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 مقاله پژوهشی 

 
 Cas9 (CRISPR-associated9)بیان کننده اندونوکلئاز  K562تولید رده سلولی 

 
 3آرا شمس ی، مهد4، امیر علی حمیدیه3، مهین نیکوگفتار ظریف1فائزه انصاری  

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

بزرگهی ژن  شود. البتهه   ها ویرایش می های بیماری و درمان آن های سلولی به منظور ایجاد مدل امروزه ژنوم رده
Cas9  یی سیستم آپایین بودن کارموجب مشکلاتی از جملهCRISPR   بهرای حها ایهن مشهکا    اسه  شهده .، 
 بهه سهلول   CRISPRراهنمای  RNAها تنها باید بخش  اند که در آن تولید شده Cas9کننده  های سلولی بیان رده

 ترانسفک  شود.
 ها روش مواد و
تکثیر شده   pAAVS1-puro-DNRاز وکتور  PCRبا  PGK-PURO/CMV (PPC)قطعه  تجربی، مطالعهدر این 

خهار    EcoRI و KpnIهای  از این وکتور با آنزیم PPCسازی شد. سپس قطعه  همسانهpTG19-T و در وکتور 
منجر به  PPCنیز تح  برش آنزیمی مشابه قرار گرف  و اتصال آن با قطعه  pCas-Guide-AAVS1شد. وکتور 

بهه درون   pPPC-Cas وکتهور  ،بهینه کهردن شهرایا الکتروپوریشهن    گردید. پس از pPPC-Casساخ  وکتور 
ها  در آن Cas9های مقاوم به پرومایسین انتخاب شدند و میزان بیان  سلولو  الکتروپوری  شد K562ی ها سلول
 بررسی شد. Real-time PCRبا 

 ها يافته
 شد. سازی ساخته طی دو مرحله همسانه  pPPC-Casجف  باز تکثیر شد. وکتور 3113ای به طول  قطعه PCRبا 

اوم به پرومایسین انتخاب شدند. انتخاب کلونی در ادامه انجام شد و سه کلهونی  قمترانسفک  شده های  سلول
 انتخاب شدند. ،های بالا، متوسا و پایین داشتند بیان همکه نسب  به 

 ينتيجه گير
ژنومیک  آتی های هتوان در مطالع ها می دس  آمدند که از آنه ب Cas9کننده  بیان K562های  در این مطالعه سلول

 استفاده کرد. های انسانی های سلولی بیماری عملکردی و نیز تولید مدل
 ژنی ویرایش رده سلولی، الکتروپوریشن، :ات كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 79/ 21/6: تاريخ دريافت
 12/21/79: تاريخ پذيرش

 ـ تهران ـ ايران آموزشی و پژوهشی طب انتقال خونسسه عالی پزشکی ـ مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤ کارشناس ارشد زيست فن آوری -2
 ـ تهران ـ ايران سسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خونمرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤدانشیار شناسی و بانک خون ـ  خوندکترای  -1
 وم پزشکی تهران ـ تهران ـ ايران های بنیادی ـ مرکز طبی کودکان ـ دانشگاه عل فوق تخصص هماتولوژی، انکولوژی و پیوند سلول -3
ـ  تهران ـ ايران همت غرب ـ ـ وریاپژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زيست فنپژوهشکده زيست فناوری کشاورزی ـ استاديار  ـ دکترای ژنتیکمؤلف مسئول:  -4

 262/24762صندوق پستی: 
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 79بهار ، 2شماره  ،26 هدور                                                           

 

 

 

  مقدمه 
های ويرايش ژن بـرای مقاصـدی نـون     امروزه سیستم    

های  ها، تولید موجودات مدل، تولید رده شناسايی نقش ژن
ها بسـیار   کاری شده، واکسن و درمان بیماری سلولی دست

ــی  ــه م ــورد توج ــند م ــتم  (2-2)باش ــان سیس ــن می . در اي
CRISPR/Cas تـــر بـــودن و  بـــه علـــت ســـاد ی، ارزان
ــر در اســت اده، محــدوديت  ــوی ســبقت را از  هــای کمت

 و ZFN (Zinc finger nuclease) های رقیـب نيیـر   فناوری
TALEN (Transcription activator-like effector)  ربــوده

های ويـرايش ژنـوم،    . برای نمونه، با ظهور روش(6)است
 لـوبین و يـا فلـال    -مبنی بر ويرايش ژن بتـا  هايی  زارش

. (9)هـا وجـود دارد   نمودن همو لوبین جنینی با اين روش
در واقع بخشی از سیستم ايمنی اکتسـابی   CRISPRسیستم 

ــاريوت ــا پروک ــی از سیســتم  ه ــوات مختل  ــای  اســت. ان ه
CRISPR اند. اما پرکـاربردترين   ها شناسايی شده در باکتری

 CRISPR/Cas9سیستم به منيور ويـرايش ژنـوم، سیسـتم    
راهنمــا  RNAو  Cas9 آنــدونوکلئاز ءاسـت کــه از دو جـز  

(sgRNA)  تشکیل شده است. به منيور ويرايش ژنی، ابزار
CRISPR     ،به اشکال مختلـف در قالـب پمسـمیدRNA  و

کمـــسلکی ريبونوکلئـــوپروتئین قابـــل اســـت اده اســـت.  
راهنمـا،   RNA  وCas9 کننـده نوکلئـاز    پمسـمیدهای بیـان  

هسـتند   CRISPRترين شکل اسـت اده از   و ارزانترين  ساده
که در آن پمسمید به تنهايی به داخـل سـلول هـدا وارد    

)حدود  Cas9بودن ژن رمزکننده  شود. اما به دلیل بزرگ می
ــار  4 ــاز( ک ــت ب ــو ج  ــن دســت  آکیل يی ترانس کشــن اي

پـايین اسـت. بـرای حـل ايـن مشـکل        پمسمیدها ملمولاً
انـد.   را توسـله داده  Cas9کننده  های سلولی بیان امروزه رده

هـای سـلولی آن اسـت کـه لازم      مزيت است اده از اين رده
هم وارد سلول شود و  Cas9، ژن  sgRNAنیست به همراه 

در  CRISPR/Casيی سیسـتم  آبدين ترتیب قابلیـت و کـار  
هـا،   يابد. لـذا ايـن دسـت سـلول     ويرايش ژنوم افزايش می

اهــداا دارويــی و تبـديل بــه ابـزار م یــدی در شناسـايی    
 اند. ها شده درمانی و نیز مطالله عملکرد ژن

 CRISPR/Cas9هايی که فناوری  با توجه به تمام مزيت    
دارد، در اين مطالله سلی شـده اسـت تـا بـه منيـور ا ـر       

 Cas9 کننده ژن بیان K562 بخشی بهتر آن، يک رده سلولی

اده قرار آينده مرتبط مورد است  های هتولید شود تا در مطالل
يــک رده سـلولی اسـت کــه از    K562بگیـرد. رده سـلولی   

شـود و   (  رفته مـی CMLبیماران لوسمی میلوئیدی مزمن)
هـای خـونی يـک رده      مربوط به بیمـاری  های هبرای مطالل

. نشـان داده شـده اسـت کـه     (9)باشـد  سلولی مناسب مـی 
شـود تـا کـل     های سـلولی موجـب مـی    است اده از اين رده

سـريلتر بـا صـرا هزينـه کمتـر و بـا        يند اصمح ژنیآفر
 .  (7)تا یر ذاری بیشتر صورت بگیرد

هـدا از مطاللـه    ،با توجه به همه موارد مطـرح شـده      
 Cas9کننده اندونوکلئاز  بیان K562حاضر تولید رده سلولی 

(CRISPR-associated9) مـرتبط   های هبا هدا انجام مطالل
 .بودهای خونی  با بیماری

 
ها مواد و روش

 K562 رده سـلولی و بـر روی   بـوده  ين مطالله تجربیا    
و دارای دو بخش مولکولی و سـلولی    رديده استانجام 

 باشد. می
 

 بخش مولکولی  
 :کشت باکتری

،  LB( Luria- Bertani)برای کشت بـاکتری در محـیط       
حاوی سديم کلرايـد، تريستـون، عصـاره مخمـر، آب،      مايع

 ساخته شده در محیط آزمايشگاه تحت شرايط استريل يک
 لیتـر  میلـی  2 دارای آزمايش لوله در E.coliاز باکتری  کلنی
سـسی   .شـد  مناسـب تلقـی    بیوتیک آنتی حاوی  LBمحیط

ــدت   ــه م ــالکون ب ــاتور  29ف درجــه  39ســاعت در انکوب
 شیک  رديد.   rpm 221در   راد سانتی

 
 :(Mini-prepمقیاس کونک) استخراج پمسمید در

    DNA   (ــايی ــز قلی ــه روش لی ــمید ب  Mini-Prepپمس

Plasmid DNA extraction )    با اسـت اده از کیـت اسـتخراج
يکتا تجهیز آزما، سمید و بر اساس دستوراللمل شرکت مپ

 .استخراج  رديد

 
  :است اده شده یوکتورها

 به   pAAVS1-Puro-DNR یاـورهـه وکتـمطالل نـيا در   
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 فائزه انصاری و همکاران                                                                                                           Cas9اندونوکلئازو   K562رده سلولی 

 

 

 

 : توالی نوکلئوتیدی آغازگرهای استفاده شده در این مطالعه1جدول 
 

سکانس 
 هدف

 (’3-’5معکوس) (’3-’5جلوبرنده)
سایز 
 آمپلیکون

PPC CAGCTAGTCTTCTTCCTCCAAC*GAATTCCCG GGATCCAGGTACCCTCGATCTCGCA
GTCGACAAATTC* bp 1224 

B2M CGCTACTCTCTCTTTCTGG GTCAACTTCAATGTCGGATGGAT bp 243 

Cas9 
trans CCCCAAGAAAAAACGCAAGGTG GTTCAGGAAACAGCTATGACCG bp 292 

 دست)ملکوس( است. در آغاز ر پايین KpnIدر آغاز ر بالادست)جلوبرنده( و  EcoRIدهنده جايگاه برش آنزيمی  خط زير نشان*
 

 PGK-Puro-CMVالگـو بـرای تکریـر قطلـه      DNAعنوان 
ــه     ــت ب ــاز، ژن مقاوم ــرات کین ــوتر ژن فس و لیس )پروم
ــور     ــیتومگالو(، وکت ــروس س ــوتر وي ــین و پروم پرومايس

pTG19-T سازی محصول  برای همسانهPCR   قطلـهPGK-

Puro-CMV ــور ــر   pCas-Guide-AAVS1، وکت ــرای زي  ب
ــه Subcloningســازی) همســانه و  PGK-Puro-CMV( قطل
 طيکــردن شــرا   نــهیبــه منيــور به   pEGFP-C1وکتــور 
 مورد است اده قرار  رفت. شنيالکتروپور

 
 :  آغاز رطراحی 

از پمسـمید   PPCبـرای تکریـر قطلـه     آغـاز ر طراحی     
منتقـل شـده بـه     Cas9هدا و نیز سنجش کمی بیـان ژن  

بـا اسـت اده از    آغاز رهـا اسـت اده شـد.    K562هـای   سلول
طراحی شدند و از لحـا  سـاختارهای    OLIGO7 افزار نرم

بررسی  رديدنـد.   (Tm)يمر و نقطه ذوبا انويه، تشکیل د
-NCBI (Primer ها نیز در سـايت آغاز راختصاصی بودن 

BLAST )(.2)جدول مورد ارزيابی قرار  رفت 
 

 :(PCR)مراز پلی ای زنجیره واکنش
 قطلـه  تکریـر  منيـور  بـه  مـراز  پلـی  ای زنجیره شـواکن    

PGK-Puro-CMV  به اختصار(PPC) وکتور از pAAVS1-

puro-DNR یتز کبا است اده ا Taq DNA Pol. 2X Master 

Mix  طبـ  برنامـه زمـانی دمايی)يـک      آمسلیکون شرکتاز
درجـه   72 انیه در  31دقیقه و  3دناتوره شدن اولیه نرخه 
 72 انیـه در   11شدن  انويه  دناتورهنرخه  31 راد،  سانتی
درجه سانتی  راد،  29 انیه در 31 راد، اتصال  سانتی درجه
 91 انیـه در   31دو دقیقـه و   DNAمريزه شـدن رشـته    پلی

 22مريزه شـدن نهـايی    پلینرخه  و يک  راد درجه سانتی
 شد در ترمال سايکلر انجام  راد( درجه سانتی 91دقیقه در 

، مراز پلی ای زنجیره واکنش محصول تخلیص ورـمني هـب و
ــت از ــتخراج کیـ  Gel and PCR Productژل از اسـ

Purification Mini Kit آزمـا  تجهیـز  يکتـا  شرکت ساخت 
 .شد است اده

 
 (:Ligationواکنش اتصال)

در ايــن مطاللــه واکــنش اتصــال يــک بــار بــه منيــور     
ــور PPC)قطلــه  PCRســازی محصــول  همســانه ( در وکت

pTG19-T سازی قطلـه   همسانه و بار ديگر برای زيرPPC 
 pCas-Guide-AAVS1به درون وکتور  pTG19-Tوکتور  از

 T4آنـزيم  مورد است اده قرار  رفت. در واکـنش اتصـال از  

DNA ligase شد و نسبت مـولی   است ادهvector:insert   بـه
واکـنش   سازی در نير  رفته شد. پی از آماده 2:3صورت 
درجـه   11ساعت در دمای  1در يک لوله، به مدت  اتصال
 ـراد   درجـه سـانتی   26در دمـای   ساعت 24 راد و  سانتی

 .انکوبه  رديد
 pTG19-Tدر جايگاه کلونینگ پمسمید  PCRمحصول     

سازی شد. محصـول واکـنش اتصـال، بـه بـاکتری       همسانه
E.coli  سويهDH5α    ،21ترانس ورم شد. به طـور خمصـه 

میکرولیتر از واکنش اتصال به باکتری مستلد اضـافه و بـه   
دقیقه روی يـخ   31آرامی با هم مخلوط  رديد و به مدت 
 راد  درجه سانتی 41 ذاشته شد. به مخلوط فوق در دمای 

ک حرارتی داده شـد و بمفاصـله بـر     انیه شو 71به مدت 
قل  رديد. برای تايید حضور قطله مورد نيـر  تروی يخ من
پمسمید  ،دست آمدهه های ب از کلونی pTG19-Tدر وکتور 
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بـرش داده   EcoRI و KpnI هـای  آنـزيم  استخراج شد و بـا 
سازی ژن  نشانه موفقیت در همسانه PPCشد. خروج قطله 

آغاز رهـای  بـا اسـت اده از   ننین وکتور نوترکیب  بود. هم
يـابی شـد. نتـاي      به روش سنگر تـوالی  T7و M13 عمومی

 بررسی شدند. Fich TVافزار  تلیین توالی با نرم

در  PPCسـازی قطلـه    همسـانه  زيـر  منيور در ادامه به    
روی پمسـمید   KpnIو  EcoRIوکتور بیانی، هضم آنزيمی 

 انجـام  pCas-Guide-AAVS1و وکتـور   PPCحامل قطلـه  
و وکتور بیانی خطـی   PPCشد. واکنش اتصال بین قطلات 

انجام شـده و پـی از ترانس ورماسـیون بـاکتری مسـتلد،      
پمسمیدهای نوترکیب با هضـم آنزيمـی و خـروج قطلـه     

 هدا شناسايی شدند. 
 

 : (Maxi-Prep)در مقیاس زياد دیاستخراج پمسم
برای ، پستاندارسازی ژن در وکتور  تايید همسانه از یپ    

ی هــا بـه سـلول   pPPC-Casت کـردن وکتـور   ـالکتروپوري ـ
K562 ،      اســتخراج پمســمید در مقیــاس زيــاد توســط
ساخت شـرکت    Plasmid DNA Extraction Maxi kitکیت

 .شد نجامآزما و مطاب  با دستوراللمل آن ا زیتجه کتاي
 

 :بخش سلولی
از مرکـز ملـی ذخـاير     K562در اين مطالله رده سلولی     

مناسـب  محـیط کشـت   ژنتیکی و زيستی ايران تهیـه شـد.   
 کـو( یب)جهـای ملل   است اده شده بـرای رشـد ايـن سـلول    

Medium 1640 RPMI   21به همـراه %FBS    سـرم جنـین(
بـوده   سیلین/ استرپتومايسـین  بیوتیک پنی % آنتی2 اوی( و 

 39شـرايط محیطـی کشـت دمـای      ATCCو طب  دسـتور  
% رطوبـت  72و  CO2% 2  راد، تحت شـرايط  درجه سانتی

 باشد. می

 
 : K562 های ترانس کشن سلول

های انتقال وکتورهای پمسمیدی يا يـک   يکی از روش    
DNA الکتروپوريشــــن  ،خــــارجی بــــه درون ســــلول

(Electroporationمی )   2باشد. برای الکتروپوريشن تلـداد 
 بـه  هاسلول شمارشاست اده شد.  K562میلیون سلول  6تا 

 یبررســ یبــرا و انجــام (تومتريهموســا)نئوبــار لام کمــک

 . رديـد بلو اسـت اده   سانريزنده از رنگ ت یهاسلول درصد
هـای   تبا ولتاژهـا و ظرفی ـ  بیوراد الکتروپوريشن با دستگاه

خازنی مت اوت انجام شد تا شـرايط بهینـه الکتروپوريشـن    
مشـــخص شـــود. بـــه منيـــور بهینـــه کـــردن شـــرايط  

ــاری   ــور تج ــاخت  pEGFP-C1الکتروپوريشــن، از وکت س
هـا بـا وکتـور     است اده شد. سـسی سـلول   تک کلون شرکت

سـاخته شـده در ايـن مطاللـه تحـت شـرايط بهینـه شــده        
هـای مقـاوم بـه     الکتروپوريشن ترانس کت شدند و سـلول 

بیوتیــک  پرومايسـین بــه مـدت دو ه تــه در حضـور آنتــی   
انتخاب شدند. با توجه به تصادفی بـودن ورود وکتـور بـه    
داخل ژنوم سلول، بـه منيـور دسـتیابی بـه يـک جملیـت       

 (clonal selection)انتخاب کلونی  ،سلولی هموژن)همگن(
 انجام شد.

 
 : RNA استخراج

    RNA های  کل سلولK562    با است اده از کیـت سـاخت
ســازنده دســتوراللمل شــرکت يکتــا تجهیــز آزمــا، طبــ   

ــتخراج ــد اس ــراش ــیتل ی. ب ــو   نی  RNAغليــت و خل
دراپ در  نـانو  لهسـی هـا بـه و   استخراج شده، جذب نمونـه 

ــانومتر خوانــده شــد. خلــو   191و  161طــول مــوج  ن
 161:191 ینسبت جذب اسسکتروفتومتر  يها از طر نمونه

 یاستخراج شده بـر رو  RNA تیتمام نینن همشد.  نییتل
و  S 19 یبــوزومير RNA یژل آ ــارز و مشــاهده بانــدها

S29 شد. یبررس 
 

Real-time PCR : 
با است اده از کیت شرکت يکتا تجهیز  cDNAاول  رشته    

 B2Mو  Cas9هــای  پــايین دســت ژن آغاز رهــای وآزمــا 
 بـرای  ادامـه،  در. شـد  انجـام  کیـت  دسـتوراللمل  با مطاب 

هـايی کـه بـه روش     در سـلول  Cas9بررسی کمی بیان ژن 
 تی ـک بـا  Real-time PCRانتخاب کلونی جدا شده بودند، 

سـاخت   Mic qPCRدستگاه  در وآزما  زیتجه کتايشرکت 
 يیدما یزمان برنامهانجام شد.  بیو مولکولار سیستم شرکت
 دربرای دناتوره شدن اولیـه   نرخه يکصورت  به دستگاه

 انجـام  قـه یدق 4 مـدت  بـه  و  ـراد  یسـانت  درجه 74 یدما
 74 یدمابرای دناتوره شدن با نرخه  41 ادامه، در.  رفت
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 مريـزه  پلیو  آغار رها اتصال و انیه(  12) راد یسانت درجه
 انیه(  31)  راد یسانت درجه 29 یدما در DNAرشته  شدن
 2 شـامل  تـر یکرولیم 21 يیحجم نها در واکنششد.  تنيیم

 کـو یپ Real-time PCR 2X Master mix، 1از  تـر یکرولیم
 آبالگــو و  cDNAاز  تــریکرولیم 2 ،آغــاز ر هــرمــول از 

 -1 بتـا  ژن آمـاده شـد.   تـر یکرولیم21 يینها حجم تا مقطر
دار مورد است اده  به عنوان ژن خانه (B2M) ولینمیکرو لوب

هـا نسـبت بـه هـم بـا       قرار  رفت. میزان بیان نسبی کلـون 
-Ct=Ctcasq فرمـول  مطاب  (Ct)آستانه یها نرخهمحاسبه 

Ct2m  .تلیین شد 

 
 :ها آوری اطمعات و تجزيه و تحلیل داده نحوه جمع

 با نـرم افـزار   Real-time PCRهای  تجزيه و تحلیل داده    
GraphPad   آزمـون   از و بـا اسـت ادهt-test    .بررسـی شـدند
در نيـر   ≥p 12/1 دار بـودن نتـاي  بـه صـورت    اسط  ملن

  رفته شد.   
 

ها يافته
 بخش مولکولی:

-pAAVS1-puro از وکتـور  PGK-Puro-CMVتکریر قطلـه  

DNR : 
های آغاز ربا است اده از  PGK–Puro-CMV (PPC) قطله  

بـه وسـیله     pAAVS1-puro-DNRطراحی شـده از وکتـور  
PCR   ــول ــد. محص ــر ش ــارکر وزن   PCRتکری ــار م در کن

مورد بررسی قرار  رفت و % 2 آ ارز مولکولی بر روی ژل
ج ت باز روی ژل آ ـارز   1224قطله تکریر شده به طول 

 .(2شکل مشاهده شد)
  

 :های کلونینگ و بیانی در ناقل PPC سازی قطله همسانه
قطله  PCRسازی، ابتدا محصول  طی دو مرحله همسانه    

PPC  در وکتور کلونینگ و سسی در وکتور بیانی پستاندار
 pTG19-Tسازی در وکتور کلونینگ  وارد شد. همسانه

بدون هضم آنزيمی و است اده از وجود آدنین اضافه در 
 Taqواسطه تکریر با آنزيم ه ، ب PCRانتهای محصول 

سازی در وکتور  مراز انجام شد. نتیجه همسانه پلی
از روی پمسمید استخراج شده با  PCRکلونینگ، ابتدا با 

 PCRتايید شد. نتیجه  PPCهای اختصاصی قطله آغاز ر

ج ت باز  1224از روی پمسمید نوترکیب مشاهده باندی 
روی ژل آ ارز بود. در صورتی  PPCملادل همان قطله 

به عنوان کنترل من ی،  pTG19از روی وکتور  PCRکه در 
 (. در ادامه وکتور نوترکیب با1باندی مشاهده نشد)شکل 

برش  EcoRI و KpnI قطله طرفین در شده تلبیه های آنزيم
 از باز ج ت 1224 طول به PPC قطله خروج و خورده
 آ ارز ژل روی بر باز، ج ت 1991 طول به ناقل، بدنه

در سط  مولکولی، عدم وجود  .(3شد)شکل  مشاهده
با روش  PPCجهش احتمالی در حین تکریر قطله 

-pAAVS1يابی سنگر و مقايسه آن با توالی وکتور  توالی

puro-DNR عمومی  آغاز رهایيابی با  بررسی شد. توالی
M13  وT7  نشان داد که جهشی در قطله تکریر شدهPPC 

 رخ نداده است.
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

جف  باز به  3113به طول  PPC: نتیجه تکثیر قطعه 1شکا 
بازی  کیلو جف  1وزن مولکولی  نشانگر :1چاهک . PCRروش

Thermo Scientific قطعه تکثیر شده 3. چاهک :PPC  
 

-pCas-Guideدر ناقــل  PPCســازی قطلــه  زيــر همســانه

AAVS1 : 

 ور  ــاز وکت PPCه ـازی قطلـس هـهمسان رـه، زيـدر ادام    
کلونینگ به درون وکتور بیانی پستاندار انجام شـد. وکتـور   

pCas-Guide-AAVS1 های  با آنزيمEcoRI  وKpnI   بـرش
 2246ای به طـول   خورد. در نتیجه اين برش آنزيمی قطله

 تر به طول  د. باند سنگینـارج شـور خـاز از وکتـت بـج 

bp 1211 
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با روش  pTG19-Tدر ناقا  PPCسازی قطعه همسانه تایید :3شکا 
کیلو جف  بازی. 1: نشانگر وزن مولکولی 1چاهک هضم آنزیمی.

پس از برش با  (pTG19-PPC): پلاسمید نوترکیب 3چاهک 
: پلاسمید برش نخورده وکتور 4.چاهک  EcoRIو  KpnIهای آنزیم

pTG19-PPC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

با  pTG19-Tدر ناقا  PPCسازی قطعه  همسانه : تایید4شکا 
کیلو جف  بازی.  1: نشانگر وزن مولکولی 1چاهک  . PCRروش 
از روی پلاسمید سنگین تر )نوترکیب(.  PCR: محصول 3چاهک 
از روی پلاسمید سبک تر)پلاسمید  PCR: محصول 4چاهک 

 (.pTG19غیرنوترکیب 

کیلـو ج ـت بـاز از روی ژل اسـتخراج شـد.       9/6تقريبی 
نیز با اين دو آنزيم بـرش داده   PPCتور کلونینگ حامل وک

و ناقـل   PPCشد. واکنش اتصال بین قطلات برش خورده 
ــد از ترانس ورماســیون  ــونی ، ذاشــته شــده و بل هــای  کل

آمیز بودن کلونینـگ ابتـدا    نوترکیب انتخاب شدند. موفقیت
بررسی و مـورد تايیـد قـرار  رفـت.      PCRبه روی کلونی 
هـا   ج ـت بـازی در برخـی از کلـونی     1224تکریر قطلـه  

 مشاهده شد)نتاي  نشان داده نشده است(.  
هـای   های دارای نتیجـه مربـت و برخـی از کلـون     کلون    

من ی بـرای اسـتخراج پمسـمید و هضـم آنزيمـی کشـت       
منجـر بـه خـروج     EcoRIو  KpnIشدند. هضم آنزيمی بـا  

هـا   آن PCRهايی شد که نتیجه کلـونی   در کلون PPC قطله
(. پمسمید نوترکیب حاصل به اختصـار  4مربت بود)شکل 

pPPC-Cas ذاری  رديد.    نام  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

: 1: برش آنزیمی پلاسمیدهای مشکوک به نوترکیبی. چاهک 3شکا
پلاسمید : برش 3کیلو جف  بازی. چاهک  1نشانگر وزن مولکولی 

 کلونیاستخراجی از پلاسمید : 4. چاهک 1 کلونیاستخراجی از
. 3کلونی از پلاسمید برش  :3(. چاهک uncutبرش نخورده )1

برش  : 6چاهک . 3کلونیبرش نخورده از پلاسمید : 1چاهک 
 کلونیبرش نخورده از پلاسمید :  7. چاهک 4کلونی از پلاسمید 

 pCas-Guide-AAVS1: وکتور 9. چاهک 4

bp 3111 

bp 1211 

bp 1211 

bp 1211 

bp 6911 
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دهنده ولتاژ و ظرفی  خازنی  . اعداد نشان(Voltage-µFبا شرایا مختلف الکتروپوریشن) K562های  درصد ترانسفک  شدن سلول: الف(  1شکا 
بررسی میزان  میکروفاراد اس . ب( 1111ول  و ظرفی  خازنی  368باشند. بهترین شرایا ولتاژ  مورد استفاده در روش الکتروپوریشن می

ترانسفک  شده در نور  K562 یها سلول ریتصو الف( زیر میکروسکوپ فلئورسن . pEGFP-C1به وسیله وکتور  K562های  ترانسفکشن سلول
نانومتر و دو روز بعد از  381ی.)تصاویر فلورسانس در طول مو  در نور معمول  K562ترانسفک  شده  یها سلول ریتصوب(  فلورسانس

 باشد(. % می31میکروفاراد  1111ول  و ظرفی  خازنی  368الکتروپوریشن تهیه شده اس . بازدهی الکتروپوریشن در ولتاژ 
 

 :بخش سلولی
 :به روش الکتروپوريشنK562 های  ترانس کشن سلول

ــه      ــور بهین ــه مني ــای الکتروپوريشــن   ب ــازی پارامتره س
تحـت شـرايط    pEGFP-C1، پمسـمید   K562هـای   سلول

الف(.  2ها الکتروپوريت شد)شکل  مختلف به درون سلول
هـا زيـر میکروسـکوپ     دو روز بلد از ترانس کشن، سلول

ها بررسـی   فلئورسنت مشاهده و میزان ترانس کت شدن آن
ولـت و   167يی الکتروپوريشن در ولتـاژ  آشد. بهترين کار
دست آمد که در ايـن  ه میکروفاراد ب 2121ظرفیت خازنی 

 % بود  12های ترانس کت شده حدود  حالت درصد سلول
 ب(. 2)شکل 

 :تلیین حداقل دوز کشند ی پرومايسین
با توجه به اين که نشانگر انتخابی روی وکتـور سـاخته       

شده، مقاوم به پرومايسـین بـود، ابتـدا کمتـرين غليـت از      
یرترانسـ کت را ظـرا   غ K562های  بیوتیک که سلول آنتی

ــین مــی بــرد، تلیــین شــد. بــر ايــن اســاس   دو ه تــه از ب
ــای  پرومايســین در غليــت ــا  1ه ــر  6ت ــرم در ه میکرو 

لیتر محیط کشت هر يک روز در میان به محیط کشت  میلی
سلول اضافه شـد و در هـر بـار تلـويي محـیط کشـت،       

بلو بررسـی  رديـد.    آمیزی تريسان ها با رنگ مانی سلول زنده
به عنـوان حـداقل    µg/mL 2پی از مدت دو ه ته، غليت 

 غليت کشند ی پرومايسین طی دو ه ته تلیین شد. 
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 K562از نمونه سلول  Cas9: تکثیر رونوش  3جف  بازی، چاهک 111: نشانگر وزن مولکولی 1.چاهکCas9ژن  RT-PCRنتیجه  :6 شکا
:  1)کنترل منفی(، چاهک  cDNAبدون اضافه کردن  PCR: محصول 3ترانسفک  نشده، چاهکK562  سلول : نمونه4ترانسفک  شده، چاهک

:  7جف  بازی، چاهک  111: نشانگر وزن مولکولی 6شده. چاهک  ( از سلول ترانسفک DNA)بررسی عدم وجود آلودگی  RTminusنمونه 
: محصول 8ترانسفک  نشده، چاهک K562 از نمونه سلول  B2m: تکثیر قطعه 9ترانسفک  شده. چاهک  K562از نمونه سلول  B2mتکثیر قطعه 

PCR  بدونcDNA )الگو )کنترل منفی 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

کننده  های بیان وکلون B2Mهای  های تکثیر رونوش  ژن . )الف( منحنیReal-time PCRهای تکثیر و ذوب در واکنش  : نمایش منحنی 7شکا 
Cas9 ب( منحنی( ، های  های ذوب رونوش  ژنB2M وCas9مقایسه ) ( . ژن بیان Cas9 سلول شده جدا مختلف کلون 1 در K562-Cas9  .
 بودن معنادار c و a ، b. شدند تقسیم (4بالا) و (3و  1متوسا) (،1و  3کم) بیان با گروه سه به Cas9 بیان میزان لحاظ از شده آنالیز های کلون
 (. > p 1111/1دهند) می نشان را ها داده آماری

bp  200 

bp  100 

 

Cas9 expression level 

a                a 

b 

c                 c 
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  : RT-PCRبا  Cas9بررسی بیان ژن 
اختصاصی  آغاز رهایبا است اده از  RT-PCRدر ادامه،     
 K562هـای   استخراج شده از سـلول  RNAروی  Cas9ژن 

ترانس کت شده و غیرترانس کت انجام شد. برای اطمینـان  
ــار در هنگــام ســاخت   ــز  cDNAاز صــحت ک ، PCRو نی

زمـان    هـم  نیز B2Mدار  بر روی ژن خانه RT-PCR آزمايش
ــه ژن   ــوط ب هــای  از ســلول B2Mانجــام شــد، قطلــه مرب

ترانس کت شده و غیرترانسـ کت تکریـر شـد. امـا تکریـر      
هـای ترانسـ کت    تنهـا از سـلول   Cas9قطله متلل  به ژن 

ها دارد  ات اق افتاد که حکايت از بیان اين ژن در اين سلول
 (.6)شکل 

 
هـای مختلـف سـلول     بـین کلـون   Cas9مقايسه میزان بیان 

K562-Cas9 : 
بــا بررســی   Cas9 و B2Mهــای  کی یــت تکریــر ژن     

 های مورد نيـر بررسـی شـد    های تکریر و ذوب ژن منحنی
بــین ژن هــدا  (Ctآســتانه)نرخــه . اخــتما (9)شــکل 
(Cas9)   و رفـرانی(B2M)   بـه صـورت ∆Ct=CtTarget - 

CtReference جايی کـه میـزان     محاسبه شد. از آن∆Ct   بـا
 تـر  میزان بیان ژن هدا نسبت عکـی دارد، مقـادير پـايین   

∆Ct     در ايـن  (21)نشان از بیـان بـالاتر ژن هـدا داشـت .
از  K562-Cas9هـای   کلـون آنـالیز شـده از سـلول     2میان، 

 4های  به سه  روه با بیان کم)کلون Cas9لحا  میزان بیان 
( تقســیم 3( و بــالا)کلون 1و  2 هــای (، متوســط)کلون2و 

کـه   رسد، بـا توجـه بـه ايـن     د. در اين میان به نير میشدن
دو بـه   1و  2و نیـز   2و  4های  در کلونی Cas9میزان بیان 

برابر است، ايـن احتمـال وجـود دارد کـه      دو با هم تقريباً
 ها از سلول اولیه يکسانی مشت  شده باشند.   کلون

 
 بحث
امروزه با پیشرفت و  سترش ابزارهای مهندسی     

های انسان با  های درمانی برای بیماری يافتن راهژنتیک، 
 های ژنتیکی قابل دستیابی شده است. سیستم زمینه جهش

CRISPR/Cas9 برای ژنی اصمح ابزارهای ترين ملروا از 
 تر ارزان و دقی  ساده،. باشد می هدا مورد های جهش
 ابزارهای ساير بر را آن ژنی اصمح روش اين بودن

. است داده برتری TALEN و ZFN جمله از ژنی ويرايش
 و ها جنبه دارای نیز روش اين که است ذکر شايان البته
 داخل به وکتورها هايی در انتقال نالش و نامطلوب آ ار

. از جمله (22)بگیرد قرار توجه مورد بايد سلول است که
 شده، مهندسی وکتورهای توان به اندازه ها می اين نالش

 میزبان سلول نوت و ها آن انتقال روش وکتورها، تلداد
 اين در .(21)نمود اشاره( ها آن بودن ملل  يا نسبنده)

 را Cas9 ژن تا  رفتیم تصمیم مشکل اين رفع برای مطالله
 خونی رده های سلول اينجا در که هدا های سلول در

K562 ،ديگر بلدی های همطالل در تا کنیم وارد بودند 
 در. نباشد ژنی سازه روی بر ژن اين وجود به نیازی

 از ای عمده بخش ،CRISPR حامل اجزای پمسمیدهای
 )حدود Cas9 رمزکننده ژنی کاست توسط پمسمید اندازه

مزيت ديگری که تولید  .شود می اشغال باز( ج ت کیلو 2
ست که مشکل انتقال ا ننین رده سلولی دارد اين اين

اين کند زيرا  زمان را حل می نندين وکتور به طور هم
 در (.21، 23)دهد يی اين سیستم را کاهش میآنالش کار

 مانند آن کند، بیان خود در را Cas9 ژن سلولی که صورتی
 وجود به نیازی ديگر نه که در اين مطالله صورت  رفته،

  رمزکننده وجود کاست تنها و نیست پمسمید روی بر آن
sgRNA روی وکتور  پروکاريوتی های توالی همراه به
 . کند می ک ايت

ــلولی       ــه ســاخت رده س ــان K562لازم ــده  بی ، Cas9کنن
 Cas9 که از طرفی حامل کاست بیانی ساخت وکتوری بود

بوده و از سوی ديگر دارای يـک نشـانگر انتخـابی کـه در     
 اينجا ژن مقاومت به پرومايسین بود، باشد. با توجه به ايـن 
که ننـین پمسـمیدی در داخـل در دسـترس نبـود، ابتـدا       
ساخت آن در دستور کـار قـرار  رفـت. بـدين منيـور، از      

 Cas9که حامل کاست بیانی  pCas-Guide-AAVS1وکتور 
بود به عنوان وکتور مبنا است اده شد. با بررسی اين وکتـور  
مشخص  رديد که هضـم آنزيمـی آن بـا دو آنـدونوکلئاز     

KpnI  وEcoRI کان وارد کردن کاست بیانی مقاومت بـه  ام
کنــد. کاســت ژن مقاومــت بــه  پرومايســین را فــراهم مــی

با  pAAVS1-puro-DNRاز وکتور  PCRبیوتیک نیز با  آنتی
تلبیه دو جايگاه برشی مـدنير در طـرفین آن تکریـر شـد.      

در وکتور مبنا منجر بـه سـاخت    PCRسازی قطله  همسانه
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کیلـو ج ـت بـاز     7طـول   به pPPC-Casپمسمیدی به نام 
 شد.
توان به سخت بودن  های اين مطالله می از ديگر نالش    

 های هاشاره نمود. مطالل K562های  ترانس کت کردن سلول
 ذشته حاکی از آن است که به طور کلی ترانس کت کردن 

های مللـ  کـار دشـوارتری نسـبت بـه ترانسـ کت        سلول
روش . در ايـن مطاللـه از   (24)باشد های نسبنده می سلول

 K562هـای   الکتروپوريشن برای ترانس کت کـردن سـلول  
 بــالا روش ايــن در میــر و مــرگ اســت اده  رديــد. میــزان

 در توان می روش اين از است اده با طرفی اما از (.23)است
بـا سـمیت    را ها سلول از زيادی تلداد کوتاهی زمان مدت

 کـردن  بهینـه  . برای(24، 22)کرد کم به ساد ی ترانس کت
-pEGFP وکتور از K562 های سلول الکتروپوريشن شرايط

C1 که حامل EGFP ،وجـود ژن  . شد است اده استEGFP 
 ـ باعث شد تا درصد سلول وسـیله  ه های ترانس کت شده ب

میکروســکف فلئورســنت قابــل پیگیــری و تلیــین باشــد.  
الکتروپوريشــن بــه صــورت تصــاعدی در ولتاژهــا و      

های خازنی مت ـاوت بررسـی شـد کـه در نهايـت       ظرفیت
 µFو ولـت  167هترين شرايط الکتروپوريشن به صورت ب

 از% 12 حدود آن در که  رديد )میکروفاراد( انتخاب2121
بلد، برای ساخت  مرحله شدند. در می ترانس کت ها سلول
وکتـور سـاخته شـده در     Cas9کننده  بیان K562های  سلول

هـا بـا شـرايط بهینـه شـده       اين پـژوهش بـه درون سـلول   
الکتروپوريشن منتقل شد. با توجه به وجود ژن مقاومت به 

کننده  های دريافت پرومايسین در وکتور ساخته شده، سلول
جـدا   µg/mL 2 بیوتیـک در غليـت   پمسمید با ايـن آنتـی  

 پرومايسـین کـه   کشـند ی  دوز حـداقل  شدند. زيـرا قـبمً  
 بـین  از ه تـه  دو طـی  را غیرترانسـ کت  K562 های سلول

هـا   انتخاب سـلول . شده بود تلیین g/mL  2میزان به برد می
 زمـان  با پرومايسین دو ه ته به طول انجامید و اين مـدت 

 شـوند  جـدا  هايی شد تا تنها سلول  رفته نير برای اين در
ها شده اسـت   وارد ژنوم آن بیوتیک به آنتی مقاومت ژن که

ــی  ــه صــورت اپ ــال در  و پمســمید را ب خــود حمــل زوم
  پسـتاندار  همانندسازی کنند. به علت عدم وجود منشا نمی

، در صورتی که پمسمید pPPC-Casدر وکتور ساخته شده 
به داخل ژنـوم سـلول میزبـان وارد نشـود، طـی دو ه تـه       

تقسیم و تکریر سلولی، پمسمیدهای اپی زومی از بین رفته 
اند،  هايی که به صورت پايدار ترانس کت شده و تنها سلول

قادر به رشد در محیط انتخابی)حاوی پرومايسین( خواهند 
 بود.   
بــه داخــل ژنــوم رده ســلولی  pPPC-Casورود وکتــور     

K562 باشـد.   بلد از الکتروپوريشن به صورت تصادفی می
تواند مشکمتی را در پـی داشـته    اين نوت ورود به ژنوم می

که ورود تصـادفی ممکـن اسـت منجـر بـه       باشد. اول اين
 ردد. نرا کـه در ايـن حالـت     Cas9تخريب کاست بیانی 

تواند از هـر بخـش خـود بـه صـورت شانسـی        وکتور می
 نوترکیبی داده و وارد ژنوم شود. بنابراين با توجـه بـه ايـن   

ای از وکتـور سـاخته شـده در بر یرنـده      که بخـش عمـده  
باشد کـه وارد   ل میاست، اين امر محتم Cas9کاست بیانی 

آسـیب وارد کنـد.    Cas9شدن به داخل ژنوم به کاست ژن 
که ورود تصادفی پمسمید به داخـل ژنـوم    مسئله دوم اين

هـای   در سلول Cas9تواند باعث شود تا میزان بیان ژن  می
ز امختلف مت اوت باشـد. حتـی ممکـن اسـت در برخـی      

وت خاموش شود. دلیل ايـن موض ـ  Cas9 ها، بیان ژن سلول
توانـد روی   آن است که محل ورود ژن به داخل ژنوم مـی 

بیان آن تا یر ذار باشد که به آن ا ـر جايگـاه کرومـوزومی    
(Chromosomal position effectمی )    ويند. تمـامی نقـاط 

بـرداری يکسـان نیسـتند.      ژنوم به لحا  فلالیت رونوشـت 
 DNAای از  برای مرـال ژن ممکـن اسـت وارد يـک نقطـه     

ها بسیار فلال است.   ود که در آن رونويسی از ژننومی شژ
تواند باعث کاهش بیـان و حتـی خـاموش     اين موضوت می

شدن بیان ژن انتقال يافته شود و مشکل آخـر ايـن کـه در    
های ژن وارد شـده بـه داخـل     تلداد نسخه ،ورود تصادفی

هــای ژن بــین  ژنــوم قابــل کنتــرل نیســت و تلــداد نســخه
باشد. تلدد ورود ترانی ژن  می های مختلف مت اوت سلول

بینی ندارد. در مواردی مشاهده  به داخل ژنوم ا ر قابل پیش
تواند ا ـر افزايشـی روی بیـان     ها می شده است تلدد نسخه

ژن هدا بگذارد، اما  اهی نیز ا ر من ـی روی بیـان ژن و   
. همـه ايـن   (26)حتـی رشـد سـلول  ـزارش شـده اسـت      

تواند منجر به بیان هتروژن ژن هدا در میان  مشکمت می
هــای ترانســ کت شــود. بنــابراين بــرای رفــع ايــن  ســلول

 مشکمت انتخاب کلونی انجام شد. 
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مقـاوم بـه پرومايسـین     K562هـای   کلـونی از سـلول   2    
 ـ آن RNAانتخاب شده و پی از رشد و تکریر،  طـور  ه ها ب

 Real-timeها بـا   در آن Cas9جدا انه استخراج و بیان ژن 

PCR  سالم بودن کاست بیانی بررسی شد. برای اطمینان از
Cas9 هـای کامـل و سـالم از ژن     که رونوشت و اينCas9 

ای طراحی شدند که انتهـای   به  ونه آغاز رها ،وجود دارد
کردنـد. نتیجـه    را شناسايی و تکریر می Cas9رونوشت  3´

کلونی جدا شده نشان داد کـه بیـان    2در  Cas9آنالیز بیان 
Cas9 کلـونی آنـالیز    2میان  ها مت اوت است. از در بین آن

هـا يکسـان    رسـید منشـا برخـی از کلـون     شده به نير مـی 
باشـد و در واقـع از سـلول ترانسـ کت شـده مشـترک        می

 اند.  مشت  شده
 

گيري نتيجه
است کـه   K562-Cas9نتیجه تحقی  حاضر تولید سلول     

 K562های  کند. سلول را به صورت دائم بیان می Cas9 ژن
اريترولوکمیای انسانی هستند کـه در تحقیقـات    های سلول

-βهـا ماننـد    های خونی از جمله همو لوبینوپـاتی  بیماری
شـوند. لـذا دسـت آورد ايـن      تالاسمی بسیار اسـت اده مـی  

توانـد ابـزاری بـرای کمـک بـه ايـن دسـته از         پژوهش می
ها در کشور باشد. از سويی ديگر تجربه حاصل از  پژوهش

کننده  های سلولی بیان وسله ساير ردهتواند در ت اين کار می
Cas9 .نیز مورد است اده قرار  یرد 
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Abstract 
Background and Objectives 

The genome of cell lines is nowadays edited to create disease models and treat them. Of course, the size 

of the cas9 gene has caused problems like the low efficiency of the CRISPR system. To solve this 

problem, Cas9 expressing cell lines have been generated in which CRISPR RNA should only be 

transfected to the cell. 

 

Materials and Methods 

This article is experimental. PGK-PURO / CMV (PPC) fragment was amplified with PCR from 

pAAVS1-puro-DNR vector and cloned in pTG19-T vector. The PPC fragment from this vector was 

removed by KpnI and EcoRI enzymes. Also the pCas-Guide-AAVS1 vector was subjected to the same 

enzymatic cutting and its attachment to the PPC fragment resulted in the production of the pPPC-Cas 

vector. After optimizing the electroporation conditions, the pPPC-Cas vector was electroporated into 

K562 cells and puromycin -resistant cells were selected and Cas9 expression level was evaluated by 

Real-time PCR. 

 

Results 

A PCR fragment of 2514 bp was amplified. The vector pPPC-Cas was cloned in two steps. puromycin -

resistant transfected cells were selected. Clonal selection was carried out and three colonies with high, 

medium and low expression level of Cas9 were isolated. 

 

Conclusions   

The Cas9-expressing K562 cells derived in this study can be applied both for functional genomic 

researches and design cellular models of human diseases in future.  
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