PCRر آن توسط يتكث يو برا يهگزامر يمرهايپرا
  .دياستفاده گردhFIX–XhoI  و  hFIX-KpnI يمرهايپرا

دار يپا يبه رده سلول يابيدست يبرا: داريپا يه كلون هايته
د يد مورد نظر همراه با پلاسمي، پلاسمS2 يسلولهااز 

ن را يسيگرومايكه ژن مقاومت به ها pCoHygro يانتخاب

 48نوتركيب،  يسلولهابه منظور انتخاب . شد ييتراآلادارد 
 μg/mlن با غلظت يسيگروماي، هاييتراآلاساعت پس از 

پس از  روز  7-10. شت سلولها افزوده شدبه محيط ك 300
 يهايشده، كلن تراآلوده ين در سلولهايسيگرومايتيمار با ها

 96استفاده از پليت (مستقيم ق دو روش يمقاوم از طر
  .جدا شدند) نيسيتومياستفاده از م(م يرمستقيغو ) خانه

 يتهايم و در پليبه روش مستق داريپا يكلون ها يجداساز
 يين صورت كه بعد از  تراآلايرفت بدخانه صورت گ 96

ط يض محيب در روز اول و تعويد نوتركيبا پلاسم سلولها
خانه در  96 يتهايتراآلوده شده در پل يسلولهادر روز دوم، 
. ن قرار گرفتنديسيگرومايواجد ها يط انتخابيمعرض مح

در  يتراآلوده شده به گونه ا يلذا در روز سوم، سلولها
كه در  شود يق مين رقيسيگرومايها واجد يط انتخابيمح

 5×104ا ي 2×104ن يانگيم به طورتر تنها يكروليم 100هر 
، ييتا 96 يتهايبه هر خانه از پل. سلول وجود داشته باشد

فوق اضافه كرده  يسلولها يط حاويتر از محيكروليم 100
ط يتر محيكروليم 100ز، يروز بعد از انتقال سلولها ن 2و 

هفته از  2بعد از . گرديدهر خانه اضافه گر به يد يانتخاب
 يسلولهان، يسيگروميط واجد هايدر مح سلولهاكشت 

 48ت يو به پل يبررس 9ت فاكتور يان و فعالياز نظر ب داريپا
ان، يمجدد از نظر ب يبعد از رشد و بررس. شدندخانه منتقل 

خانه منتقل  6ت يو در نها 12ت يمقاوم به پل يسلولها
  . شدند

ميليون سلول عادي  150غير مستقيم، حدود در روش 
ساعت در مجاورت با ميتوميسين  4تراآلوده نشده به مدت 

 DNAكوالانتي به  به طورميتوميسين . قرار داده مي شوند
متصل مي شود و از تكثير آن جلوگيري مي كند هر چند 

پس از سانتريفيوژ و شستشو با . زنده مي مانند سلولهاكه 
PBS )3 با تراكم سلولهاين ، ا)بارcell/ml    106 × 3  در

ي سلولهااز طرفي . خانه منتقل شدند 24پليت هاي 
گونه اي رقيق مي ه تراآلوده شده مخلوط سلولي پايدار ب

ميانگين تنها يك  به طورميكروليتر  100كه در هر  شود
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ي عادي سلولهالذا اين مقدار به . سلول وجود داشته باشد
خانه  24مار شده با ميتوميسين در پليت تراآلوده نشده و تي

در محيط  سلولهاهفته از كشت  2بعد از . گردداضافه مي 
ي پايدار كه از يك كلون رشد سلولهاواجد هايگرومايسين، 

بررسي و به پليت  9كرده اند از نظر بيان و فعاليت فاكتور 
 .خانه منتقل شدند 12

ه منظور ب: بينوترك 9فاكتور  تيان و فعاليب يابيارز
ي تراآلوده سلولهادر محيط كشت  9بررسي وجود فاكتور 

در روزهاي اول، دوم و سوم  سلولهامحيط كشت شده، 
با  ءو القا )7و  K1 )µg/ml5 ()6ن يتاميپس از افزودن و

و پس از ، جمع آوري شد )µg/ml500(سولفات مس 
فريز درجه سانتي گراد  -20ي در يوژ، محلول رويسانتريف
نوتركيب انساني بيان شده در  9آنتي ژن فاكتور . گرديد

شده با روش ساندويچي  تراآلودهي سلولهامحيط كشت 
پلي كلونال  يها كه با آنتي باديها كروپليتبر روي مي الايزا

. شد آشكاركه در كيت الايزا مهيا شده بود  9ضد فاكتور 
بر اساس  آنتي بادي-آنتي ژن آشكار سازي كمپلكس

در  (OPD)كسيداز بر روي سوبسترا افعاليت آنزيم پر

بعد از اينكه واكنشها با . كسيد اوره انجام شداحضور پر
 به دستوقف شد رنگ تك اسيد ماضافه كردن هيدروكلري
 OD. گيري شد نانومتر اندازه 490آمده در طول موج 

  . انساني دارد 9مشاهده شده نسبت مستقيم با غلظت فاكتور 

 APTT )Activated partial thromboplastineاز آزمايش 

time (ط يدر مح 9فاكتور  يكيولوژيت بيفعال يبررس يبرا
براي اندازه گيري ميزان . )7و  6( ديگردكشت استفاده 

ي استفاده مي شود كه ياز پلاسما 9فعاليت انعقادي فاكتور 
اين مسير انعقادي بوده  واجد تمامي فاكتورهاي لازم در

بنابراين زمان انعقاد اين پلاسما در . باشد 9ولي فاقد فاكتور 
مقايسه با استاندارد طولاني بوده، ولي در صورت اضافه 

 9كردن نمونه مورد آزمايش به اين پلاسما و وجود فاكتور 
در اين روش . در اين نمونه مدت اين زمان كاهش مي يابد

كه با ) نفر 30حدود ( افراد نرمال از پلاسماي سيتراته 
يكديگر مخلوط گرديده بود به عنوان استاندارد استفاده 

فعاليت اين فاكتور در پلاسماي اين افراد كه به . گرديد
 mU/ml 100 )100رقيق شده باشد   10به  1نسبت 
  .در نظر گرفته مي شود) درصد

  

-pMTپلاسميد نوتركيب : 2، رديف IIIماركر : 5و  1رديف . فورزي حاصل از هضم برشيو الگوي الكترو pMT-EGFPنقشه پلاسميد  -1شكل 

EGFP برش پلاسميد نوتركيب : 3، رديفpMT-EGFP  با آنزيمNcoI  برش پلاسميد نوتركيب : 4و رديفpMT-EGFP   با آنزيمهايKpnI 
  .NotIو 
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بيان شده توسط  9براي تعيين فعاليت بيولوژيك فاكتور 
از محيط كشت ميكروليتر  100تراآلوده شده  سلولهاي

از پلاسماي ميكروليتر  100آوري شده از هر نمونه با جمع
فعال شده مخلوط  PTTاز ميكروليتر  100و  9فاقد فاكتور 

درجه سانتي گراد  37دقيقه در درجه حرارت  3و دقيقاً 
 mM 25كلسيم كلريد ميكروليتر  100سپس . قرار داده شد
به آن اضافه و درجه سانتي گراد  37 ده دراز قبل گرم ش

فعاليت انعقادي هر نمونه بر . گرديدگيري  زمان انعقاد اندازه
 زمان انعقاد گيري اندازه .شداساس نمودار استاندارد تعيين 

  .شدبه صورت چشمي انجام 

  جينتا
-pMT ديساخت پلاسمد يأيت يبرا: ساخت سازه هاي بياني

EGFP، يزيمهاآنهمزمان آن با  برش KpnI  وNotI  انجام 
 cDNA-EGFPدر صورت كلون شدن  مي رفتانتظار . شد

، آنزيمن دو ياهضم با و  pMT-V5-His Aدر پلاسميد 

ب يكه به ترت نمايد بازجفت  717و  3538قطعات ايجاد 
 يم cDNA EGFPو pMT-V5-His A معادل با وكتور 

شده  ي، حالت خطNcoIم يهضم با آنز ياز طرف. باشد
الكتروفورز  جينتا بود  وب مورد انتظار يوكتور نوترك
كه پلاسميد مورد نظر ساخته بود از آن  يحاكمحصولات 
  .)1شكل ( شده است

 يانتظار مز ين  pMT-hFIX يانيد بيپلاسم در خصوص
باشد جفت بازي  4927،  بيد نوتركيپلاسماندازه رفت كه 

 يآنزيمهاب با يد نوتركين موضوع بعد از برش پلاسميكه ا
XhoI  وKpnI  شدن  لونصحت كن يهمچن .د شدييأت

با  pMT-hFIXبرش پلاسميد از  پس قطعه مذكور 
برش انتظار طبق . نيز تائيد شد Hind IIIو DraIي آنزيمها

 1517و  1183، 1177، 692، 230، 19قطعات  DraIبا 
، قطعات Hind IIIرو برش با يپ و حاصل جفت بازي 

  . )2شكل ( حاصل شدزي جفت با 2887و  1984

  
  
  

و ) 1رديف (  DraIبا آنزيمهاي  pMT-hFIXبرش پلاسميد . و الگوي الكتروفورزي حاصل از هضم برشي pMT-hFIXنقشه پلاسميد  -2شكل
Hind III  ) ماركر  3رديف ). 2رديفkb 1.  
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ك ي:  pMT-EGFPد يبا پلاسم S2 يسلولها ييتراآلا
م يكلس با دو روش S2 ياسلوله ييتراآلا روز پس از 
كروسكوپ فلورسنت يبا م سلولها، پوفكشنيفسفات و ل

 نشان داد كه واكنش EGFPان ينتايج ب. دنديگرد يبررس
در مقايسه م فسفات يكلسوسيله ه ب S2 يسلولها ييتراآلا

 3طور كه در شكل  همان. استآميزتر  موفقيت 6-نبا  فيوژ
با روش  S2 يسلولهادر  EGFPان يشود ب يمشاهده م

از  µg/ml 10و با غلظت   =06/7pH م فسفات و دريكلس
DNA دارد يبالاتر ييكارآ .  

  

تراآلوده شده با روش  S2در سلولهاي  EGFPبيان . به روش ليپوفكشن وكلسيم فسفات pMT-EGFPبا پلاسميد  S2تراآلايي سلولهاي  -3شكل 
هاي مختلف  از  pHو با روش كلسيم فسفات در ) 3و 1،2بترتيب رديف )  (6:1و  DNA )3:1 ،3:2/ 6-تلف از فيوژنليپوفكشن با غلظتهاي مخ

HEPES )06/7 ،08/7  6و 5، 4به ترتيب تصاوير ) (1/7و.(  
از :  pMT-hFIXبا پلاسميد  S2تراآلايي سلولهاي 
بر كارآيي تراآلايي مؤثر است  DNAآنجايي كه غلظت 

از   S2به سلولهاي  pMT-hFIX، براي انتقال )10(
در  9استفاده گرديد و بيان فاكتور  DNAغلظتهاي مختلف 

ساعت پس از تراآلايي به روش  120- 24شرايط انتقالي  
نتايج به دست آمده  نشان داد كه كارآيي . الايزا سنجيده شد

افزايش مي يابد ولي  DNAترانسفكشن با افزايش غلظت 
، كارآيي ترانسفكشن روند µg/ml 10بالاتر از در غلظتهاي 
  ). 4شكل (كاهشي دارد

  S2رشد و بقاي سلولهاي : رشد و بقا سلولهاي تراآلوده 
قبل و بعد از تراآلايي با روش كلسيم فسفات  مورد بررسي 

رشد سلولها قبل از تراالايي حالت عادي  و . قرار گرفت
رابر مي شد ساعت دو ب 24- 16روند افزايشي داشت و هر 

اين در حالي است كه تراكم سلولي و دانسيته ). 5شكل (
بالاي آنها باعث مرگ سلولي نشده و بقاي سلولها در 

بعد از  ). 6شكل (درصد است  95حالت عادي بيشتر از 
تراآلايي با كلسيم فسفات در روز دوم، يك كاهش موقتي 

) 6شكل (و همچنين بقا آنها ) 5شكل (در رشد سلولها 

    
3 2 1 

  
6 5 4 
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. تفاق افتاد و در طي روزهاي بعد به حالت نرمال برگشتا
به نظر مي رسد اين كاهش بخاطر استرس و شوك وارد 

  .شده به سلولها باشد

  
بر اساس اندازه گيري آنتي ژن   9با روش كلسيم فسفات بر بيان فاكتور  S2استفاده شده در  تراآلايي سلولهاي  DNAبررسي تأثير غلظت  - 4شكل 
  µg/ml 20و ) µg/ml 5 )FIX 5( ،µg/ml 10 )FIX 10ساعت پس از تراآلايي  در سه غلظت  24-120بيان شده در محيط كشت   9 توركفا

)FIX 20 ( ازDNA پلاسميدي  

  
  .فلش نشان دهنده  تراآلايي در روز دوم است. قبل و بعد از  تراآلايي  S2نمودار رشد سلولهاي  -5شكل 

  
  .فلش نشان دهنده  تراآلايي در روز دوم است. قبل و بعد از  تراآلايي  S2ولهاي نمودار بقاي سل -6شكل 
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 ياياز مزا يكي: پروموتر متالوتيونين عملكردبررسي 
 يپروتئينهاان بهتر يدر ب S2 يسلولها يذكرشده برا

 يبرا. باشد يم ءر القايدر حالت غ يب، عدم نشتينوترك
-RTم آزمايشو انجا RNAن مسئله، استخراج ياثبات ا

PCR  ان ين در بيونيبراي ارزيابي پروموتر متالوتcDNA  
 .ترانسفكت شده انجام گرفت S2 يسلولهادر  9فاكتور 

RT-PCR ي سلولهاآمده از  به دستهاي  بر روي نمونه
گرديد  شده، منتج به توليد قطعه مورد انتظار  ءو القا تراآلوده
 تراآلوده يسلولهااز  RT-PCRكه در آزمايش  يدر حال

امد ين به دست 9شده و القا نشده، باند مربوط به فاكتور 
ي سلولها RNAكنترل از  به عنوانهمچنين ). 7شكل (

مواجه شده بودند بدون انجام   DNAaseنوتركيب كه با
RT-PCR يالگو برا به عنوان PCR د كه هيچ ياستفاده گرد

 يالازم به ذكر است كه بر). 7شكل (محصولي مشاهده نشد 
شده  تراآلوده يسلولهان، يونيپروموتر متالوت ينشت يبررس

ك ي يرور ب ءم شدند و القايكسان به دو قسمت تقسي
ن يا. دينگرد ءگر القايقسمت صورت گرفت و نمونه د

 يقو به طورن يونيكه پروموترمتالوت كردد ييأش تيزماآ
روشن و در  ييكه در شرابط القا يبه طور م شده استيتنظ
  . گردد يخاموش م يير القايط غيشرا

از  داريپا يها يكلن: S2-hFIX تهيه كلون هاي پايدار 
و ) خانه 96استفاده از پليت (مستقيم ق دو روش يطر
زا يج الاينتا .جدا شدند) نيسيتومياستفاده از م(م يرمستقيغ

ط يدر محكلون كشت داده شده  24ان ينشان داد كه از م
شده،  تراآلوده يسلولهااز  21و 1كلون  2تنها ن، يسيتوميم

ان يب يبررس ياز طرف ).1جدول (كنند  يان ميرا ب 9فاكتور 
روش مستقيم كلون رشد داده شده در  48ان ياز م 9فاكتور 
ان فاكتور يكلون ب 36ان ين ميزا صورت گرفت كه در ايبا الا

را  9ان فاكتور ين بيكلون كه بالاتر 12. را نشان دادند 9
 6كه از اين ميان  خانه منتقل شدند 48ت يپلداشتند به 

. دنديتست انعقاد انتخاب گرد يان براين بيكلون با بالاتر
ت را داشتند ين فعاليشتريكه ب 12و  2 يان كلونهاين ميدر ا

ن كلون يانتخاب بهتر يبرا  .)1جدول ( دنديانتخاب گرد

به همراه دو  12و 2اس بالا، دو كلون يكشت در مق يبرا
انتقال  T25 يبه فلاسكهابه  طور جداگانه  21و 1كلون 

 با انجامو  6 × 106بعد از رسيدن به تراكم  ه شدندداد
ن يبهتر به عنوان  21و  1 يزا و انعقاد، كلونهايالا آزمونهاي

 ندديفعال انتخاب گرد 9شتر فاكتور يان بياز نظر ب ها كلون
   . )1جدول (

 
شده توسط پروموتر  ايجاد 9بررسي رونوشت فاكتور  -7شكل 

كنترل : 1رديف . RT-PCRبا روش  S2متالوتيونين در سلول هاي 
. تراآلوده و القا نشده S2از سلول هاي  RT-PCR: 2منفي، رديف 

تراآلوده و القا شده و رديف  S2از سلول هاي  RT-PCR: 3رديف 
  .IIIماركر : 4

انجام  انتخاب بهترين كلون براي كشت در مقياس بالا با  -1جدول 
  آزمونهاي الايزا و انعقاد

# clone 
hFIX 

(ng/ml) 
Activity 
(mU/ml)

hFIX-2 312 48/1  

hFIX-12 264 91/0  

hFIX-1 (Mit) 804 10/9 

hFIX-21 (Mit) 1098 4/16  

  بحث
 يسلولهامورد هدف باشد،  ييدارو يپروتئينهاد يتول يوقت

CHO كه باشند چرا  يان آنها ميب يد براين كانديبهتر
انجام  يح تريصح به طوررات بعد از ترجمه را ييتغ
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 يسلولها ياما با توجه به مشكلات ذكر شده برا. دهند يم
 يسلول ين بودن بقاييرشد، پا يپستانداران از جمله آهستگ

ژه يوه حشرات و ب يانيب يآنها، سامانه ها يداريو ناپا
 يبرا ين مناسب تريگزيتوانند جا يلا ميدروزوف يسلولها

ن گزارش ياول ،يدر مطالعات قبل. د در سطح بالا باشنديتول
ارائه  S2ستم حشره يدر س فعال 9فاكتور  موقتي  انياز ب
با هدف دستيابي به در ادامه مطالعات  .)19( ديردگ
 ،يانسان يانعقاد 9ان كننده فاكتور يب S2دار يپا يونهاكل

 نهيبهو  عوامل مختلف بر تراآلايي تأثيرضمن بررسي 
 انيب  S2دار يكلون پا سازي تراآلايي روشهاي دستيابي به

مورد   يون فلزي القاء با پس ازب ينوترك 9فاكتور  كننده
  .گرفتقرار  يابيارز

ه نقش ب سلولها ييثر در تراآلاؤانتخاب روش مناسب و م
لعات اطج مينتا. دار دارديپا يها يكلن جاديادر  ييسزا

با  S2 ييلايدروزوف يسلولها يكه تراآلودگنشان داد حاضر 
م فسفات نسبت به يب براساس روش كلسيد نوتركيپلاسم
ج قابل انتظار است ين نتايا. استپوفكشن موثرتر يروش ل

 يبخاطر سادگحشرات  يسلولها ييترآلا چند كهررا هيز
شود اما  يانجام مپوزوم يبر ل يمبتن يروشهابا  معمولاً
ن يتراآلوده شده با ا يسلولهاب در يوكتور نوترك يتعداد كپ

ك نوع ي ييج تراآلاينتا ياز طرف. )17(روشها كم است 
م يبا روش كلس Kc167 يسلولهانام ه ب ييلايسلول دروزوف

توانايي ورود  سلولهان يكه ا ه استنشان داد زين فسفات
كپي از يك كاست بياني را به ژنوم خود در  100بالغ بر 

ن يبه ا. )17 و 13(دارند  يسازيك رخداد تراريخت 
از به دوره زماني طولاني ين م فسفاتيدر روش كلس بيترت

براي تثبيت رده سلولي پايدار با سطح بيان تكثير پلاسميد 
   .)13( ستينبالا 

بافر  pHم فسفات، يكلس ييدر روش تراآلا ياز طرف
ت فسفات ياست كه بر حلال ياساسعامل ك يز ين ييآلاترا

 ييتواند بر كارآ يم pHرات كوچك ييو تغگذار است تأثير
كه  يياز آنجا نيهمچن. )20 و 11( گذار باشدتأثير ييتراآلا

pH  بافر باpH 4/6(ط كشت يمحpH= (متفاوت است ،pH 
 pH يج بررسينتا د به دقت كنترل شوديبا HEPES بافر
 pHن ينشان داد كه بهتر يمتفاوت بافر تراريخت ساز يها
   . است =pH 06/7،يخت سازيترار يبرا

در ارتباط با  S2 يسلولها يييي تراآلاآكار ينتايج بررس
در  DNAافزايش غلظت كه با نشان داد  DNAغلظت 

 يابد ولي يافزايش م ييتراآلا يي، كارآم فسفاتيروش كلس
روند  ييتراآلايي آ، كارµg/ml 10بالاتر از  يدر غلظتها

نه يمقدار بهل است كه ين دليج به اين نتايا. كاهشي دارد
DNA يبستگ يگسترده ا به طور يياستفاده در تراآلا يبرا 

و  ي، نوع رده سلولييتراآلا ، روش و موادDNAبه نوع 
    .)20 و 11، 10( دارد سلولهاتعداد 

براساس روش كلسيم  S2ي سلولها ييدنبال تراآلاه ب
سلولي اتفاق  يفسفات، يك كاهش موقتي در رشد و بقا

به . مي گرددمي افتد كه در روزهاي بعد به حالت نرمال بر
نظر مي رسد كه اين كاهش به خاطر استرس و شوك وارد 

يك روز  ءكه القا يينجاآن از يهمچن .باشد سلولهاشده به 
به حالت عادي  سلولهابعد از  تراآلايي صورت مي گيرد تا 

 S2 يسلولهانشان داد كه  ضراحج يبرگردند، نتا
ارند د يبا سولفات مس رشد خوب ءپس از القا ييلايدروزوف
ج يد كننده نتاأيياست كه ت درصد 95ز حدود يآنها ن يو بقا

Bernard   2(و  همكارانش است( .  

ان در يدار و بيپا يه كلونهايدر ته يموارد ضروراز  يكي
ه يته يب براين نوتركيان پروتئيسطح بالا، كنترل زمان ب

 ياستفاده از پروموترها. ن مقدار محصول استيشتريب
حفظ به  ياديكمك ز، انيزمان ب كردن با كنترل ييالقا
 يان بالايرا بيز كنند يم سلول يعيطب يندهايآفر

د يسلول را به سمت تول يب، انرژينوترك يپروتئينها
سلول  يبرا يكيكشند كه باعث بار متابول يخودشان م

 يبرا يكين بار متابوليهر چند كه ا. )18( گردد يزبان ميم
ل يمعمول سلول از قب يندهايآست اما در فرين يسلول سم

استفاده از  .)18 و 3( ثر استؤم ير سلوليرشد و تكث
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ب ينوترك يدهايدر پلاسم ييلايزوفن درويونيپروموتر متالوت
ان يشود تا ب يم شده است، باعث ميتنظ ييبالا به طوركه 
رد يصورت نگ ءب در طول دوره قبل از القاين نوتركيپروتئ

-RTج ينتا. معمول انجام شود به طور يسلول يو رشد بقا

PCR يسلولها ييبعد از تراآلا S2 بينوترك ديبا پلاسم 
pMT-hFIX در آن كه cDNA  دنبال پروموتر ه ب 9فاكتور

دهد كه نسخه  ين كلون شده است نشان ميونيمتالوت
در . رديگ يمصورت  ءبعد از القافقط از ترانس ژن  يبردار
حضور  RT-PCRمحصولات  يالكتروفورز يقت الگويحق

mRNA  شده و  ءتراآلوده و القا يسلولهارا در  9فاكتور
نشده  ءالقا يول تراآلوده شده يسلولهاعدم حضور آن در 

كند كه  يد مييأش تين آزمايبنابراين ا. دهد ينشان م
است ي بالايي برخوردار ميتنظ از دقتن يونيپروموترمتالوت

ي تراآلوده سلولهادر  9فاكتور   cDNAو نسخه برداري از 
  . باشد يم ءفقط بعد از القا

از  S2به تك كلون  يابيمقاوم و دست يها يكلن يجداساز
 يت نامتجانس، مشابه روش ذكر شده برايان جمعيم

 به صورت S2 يسلولهارا يباشد ز يپستانداران نم يسلولها
ون يباشند و رشد آنها به حالت سوسپانس ستنديچسبنده ن

   cell/mlته كمتر ازيدر دانس سلولهان يا ياز طرف. است
ن يمدن به اآق يفا يلذا برا. كنند يرشد نم 2/0 ×106

به روش  داريپاكلون  يداسازمشكلها از دو روش ج
در هر دو روش زمان . م استفاده شديرمستقيا غيم يمستق
باشد كه نسبت به زمان  يهفته م 3دار حدود يه كلون پايته
) ماه 2حدود (پستانداران  يدار در سلولهايپاه كلون يته
دار يپا يتوان تك كلونها ين ميهمچن. تر است ار كوتاهيبس

روش را با استفاده از  S2رچسبنده يغ يسلولهااز 
دهد كه  ينشان م حاضرج يلذا نتا. ه كرديتهن يسيتوميم

دار و يه كلون پايته يموجود برا يتهايمحدود S2 يسلولها
     .پستانداران را ندارند يان بالا در سلولهايب
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Abstract 

Our data point to optimized experimental conditions for high expression of heterologous 
proteins by Drososphila melanogaster S2 cells. Following construction of pMT-EGFP 
and transfection of S2 cells with calcium phosphate or lipofection methods, the 
EGFP expression analysis showed that the transfection efficiency with calcium 
phosphate method with pH=7.06 and 10 μg/ml of DNA is more  than lipofection 
method. The electrophoresis pattern of the RT-PCR products of S2 driven hFIX 
indicated that the Drosophila metallothionein promoter is tightly regulated and capable 
of driving high-level heterologous transcription upon induction by CuSO4. 
Nevertheless, the two methods were designed for construction of a recombinant stable 
S2 cell. In both methods, with and without Mitomycin, stable clones were recovered 
after only 3 weeks of hygromycin selection that is shorter than selection time in the 
mammalian cells. Therefore, our results show that Drosophila S2 cells do not have the 
limitations mentioned for mammalian cells. 

Key words: Drososphila S2 cells, coagulation factor IX, calcium phosphate, 
lipofection.  

  

  
  
  


