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 انعقادي فعال انساني  9ژن بتاگلوبين انساني بر روي بيان موقت فاكتور  1تاثير اينترون 

 هاي پستانداران اي از سلول در رده

  4فرزانه صابونيدكتر ، 2سيد جواد حسينيدكتر ، 2پور عليرضا زمرديدكتر ، 1علي اكبر حداد مشهدريزه
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

در ايت  مااعهته   . هاي پستانداران نشان داده شده است   ها در سلول افزايش بيان ژن ها در تاثير حضور اينترون
هامستتر    انساني در رده سلوعي تخمتدان  2فاكتور  cDNAژن بتاگلوبي  انساني بر بيان موق   1كارايي اينترون 

 . تح  كنترل پروموتر سيتومگاعوويروس نشان داده شد( CHO)چيني
 ها مواد وروش
 2و  1هتاي   ژن بتاگلوبي  انساني بتي  اگتزون   1در اي  پژوهش اينترون . م شده از نوع تجربي بودمااعهه انجا

cDNA  انساني وارد شد 2فاكتور .cDNA  واجتد اينتترون و    2فاكتورcDNA    بته صتور     2طبيهتي فتاكتور
پس . زي شدندسا همسانه pcDNA3جداگانه، در پايي  دس  پروموتر سيتومگاعو ويروس در دو پلاسميد بياني 

مورد استفاده قرار  CHOهاي  نوتركيب ساخته شده براي ترانسفكش  سلولهاي  از تاييد ساختار موعكوعي، سازه
، انساني 2فك  شده به منظور آشكارسازي بيان پروتئي  نوتركيب فاكتور سهاي تران محيط كش  سلول. گرفتند
 ستسس بته منظتور   . قرار گرف  2سماي فاقد فاكتور اي انهقاد بر روي پلا آوري و مورد آزمون يك مرحله جمع

برداري مهكوس تاييد  هاي نوتركيب، حضور آن با آزمون رونوش  در سلول 2فاكتور  cDNAتاييد صح  بيان 
 . شد

 ها يافته
هاي ترانسفك  شده با هتر دو پلاستميد    هاي كش  سلول هاي انهقاد به دس  آمده از محيط مقايسه اوعيه زمان

توستط هتر دو گتروه    درصد  12تا  11به ميزان  2بيانگر فاكتور  ،هاي كنترل منفي ر مقايسه با نمونهنوتركيب د
هتاي   هتاي واجتد ستازه    هم چني  مقايسه نتايج حاصل از فهاعي  انهقادي سلول .بودشده  دگرگونهاي  سلول

هتاي   يط كشت  ستلول  درصتد در محت   27تا  1بيان شده به ميزان  2نوتركيب، نشانگر افزايش فهاعي  فاكتور 
هم چني  آزمون . هاي دگرگون شده با سازه فاقد اينترون بود دگرگون شده با سازه واجد اينترون نسب  به سلول

  . هاي نوتركيب را تاييد نمود از سلول 2برداري مهكوس، صح  فرآيند اسسلايسينگ و بيان فاكتور  رونوش 
 نتيجه گيری 

در عتي    .انساني نشان داده شتد  9بتا گلوبي  بر ميزان بيان فاكتور  1ترون در اي  تحقيق تاثير مثب  حضور اين
هتاي   ابتزار مناستبي بتراي بررستي پايتداري ستلول       ،انساني 9حال با ساخ  پلاسميدهاي بيان كننده فاكتور 

 . در محيط انتخابي به صور  سيستماتيك فراهم شد 9ترانسفك  شده براي توعيد فاكتور 
 CHOهاي  سلول، ها اينترون ها، بتاگلوبي ،  2ور فاكت :ات كليديكلم
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  قدمه م
هـاي مـورد تو ـ      يا كريسمس، از بيمـاري  Bهموفيلي     

يكـي از   Bهمـوفيلي  . درمان با استفاده از ژن درماني اسـت 
هاي مسير انعقادي است ك  در نتيجـ  اخـت ل و يـا     بيماري

ايـن بيمـاري بـ  صـورت     . شود حاصل مي 9كمبود فاكتور 
رسـد و ميـزان    بـ  ار  مـي   Xمغلوب وابست  ب  كروموزوم 

درمــان ايــن  (.0)در  هــان اســتمــرد  31111/0تــواتر آن 
ــاكتور   ــ  ف ــيل  تزري ــ  وس اســتاراش شــده از  9بيمــاري ب

پ سماي طبيعي انسـاني و اخيـرا ن نـوو نوتركيـ  آن رايـج      
هــاي  مطالعــات در راســتاي افــزاي  بيــان پــروت ين. اســت

هاي يوكاريوتي با هدف ژن درماني بـ    نوتركي  در سيستم
روت يـن در شرايــ   و يا توليد پ in vivoو  ex vivoصورت 
in vitro هاي متعددي در دنيا قـرار   در دستور كار آزمايشگاه

نيازمنـد   ،هاي نوتركيـ   بالا بردن بيان پروت ين. گرفت  است
استفاده از پ سميدهاي بياني مجهز بـ  عناصـر تنميمـي بـا     

بـ  طـور كلـي عناصـر تنميمـي در      (. 1)نق  افزاينده است
% 91بـي  از  (. 3-1)اند گرفت نواحي غير كدكننده ژني قرار 

داران متعلـ  بـ     هاي ژنومي در انسان و ديگر مهره از توالي
هاي كدكننـده بـا فعاليـت     هاي غير كدكننده و يا توالي توالي

عناصر ژنتيكي شناخت  شده يوكاريوتي (. 8، 8)نامعلوم است
بـ  طـور    ،ها دارنـد  ك  نق  كليدي در تنميم ميزان بيان ژن

ــامل پرو ــده شــ ــت ژنعمــ ــا در بالادســ ــا،  موترهــ هــ
هـا،   در بالادست يا پايين دسـت ژن ( Enhancers)ها افزاينده
هاي مـورر در   هاي خاتم  دهنده رونويسي و نيز توالي توالي

 . ها هستند پايين دست ژنآدني سيون در  فرايند پلي
توان ب  برخي عناصر مجاور ژن اشاره كرد  هم چنين مي    

برداري را ب  عهده دارند و در نواحي  ك  تنميم بعد از نسا 
-01)در دو انتهاي ژن قـرار دارنـد   3'و  1'غير قابل تر م  

ها در رابط  بـا دارا بـودن    داخلي ژن، اينترون نواحيدر (. 6
را بــ  خــود اخت ــا   اي  ايگــاه ويــژه ،عوامــل تنميمــي

ها باشي از نواحي غير كدكننـده داخـل    اين توالي. دهند مي
عموما ن نسبت ب  نواحي كدكننده ژنـي طـول   ژني هستند ك  

تعـداد و طـول   . دهنـد  بزرگتري را ب  خـود اخت ـا  مـي   
و از  81هاي ماتلف ب  ترتي  از صفر تـا   ها در ژن اينترون
صـرف مقـادير   (. 00)تا چند هزار  فت باز متغير است 81

مويـد   ،هـا  زياد انرژي و مواد براي تكثيـر و حفـا اينتـرون   

مورفيسـم   تـارير پلـي  . ها در سلول اسـت  نق  مفيد اينترون
ها نيز نشان  شناسي بيماري برخي از نواحي اينتروني با سب 

دهد ك  بيان ژن در  ها نشان مي گزارش(. 01)داده شده است
برابر افـزاي    111تا  6تواند  مواردي در حضور اينترون مي

ن اها در  هت بالا بردن بي ـ لذا استفاده از  اينترون(. 03)يابد
مـورد تو ـ  محققـان زيـادي قـرار       ،هاي نوتركي  روت ينپ

تغييرات بياني يك ژن ك  ب  حضـور  (. 04، 01)گرفت  است
ب  عوامل  نبي متعددي چـون   ،شود اينترون نسبت داده مي

موقعيت فيزيكي اينترون در ژن بومي از نمـر فاصـل  آن از   
نتـايج بسـياري از   (. 08)ژن وابست  اسـت  3'يا  1'دو انتهاي 

 ،ها نشان داده است ك  اينترون نزديك بـ  پرومـوتر   زماي آ
حضـور  (. 4، 03-01)كارايي بيشتري در تنميم بيان ژن دارد

هـاي مربـوب بـ      هاي افزاينـده بيـان ژن و نيـز تـوالي     توالي
از  ،هـا  هاي ات ال فاكتورهاي رونويسـي در اينتـرون    ايگاه

، 01)تندها بر بيـان ژن هس ـ   مل  عوامل تاريرگذار اين توالي
ها بر خروش مح ـول رونويسـي از هسـت      تارير اينترون(. 1

ب  سيتوپ سم نيز بر ميزان بيان ژن تاريرگذار است، در ايـن  
 EJCاي پروت يني بـ  نـام    مجموع  ،رابط  در حضور اينترون

(Exson Junction Complex )شود، اين مجموع  تشكيل مي 
خروش  ،هست  يهاي انتقالي غشا برهمكن  با ناقل ب  كمك

بـرهمكن   (. 08، 06)كنـد  مح ول رونويسي را تسهيل مي
ها قـوي   هاي غشايي در گروهي از ژن با ناقل EJCمجموع  

بوده و خروش مح ول رونويسي را بسيار تحت تارير قـرار  
هـا بـ  شـدت     هاي وا د اين گون  اينترون دهد، بيان ژن مي

هايي نميـر   بيان ژن(. 09، 11)وابست  ب  و ود اينترون است
ژن بتاگلوبين ب  شدت وابست  ب  حضور اينتـرون اسـت بـ     

مح ـول رونويسـي توانـايي     ،طوري ك  در غياب اينتـرون 
رغـم توليـد در    بسيار كمي در خروش از هست  دارد و علـي 

ژن بتاگلوبين (. 09، 11)شود هست  باقي مانده و تر م  نمي
 فت باز  611و  031هاي  انساني داراي دو اينترون ب  طول

ب  طور نسبي ميـزان تـراكم عناصـر ات ـالي بـ       (. 10)است
اين ژن بيشتر از اينترون  0فاكتورهاي رونويسي در اينترون 

ايـن ژن   0تواند انعكاسي از اهميت اينتـرون   است ك  مي 1
هـاي   ب  اين ترتي  اينتـرون (. 11)در بالا بردن بيان ژن باشد

در خـروش مح ـول    ژن بتاگلوبين انساني از نمر توانمندي
 هاي مناسبي  هت بررسي  گزين  ،  سيتوپ سمـويسي بـرون
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 ها آغازگرهاي استفاده شده و كاربرد آن: 1جدول 
 

شماره 
PCR 

 آغازگرهانام  آغازگرهاتواعي  آغازگركاربرد جف  

 GGATCC GTT ATG CAG CGC GTG AAC ATG ATC-3' hFIXE1-F -'5 9فاكتور  cDNAاز  0تكثير اگزون  0
5'- AAC CTT GAT ACC AAC CTG TAC ATT CAG CAC 
TGA GTA GAT ATC CTA-3' hFIXE1-R 

بتاگلوبين از ژنوم  0تكثير اينترون  1
 انساني

5'- AGT GCT GAA TGT ACA GGT TGG TAT CAA GGT 
TAC AAG ACA GG 3' hBI1-F 
5'- ATG ATC AAG AAA AAC TAA GGG TGG GAA AAT 
AGA CCA ATA G 3' hBI1-R 

 cDNAاز  4تا  1هاي  تكثير اگزون 3
 9فاكتور 

5'- TTT TCC CAC CCT TAG TTT TTC TTG ATC ATG 
AAA ACG CCA AC 3' hFIXE2-F 
5'- CCT TGC AAC TGC CGC CATTTAAAC 3' hFIXE4-R 

 PCR 0ات ال قطعات حاصل از  4
 (SOE-Mediated PCR 1) 1و 

5'- GGATCC GTT ATG CAG CGC GTG AAC ATG ATC 3' hFIXE1-F 
5'- ATG ATC AAG AAA AAC TAA GGG TGG GAA AAT 
AGA CCA ATA G 3' hBI1-R 

 4و  PCR 3ات ال مح ولات  1
(SOE-Mediated PCR 2) 

5'- GGATCC GTT ATG CAG CGC GTG AAC ATG ATC 3' hFIXE1-F 
5'- CCT TGC AAC TGC CGC CATTTAAAC 3' hFIXE4-R 

 PCRام فرآيند كلوني انج 8
5'- GCGGCCGCAGTGATTAGTTAGTGAGAGGCCC 3' hIX-R1 
5'- GCC ATGGCCCCCTTTGGATTTGAAGGAAAGAACT 
3' hFIX-F2 

 RT-PCRانجام فرآيند 
5'- GAAGCTTTCTCCCTTTGTGGAAGACTCTTCCC-3' hFIXE2-R 
5' CCT TGC AAC TGC CGC CATTTAAA C3' hFIXE4-R 
5' GGATCC GTT ATG CAG CGC GTG AAC ATG ATC 3' hFIXE1-F 

 
هاي پستانداران  هاي نوتركي  در سلول افزاي  بيان پروت ين

هــاي ات ــال بــ  فاكتورهــاي  تــراكم انبــوه تــوالي. هســتند
ايـن ژن، ايـن اينتـرون را كـاراتر از      0رونويسي در اينترون 

دهد، از طرفي ب  دليل كوتاه بودن طـول   نشان مي 1اينترون 
ژن بتـاگلوبين،   1هـا و اينتـرون    بت ب  سـاير اينتـرون  نسآن 

تر خواهد بـود، همننـين    دستورزي سازه نوتركي  آن آسان
كوتاه بودن اين اينترون امكان استفاده از طـول كامـل آن در   

را  EJCحد واس  دو اگزون در  هـت تشـكيل كمـسلكس    
ژن بتـا   0بر اين اساس اسـتفاده از اينتـرون   . سازد فراهم مي

فـاكتور    cDNA، با هدف افزاي  بيان (I1B)ين انسانيگلوب
در دسـتور كـار ايـن پـژوه  قـرار       CHOهاي  در سلول 9

بــين  I1Bســازي  در ايــن مطالعــ  مراحــل همســان . گرفــت
انساني و نيز تـارير ايـن    9فاكتور  cDNA 1و  0هاي  اگزون

انسـان مـورد    9فـاكتور   cDNAاينترون بر ميزان بيان موقت 
 . گرفت  استبررسي قرار 

 
  هاروش مواد و 

ــميدها و    ــتانداران، پ س ــلولي پس ــاكتري، رده س ــوش ب س
 آغازگرها

 ريـــسوش باكت.   انجام شده از نوو تجربي بودـمطالع    

سـازي   براي مراحل همسان ( استراتژن ـ آمريكا )اشريشياكلي
خريـداري شـده از بانـك     CHOرده سـلولي  . استفاده شـد 

ن ميزبان سلولي پستاندار  هـت بيـان   سلولي ايران، ب  عنوا
ــاكتور  ــت  9ف ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــ  . م ســازه نوتركي

pK14hFIX  ب  عنوان منبعcDNA  بـ  كـار گرفتـ      9فاكتور
بـ  عنـوان   ( نـوواژن ـ آلمـان   ) +pET26پ سـميد  (. 13)شد

. سـازي اسـتفاده شـد    وكتور حد واس  براي مراحل همسان 
بـ   ( اينويتروژن ـ آمريكا ) pcDNA3در اين تحقي  پ سميد 

در  9هاي بياني فـاكتور   عنوان وكتور پاي  براي طراحي سازه
هـاي   سـازه . هاي پستانداران مورد استفاده قرار گرفت سلول

بيوتيــك  بيــاني ســاخت  شــده وا ــد ژن مقاومــت بــ  آنتــي
 آغازگرهـاي .  نتيسين ب  عنوان شـاخ  انتاـابي هسـتند   

 MWGركت آلمـاني  استفاده شده در اين تحقي  توسـ  ش ـ 
 (. 0 دول )ساخت  شدند

 
 ها ها، مواد شيميايي و كيت محي  كشت، آنزيم

ب  عنوان محي  كشت  LB(Luria-Bertani)محي  كشت     
سـيلين، كانامايسـين، ايزوپروپيـل     آمسـي . باكتري استفاده شد

، 31بـ  ترتيـ  بـا غلمـت     )X-galو ( IPTG)تيوگالاكتوزيد
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( ليتـر محـي  كشـت    يك ميليميكروگرم در  11و  11، 011
در صورت نياز ب  و ـود محـي  كشـت انتاـابي اسـتفاده      

ــدند ــزيم. ش ــاي  آن  T4 DNAو  DraI  ،EcoRV  ،NotIه

Ligase نيتيسين  ،(G-418)هـاي تالـي  مح ـول     ، كيت
PCR پ سميد ، ،RNA     و  8و عامل ترانسفكشـن فيـوژن ـ

از شــركت   M-Mulvبــردار معكــوس   آنــزيم رونوشــت 
و  HinfIو   BamHIآنزيم . خريداري گرديدند( انآلم)شورُ

ــميد  ــيناژن PTZ57RTپ س ــران)از س ــد( اي ــداري ش . خري
انسـاني از شـركت دياگنوسـتيكا     9پ سماي فاقـد فـاكتور   

پ سماي طبيعـي انسـان بـا    . خريداري شد( فرانس )استاگو
بـ    9هدف رسم نمودار استاندارد آزماي  انعقادي فـاكتور  

. ازمان انتقال خون ايران ب  دسـت آمـد  صورت اهدايي از س
ــت   ــي  كش  DMEM(Dulbeco's modified Eagle'sمح

medium ) وHams-F12  هـت  ( آمريكـا ) يبكواز شركت 
 . استفاده شد CHOهاي  رشد سلول

 
 DNAهاي  ورزي دست
هـاي   بـر اسـاس روش   DNAكـاري   هم  مراحل دسـت     

 cDNAسـازي   همسـان  (. 14)استاندارد كلونينگ انجام شـد 
هـاي   با اسـتفاده از واكـن    pcDNA3در پ سميد  9فاكتور 

ــ    ــازه نوتركي ــد pK14hFIXهضــمي س ــام ش  DNA. انج
فـاكتور   cDNAكروموزومي استاراش شده از خون انسان و 

ب  ترتي  بـ    pK14hFIXحاصل  از هضم سازه نوتركي   9
 9فـاكتور   4تـا   0هاي  و اگزون I1Bعنوان الگو براي تكثير 

 0سـازي اينتـرون    همسان . مورد استفاده قرار گرفتندانساني 
ژن  cDNA 1و  0هـاي   ژن بتاگلوبين در حد فاصـل اگـزون  

استاندارد و دو واكـن    PCRب  وسيل  س  واكن   9فاكتور 
SOE-Mediated PCR (Splice Overlap extension 

mediated PCR )ــذيرفت ــ  ايــن منمــور . انجــام پ  DNAب
فـاكتور   cDNAه از خون انسان و كروموزومي استاراش شد

ــرون    9 ــر اينت ــوان الگــو  هــت تكثي ــ  عن ــ  ب ــ  ترتي  0ب
ــاگلوبين ــزون (PCR2)بتـ ــاكتور  0، اگـ و ( PCR1) 9ژن فـ

مـورد اسـتفاده قـرار    ( PCR3)9فـاكتور   4تـا   1هاي  اگزون
 (. 0 دول )گرفتند
ــاكتور  0اگــزون      ــا  0و اينتــرون  9ژن ف ــاگلوبين ب ژن بت

و  فـت    SOE-Mediated PCRواكـن   اسـتفاده از اولـين   

ــازگر ــل   hFIXE1-F/hBI1-R آغــ ــديگر مت ــ ــ  همــ بــ
بـا   PCR3و  PCR4هـاي   مح ولات واكن (. PCR4)شدند

و بـا اسـتفاده از    SOE-Mediated PCRانجام دومين واكن  
ب  يكديگر مت ل شـده   hFIXE1-F/hFIXE4-R آغازگرزوش 

و  0هاي  زونژن بتاگلوبين بين اگ 0و ب  اين ترتي  اينترون 
پس از  PCR5مح ول (. PCR5)قرار گرفت 9ژن فاكتور  1

 BamHIو هضم با زوش آنـزيم   PTZ57RTسازي در  همسان 
ــد و  pET26-hFIXدر ســازه حدواســ   Dra1و  وارد گردي

است بـ    0ك  وا د اينترون  pET26-hFIX-Iسازه نوتركي  
،  BamHI/NotIهـاي   سرانجام بـ  وسـيل  آنـزيم   . دست آمد

cDNA  ژن بتـاگلوبين   0انساني ك  حاوي اينترون  9فاكتور
ــت ــميد  ( hFIX-I)اس ــ  پ س ــازه   pcDNA3ب ــل و س منتق

 . ساخت  شد pcDNA3-hFIX-Iنوتركي  
 

 تعيين توالي
-pTZ57R/Tهـاي نوتركيـ     قطعات كلون شده در سازه    

E1-I1-E2-4 (0اي حدواس  شـامل اينتـرون    ب  عنوان سازه 
-pcDNA3، (9ژن فاكتور  4تا  0هاي  ونژن بتاگلوبين و اگز

hFIX ( شـــاملcDNA  9ژن فـــاكتور ) وpcDNA3-hFIX-I 
از ( 9ژن فـاكتور   cDNAژن بتـاگلوبين و   0شامل اينترون )

هـاي مـذكور بـا     تـوالي . هر دو رشت  كام   ن تعيين توالي شد
و با استفاده از ( MWGآلمان ـ  )ABI 373استفاده از دستگاه 

هـاي   مقايسـ  تـوالي   .اصي تعيين گرديـد اخت  آغازگرهاي
بـر عليـ  بانـك ژنـي      BLASTحاصل  با استفاده از برنامـ   

 (. 11)انجام شد
 

 كشت سلول و ترانسفكشن
گـراد، فشـار    در   سانتي 38در دماي  CHOهاي  سلول    
1 %CO2   و در محي  كشت تركيبـيHams-F12  وDMEM 

 U/ml 011سـرم  نـين گوسـال ،    % 01حاوي  0/0با نسبت 
رشـد داده   ،ن غنيياسترپتومايس μg/ml 011و  Gسيلين  پني
ترانسفكشن با دو روش كلسيم ـ فسفات و فيوژن ـ   . شدند
 بـراي ايـن  . اي صـورت گرفـت   هاي ش  خانـ   در پليت 8

سـاعت قبـل از واكـن      14حدود  CHOهاي  منمور سلول
سلول بـ  ازاي   001.111ـ   031.111ترانسفكشن در تراكم 

 ـ   . كشـت داده شـدند  هر خان    ابـراي انجـام ترانسفكشـن ب
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محـي    μl 98بـا   8از فيـوژن ـ    μl3 ، 8استفاده از فيوژن ـ  
 1مالوب و بـ  مـدت   ( بيوتيك فاقد سرم و آنتي)كشت پاي 

 ب  مالوب فـوق . دقيق  در در   حرارت اتاق قرار داده شد
μg1      از سازه نوتركي  اضاف  و پس از مالـوب نمـودن بـ

مالوب . اق قرار داده شدتدقيق  در دماي ا 31مدت حداقل 
 كشت پايـ   محي  ml 1ها در  نهايي سسس مستقيما ن ب  سلول

براي واكـن  ترانسفكشـن بـ  روش كلسـيم     . اضاف  گرديد
ــفات ــول 1/1از  μl 011 ،فس ــا  CaCl2 م ــازه  μg 11ب از س

حجـم   X 0/1 TEنوتركي  در يك لول  استريل ريات  و با 
سسس يك حجـم از محلـول فـوق را    . رسانيده شد ml 0ب  

بافر شده با سالين قطره قطـره   X 1 HEPESبا يك حجم از 
دقيقـ  در   11محلول حاصل  ب  مـدت   كرده، خوب مالوب

 . اق قرار داده شدتدماي ا
از محلـول نهـايي    μl 011 ،از محـي  كشـت   mlب  هـر      

 8اضاف  گرديد و واكن  ترانسفكشن براي مـدت حـداقل   
آوري و  سسس محي  كشـت پايـ   مـع   .   يافتساعت ادام

ايـن محـي  غيـر از تركيبـات ضـروري      )محي  كشت كامل
نـانوگرم   111باغلمت  Kها وا د ويتامين  براي رشد سلول
 هـا  بـ  سـلول  ( ليتر از محي  كشـت اسـت   ب  ازاي هر ميلي
 (سـاعت  81و  46حـدود  )روز دوم و سـوم . اضاف  گرديـد 

آوري  ي بررسي  مـع محي  كشت برا ،پس از ترانسفكشن
 . ها اضاف  شد و محي  تازه ب  سلول

 
 : انساني 9گيري فعاليت انعقادي فاكتور  اندازه
بيـان شـده بـا اسـتفاده از      9فعاليت بيولوژيـك فـاكتور       

 PTT (Activated partialو  9پ سماي انساني فاقد فـاكتور  

Thromboplastine )  فعال شده مطاب  با دستورالعمل فـراهم
بـراي  . ده ب  وسيل  شـركت توليـد كننـده تعيـين گرديـد     ش

از نمـودار   ،انساني بيان شده 9تامين ميزان فعاليت فاكتور 
 1استانداردي استفاده شد ك  با استفاده از فعاليـت انعقـادي   

رقـــت ماتلـــف از پ ســـماي ســـيترات  شـــده طبيعـــي  
روي كاغذ تمـام  ( 01/0، 11/0، 41/0، 61/0، 081/0)انسان

  .بر علي  زمان انعقاد ترسيم شده بود لگاريتمي
 μlاز هر نمونـ  بـا    μl 011براي انجام آزماي  انعقادي     
فعـال   PTTاز  μl 011و  IXاز پ سماي فاقـد فـاكتور    011

در ـ    38دقيق  در در ـ  حـرارت    3شده مالوب و دقيقا ن 

 mMكلسيم كلريـد   μl 011سسس . گراد قرار داده شد سانتي
گراد ب  آن اضاف  و  در   سانتي 38م شده در از قبل گر 11

 ر ـگيري شد و فعاليت انعقادي هر نمون  ب زمان انعقاد اندازه
 . اساس نمودار استاندارد تعيين گرديد

 
 RT-PCRآزمون 
    RNA هـاي نوتركيـ  ترانسـفكت شـده بـا       تام از سلول
ژن بتاگلوبين انساني بـا اسـتفاده از    0ژن وا د اينترون  ميني
توسـ    cDNAسـسس  . اسـتاراش شـد   RNAيت تالي  ك

 RNAبا اسـتفاده از   m-MulVبردار معكوس  آنزيم رونوشت
ب  عنـوان الگـو و    RNAaseعاري از  DNAaseتيمار شده با 

طبــ  ( Random Hexamer)هــاي هگزامــر ت ــادفيآغازگر
ــد    ــاخت  ش ــوالي س ــ  مت ــتاندارد در دو مرحل از . روش اس

كـوس بـ  عنـوان الگـو     رداري معـب ـ تـوش ــول رونـمح 
هـاي   با طول 9ور ـژن فاكت cDNAي از ـر قطعاتـ هت تكثي

ــت    110و  301 ــاربري  ف ــا ك ــ  ب ــ  ترتي ــاي آغازگرب ه
hFIXE1-F/hFIXE4-R وhFIXE-F/hFIXE2-R استفاده شد . 

 
 يافته ها

 ساخت سازه نوتركي 
ــان  pcDNA3-hFIXســاخت ســازه نوتركيــ       ــراي بي ب

cDNA  كنتــرل مثبــت پــس از بــرش بــ  عنــوان  9فــاكتور
هـــاي  بـــا آنـــزيم pK14hFIXو  pcDNA3پ ســـميدهاي 

BamHI/NotI  وcDNA  9فــاكتور(hFIX-cDNA ) و ات ــال
ساختار سازه نوتركي  مذكور  (.0شكل )ها انجام گرفت آن

از . با استفاده از آناليز مولكولي ب  شرح زيـر تاييـد گرديـد   
بـ  طـور    BamHI/NotIهـاي   برش اين پ سـميد بـا آنـزيم   

 فت باز ب  دست آمد و از  8919اي ب  طول  انفرادي قطع 
هـاي   دو قطع  بـا طـول   ،هاي مذكور هضم توام آن با آنزيم

 فت باز حاصل شد ك  ب  ترتي  نشـانگر   0419و  1366
ــرم ــي   فـ ــاي خطـ ــاكتور  cDNAو  pcDNA3هـ  9ژن فـ
  (.الف -1شكل )هستند
-hFIXبراي سـاخت سـازه نوتركيـ  وا ـد اينتـرون،          

cDNA هاي  پس از برش با آنزيمBamH1/NotI  درpET26 
ب  دست  pET26-hFIXسازي شد و سازه نوتركي   همسان 
ساختار سازه نوتركي  مـذكور بـا اسـتفاده از    (. 0شكل)آمد

ايـن آنـاليز بـا   . آناليز مولكولي ب  شرح زيـر تاييـد گرديـد   
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 هاي نوتركيب حد واسط و بياني به صور  شماتيك و ساخ  سازه PCRمراحل سوئينگ : 1شكل 

PTZ57R/T 

Kit 

Ligation 

 

pCDNA3 and pET26 

Digestion 

 

Isolation of Dra1I/BamHI 

fragments & ligation 

 

Isolation of NotI/BamHI 
fragments & ligation 

 

Isolation of NotI/BamHI 

fragments & ligation 

 

SOE-Mediated 

PCR  

PCR
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:  5و  4، 2، 2هتاي   رديتف .  HindIII/EcoR Iماركر : 1رديف  pcDNA3-hFIXسازه نوتركيب : اعف. هاي نوتركيب آناعيز موعكوعي سازه: 2شكل 
ستازه نوتركيتب   : ب Not Iو  BamH Iبتا    pCDNA3-hFIXهضم توام : 1رديف .   Not Iو  Bam H Iبا  pCDNA3-hFIXهاي خاي شده  شكل

pET26-hFIX  .ماركر : 1ف يردHind III/Ecor I  هاي خاي شده  شكل: 2و  2، رديفpET26-hFIX   به ترتيب باBamH I  وDra I .  4رديتف :
 .Not Iو   Dra Iبا  pET26-hFIXهضم توام : 5رديف . DraIو  BamHIبا دو آنزيم  pET26-hFIXهضم توام 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

: 2جف  بتازي، رديتف    50مارکر : 1مراحل ساخ  رديف  -اعف -2شكل . E1-I-E2-4مراحل ساخ  وآناعيز موعکوعي قاهة نوترکيب  -2شکل
SOE-Mediated PCR1 (E1-I1  .)محصتول  :  4رديف (. ي  بتاگلوب 1اينترون )  PCR2محصول :  2رديف (. 2فاکتور  1اگزون ( PCR1محصول 
نقشته آنزيمتي   : ب -2شکل SOE-Mediated PCR2 (E1-I1-E2-4  .) محصول :  1رديف (. 2فاکتور  4تا  2اگزون )  PCR3محصول :  5رديف 

، E1-I-E2-4قاهتة نوترکيتب    :2ديف جف  بازي، ر 50مارکر  :1رديف  .آناعيز موعکوعي قاهة نوترکيب: ج -2شکل. E1-I-E2-4قاهة نوترکيب 
در عکس قابتل   DNAباندهاي سبک  ) Hinf1 با. E1-I-E2-4هضم قاهة نوترکيب : 4 رديف. EcoRVبا  E1-I-E2-4هضم قاهة نوترکيب : 2رديف
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، pET26پلاستميد  :  2رديتف  .  Hind IIIارکرمت  : 1رديتف pET26 -hFIX-I سازة نوترکيب : اعف. آناعيز موعکوعي سازه هاي نوترکيب -4ل شک
، DraIو BamHI  ، NotI بتا بته ترتيتب     pET26-hFIX-Iخاتي شتده   هتاي  شکل : 1و  5، 4رديف  ، pET26-hFIX-Iسازة نوترکيب : 2رديف 
 pcDNA3: ب .NotIو  BamHIبتا   pET26-hFIX-Iهضتم تتوام   : 7، رديتف  DraIو  BamH Iبا دو آنزيم  hFIX-I-pET26هضم توام   :8رديف

،  NotIو BamHIبتا   pcDNA3هضم تتوام  :   2رديف  pcDNA3پلاسميد :   2رديف.  Hind III/EcoRIمارکر  : 1رديف. وسازه هاي نوترکيب آن
ستازة نوترکيتب   : 8، رديتف 2نوترکيب ژن فاکتور  cDNA:  1رديف . pcDNA3-hFIXسازة نوترکيب :  5رديف . 2ژن فاکتور  cDNA : 4رديف 

pcDNA3-hFIX-Iهضم توام سازة نوترکيب : 7، رديفhFIX-I-pcDNA3    باBamH I  وNotI . 
 

ب  طور انفـرادي و تـوام    DraIو  BamHI  ،NotIهاي  آنزيم
 حاصـل هضـم سـازه نـوتركي  با هر يـك از . انجـام شـد

 فـرم  ) فـت بـاز   8613اي ب  طـول   هاي مذكور قطع  آنزيم
ام آن بــا  اســت، و از هضــم تــو  ( pET26-hFIXخطــي 
و  1316هاي  ، دو قطعـ  ب  طول BamHI/NotIهـاي  آنزيـم
و  pET26هـاي خطـي     فت باز در ارتبـاب بـا فـرم    0419

cDNA-hFIX هـاي   از هضم توام آن بـا آنـزيم  . حاصل آمد
BamHI/DraI 308و  8480هــاي  نيــز دو قطعــ  بــ  طــول 

 فت بازي حاصل آمـد، ايـن قطعـات در ارتبـاب بـا فـرم       
هـاي   باشد ك  فاقد اگزون مي pET26-hFIXيد خطي  پ سم

ــا  0 ــ   4تــ ــاكتور  cDNAاز  E1-E2-4و قطعــ  9ژن فــ
ژن  0سـازي اينتـرون    با هدف همسان (. ب -1شكل )است

ژن  cDNA 1و  0هــاي  بتــاگلوبين در حــد فاصــل اگــزون
قطعـات همسوشـان    PCR، در  ريان س  واكـن   9فاكتور 

،  (E1) (PCR1) 9ژن فـاكتور   0مربوب بـ  اگـزون شـماره    
(PCR2) I1B  9ژن فـاكتور   4تـا   1هـاي شـماره    و اگـزون 

(PCR3) (E2-4)     ب  ترتي  بـا اسـتفاده از زوش آغازگرهـاي
hFIXE1 - F / hFIXE1 - R  ،hFIXE1 – F / hBI1 - R  و

hFIXE1F/hFIXE2-4R ات ـال مح ـولات بـ     . تكثير شدند
 مذكور در  ريان دو واكن  PCRواكن   3دست آمده از 

SOE-PCR  نوتركي   صـورت گرفـت و قطعE1-I- E2-4  
 لـصاـفد ـن در حـاگلوبيـژن بت 0تــرون ـــــاوي اينـح)

 -3شـكل  )بـ  دسـت آمـد   ( 9ژن فاكتور  1و  0هاي  اگزون
هـاي نوتركيـ  و    ، ساخت سازه SOE-PCRمراحل (. الف

. ب  ت وير كشيده شده است 0حدواس  در شكل شماتيك 
پس از بـرش بـا    E1-I-E2-4قطع  نوتركي  آناليز مولكولي 

با تو   ب  نقشـ   . تاييد گرديد Hinf Iو  EcoRVهاي  آنزيم
بــا آنــزيم  E1-I-E2-4آنزيمــي، از هضــم قطعــ  نوتركيــ  

EcoRV   فـت بـازي    393و  81هـاي   ، دو قطع  بـا طـول 
حاصل شد و از طرفي هضم آنزيمي قطع  مذكور با آنـزيم  

Hinf I  ،8 40و  089، 88، 11، 033، 16ي ها قطع  با طول 
 فت بازي حاصـل شـد كـ  برخـي از قطعـات آن در ژل      

سـازي قطعـ     همسـان  (. شب و  ـ ـ 3شـكل  )آشكار نيست
بـا   pTZS7R/Tدر وكتـور كلونينـگ    E1-I1-E2-4نوتركي  

هدف ايجاد  ايگاه برش آنزيمي انجـام شـد و پـس از آن    
 ، قطعــ  BamHI/DraIبــا اســتفاده از واكــن  هضــمي بــا  

در سـازه نوتركيـ     4تـا   0هاي  نوتركي   ايگزين اگزون
pET26-hFIX    ــ ــازه نوتركي ــد و س  pET26-hFIX-Iگردي
بــا  pET26-hFIX-Iصــحت سـازه نوتركيــ   . حاصـل شــد 

و  BamH I  ،DraIهاي  ا آنزيمـي بـاستفاده از واكن  هضم
Not I ــ   4شكــل  )تـوام تاييـد شــد    ب  صورت انفرادي و
 (. الف
 سازي، از اطمينان از صحت مراحل همسان پس سرانجام    

cDNA ژن 0اره ـرون شمـاوي اينتـح يـسانـان 9 ورـاكتـف  

9199
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: عتف ا. ها هاي نوترکيب در مقايسه با هم وکنترل هاي ترانسفک  شده با سازه دس  آمده از سلوله بررسي فهاعي  انهقادي محيط کش  ب :5شکل 
ستاع  بهتد از ترانسفکشت  بتا      82:   ، ج1-ساع  بهد از ترانسفکش  با روش فيوژن 82: ب. 1-ساع  بهد از ترانسفکش  با روش فيوژن 47

نشتان داده   NCبا  pcDNA3هاي ترانسفک  شده با  ومحيط کش  از سلول Nهاي ترانسفک  نشده با  محيط کش  از سلول. روش کلسيم فسفا 
 .        اند شده
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 و همكاران پور دكتر عليرضا زمردي                                                           انعقادي فعال 9بيان موقت فاكتور  وژن بتاگلوبين انساني  0اينترون 

 

 915 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

رود و اعگوي حرکتي قاها  حاصتل   برداري مهكوس که انتظار آن مي يدي بر روي محصول رونوش يتا PCRاندازه قاها  حاصل از : 1شكل 
. bp50متارکر  : 1رديتف  . PCRاعگوي حرکتي قاها  حاصتل از  : ب. رود که انتظار آن مي PCRنقشة فيزيکي قاها  حاصل از : اعف. PCRاز 
جف  بازي تكثيتر شتده بتا     251قاهه : 2رديف . hFIXE1-F/ hFIXE4-Rجف  بازي تكثير شده با استفاده از جف  پرايمر  210قاهه : 2يف رد

رديتف  ( به عنوان اعگو RNAaseعاري از  DNAaseتيمار شده با  RNA)كنترل منفي : 4رديف .  hFIXE1-F /hFIXE2-Rاستفاده از جف  پرايمر 
 (.ب بهنوان اعگوآ)کنترل منفي : 5
 

هـاي   از آنزيمبا استفاده  pET26-hFIX-Iسازه بتــاگلوبين از 
BamHI/NotI پ ســــميد  درpcDNA3  ســــازي  همســــان

-pcDNA3آنـاليز مولكـولي سـازه نوتركيـ      (. 0شكل )شد

hFIX-I  ــزيم ــا اســتفاده از آن ــ   Not Iو  BamH Iهــاي  ب ب
(. ب -4شـكل  )صورت انفرادي و تـوام صـورت پـذيرفت   

هـاي بيـاني    سازي شـده در سـازه   هاي همسان  حت تواليص
pcDNA3-hFIX  وpcDNA3-hFIX-I  ــين ــا اســتفاده از تعي ب

 . توالي نيز تاييد شد
 

هـاي   انساني در سـلول  9ترانسفكشن و بررسي بيان فاكتور 
CHO 
ژن بتـاگلوبين بـر بيـان     0با هدف بررسي ارـر اينتـرون       

،  CHOهـاي   سـلول  انسـاني در  9فاكتور انعقـادي شـماره   
تـا   11ساعت و با تـراكم   14هاي كشت شده پس از  سلول
هـاي   درصد سطح ظـرف بـراي ترانسفكشـن بـا سـازه      81

ــ   ــورد  pcDNA3-hFIXو  pcDNA3-hFIX-Iنوتركــ مــ
هـاي   واكـن  ترانسفكشـن بـا روش   . استفاده قرار گرفتنـد 

هـاي كشـت    محـي  . ليسوفكشن و كلسيم فسفات انجام شد

روزهاي دوم و سـوم پـس از واكـن      آوري شده در  مع
بـا اسـتفاده از    9ترانسفكشن  هت بيـان احتمـالي فـاكتور    

. اي مورد بررسي قـرار گرفتنـد   آزماي  انعقادي يك مرحل 
آوري شـده   دار زمان انعقاد محي  كشت  مـع  كاه  معني
هـاي نوتركيـ     هـاي ترانسـفكت شـده بـا سـازه      از سـلول 

pcDNA3-hFIX-1  وpcDNA3-hFIX قايســـــ  بـــــا در م
نشانگر و ود فعاليـت انعقـادي بـا     ، هاي كنترل منفي نمون 

. هاي نوتركي  بود درصدي توس  سلول 81تا  08افزاي  
نوتركيـ    9اين فعاليـت انعقـادي، بيـان و ترشـح فـاكتور      

هاي ترانسفكت شده با هر دو سازه نوتركيـ    توس  سلول
 از سـوي ديگـر فعاليـت   . كنـد  ب  محي  كشت را اربات مي

هـاي ترانسـفكت شـده بـا      در محي  كشت سلول 9فاكتور 
سازه وا د اينترون، مبـين صـحت فرآينـد اسس يسـينگ و     

ژن ساخت   از مح ول پي  رونويسي شده ميني I1Bحذف 
هاي ترانسفكت  كاه  زمان انعقاد محي  سلول. شده است

نمايـانگر افـزاي  فعاليـت     ،شده بـا سـازه وا ـد اينتـرون    
درصـد در مقايسـ  بـا     16تـا   0ب  ميزان  9انعقادي فاكتور 
هاي ترانسفكت شده با سازه فاقد اينترون بود،  محي  سلول

Exon 1 hBG-int 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 

     1          2         3        4        5   
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در افزاي  بيـان فـاكتور    I1Bك  اين امر تارير مثبت حضور 
زمان انعقـاد و فعاليـت انعقـادي محـي      . را آشكار نمود 9

هـاي   كشت ب  دست آمده از هر واكن  ترانسفكشن سـازه 
شـكل  و  1 دول  ها در   با هم و كنترلنوتركي  در مقايس

 . اراي  شده است 1
 

انساني درمحتيط   9 فهاعي  متوسط انهقادي فاکتورو زمان  :2جدول 
 دوم وسوم پس از یها در روزها کنترلهاي نوتركيب و  سلولکش  

نشتان   Nهاي ترانسفک  نشتده بتا    ترانسفکش ، محيط کش  سلول
 .داده شده اس 

 

 زمان
 (ساع )

عامل 
 ها نمونه رانسفكش ت

متوسط 
 انهقاد زمان
 (ثانيه)

متوسط 
فهاعي  
 )%(انهقادي

 8فيو ين  46

N       91        01 
pcDNA3(NC) 88/90        01 

pcDNA3-
hFIX 88/84        11 

pcDNA3-
hFIX-I 33/83       31 

 8فيو ين  81

N      98 11/6 
pcDNA3(NC)   88/011 81/1 

pcDNA3-
hFIX  33/88       11 

pcDNA3-
hFIX-I     88       13 

كلسيم ـ  81
 فسفات

N  1/90      01 
pcDNA3(NC)     61      01 

pcDNA3-
hFIX     81     48 

pcDNA-
hFIX-I 1/80     86 

 
هـاي ترانسـفكت شـده بـا اسـتفاده از       مقايس  نسبت سلول

 8ات و فيوژن هاي انتقالي كلسيم ـ فسف روش
هــاي  آوري شــده از ســلول زمــان انعقــاد محــي   مــع    

فسـفات در مقايسـ  بـا     ـ  ترانسفكت شده با روش كلسـيم 
 41و  11ســاعت، افــزاي   81پــس از  8روش فيــوژن ـ   

ــ    ــ  در رابط ــ  ترتي ــادي را ب ــت انعق ــا درصــدي فعالي  ب
هاي فاقد اينتـرون و وا ـد اينتـرون نشـان      هاي سازه سلول
هـاي ترانسـفكت شـده بـا      اليت انعقادي سـلول فع. دهد مي

در روش ( پ سـميد مـادري  )9فـاكتور   cDNAسازه فاقـد  
لـذا افـزاي    . افزاي  يافت  اسـت % 9فسفات تنها  ـ  كلسيم

 ـ   در زمـان بـ  كـارگيري كلسـيم     9فعاليت انعقادي فاكتور 

فسفات، صرف نمر از تاريرگذاري احتمالي حضور كلسـيم  
ــي ــي ، م ــاز در مح ــد ب ــبي  توان ــودن نس ــالا ب خوردي از ب

 . هاي ترانسفكت شده در اين روش باشد سلول
هاي هترولوگ ژن  تاييد صحت فرآيند اسس يسينگ اينترون

 بتاگلوبين
در مح ـول   9ژن فـاكتور   cDNAبا هدف تاييد و ود     

برداري معكوس و نيز تاييد صحت اسس يسـينگ   رونوشت
كــوس بــا بــرداري مع از مح ــول رونوشــت PCRفرآينــد 

و  hFIXE1-F/hFIXE4-R آغــازگر اســتفاده از دو  فــت   
hFIXE1-F/hFIXE2-R  بـا تو ـ  بـ  موقعيـت     . انجام شـد

رود  ، انتمـار مـي  9ژن فاكتور  cDNAبر  آغازگرهاالگويابي 
مـذكور در صـورت حضـور     آغـازگر حاصل تكثير  فـت  

cDNA     ــ ــاتي ب ــحيح قطع ــينگ ص ــاكتور و اسس يس ژن ف
ژن  cDNAباز شد و چناننـ     فت 110و  301هاي  طول

حضـور داشــت  باشـد ولــي اسس يسـينگ صــورت    فـاكتور  
 فـت بـاز    360و  441هـاي   قطعاتي ب  طول ،نگرفت  باشد
نتـايج حاصـل از واكـن     (. ـ الـف   8شـكل  )رود انتمار مي

PCR   ـ ب نمـاي  داده شـده     8همان طوري ك  در شـكل
كـ    فت باز بـود،   110و  301هاي  است، قطعاتي ب  طول
در محـي  و هـم    9ژن فـاكتور   cDNAتاييد كننده و ـود  

ژن بتـاگلوبين   0چنين صحت فرآيند اسس يسينگ اينتـرون  
 . بود 9ژن فاكتور  cDNAاز 
 

 بحث
ها يا باشي  ها نشان داده است ك  حضور اينترون بررسي    
تواند باعث تغيير در سطح بيـان   ن ميها در كنار يك ژ از آن

لذا با تو   ب  اهميت افـزاي  بيـان   (. 03، 18، 18)ژن شود
 ،هـاي بيـاني پسـتانداران    هاي نوتركيـ  در سيسـتم   پروت ين

تواننـد   ها ب  عنوان عامل تنميمي كـ  مـي   توان از اينترون مي
هاي بيـاني    هت كارآمد كردن سازه ،افزاينده بيان ژن باشند

بررسـي تـاريرات ايـن اينتـرون در بيـان      (. 1)استفاده نمـود 
ــاي ژن ــولات رودك هـ ــدرو فـ ــازدهيـ  Dihydrofolate)تـ

Reductase )      و نيز ژن بتاگلوبين انسـاني بـا الگـويي مشـاب
كـ    دهـد  نشـان مـي  تحقيقات (. 11، 16)گزارش شده است

ايـن ژن متوقـف    0بيان بتاگلوبين در عدم حضـور اينتـرون   
شود، در حالي ك  حضور ايـن اينتـرون باعـث بيـان آن      مي
اضر با هدف بررسي تارير توالي در پژوه  ح(. 04)شود مي
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انسـاني در   9ژن بتاگلوبين انساني بر بيان فـاكتور   0اينترون 
ژن بتاگلوبين در  ايگاه معادل  0اينترون  ، CHOهاي  سلول

 9قرار داده شد و بيان فـاكتور   9ژن فاكتور  cDNAخود در 
 cDNAژن سـاخت  شـده در مقايسـ  بـا      انساني توس  ميني

مـورد مطالعـ     CMVتحت كنترل پروموتر  9طبيعي فاكتور 
 . قرار گرفت

هاي ترانسـفكت   در محي  كشت سلول 9فعاليت فاكتور     
و  9دهنده بيان ژن فـاكتور   نشان ،هاي نوتركي  شده با سازه

هـاي نوتركيـ  در    هم چنين ترشح اين فاكتور توس  سلول
نتايج ب  دست آمده از . حضور و عدم حضور اينترون است

هـا مبـين افـزاي      هاي كشت سـلول  انعقادي محي  فعاليت
درصـد توسـ     81تـا   08بـين   9فعاليت انعقـادي فـاكتور   

هاي نوتركي  نسبت بـ    هاي ترانسفكت شده با سازه سلول
ايـن افـزاي    . باشـد  مـي ( NCو  N)هاي كنترل منفـي  سلول

 ،فعاليت انعقادي در زمان ب  كارگيري روش كلسيم فسفات
دد ك  منعكس كننده كارآمدي نسبي اين گر بيشتر نمايان مي

 .روش در طرح حاضر است
 هـاي  مترشح  از سـلول  9وي ديگر فعاليت فاكتور ـاز س    

صـحت   ،ترانسفكت شده با سازه نوتركي  وا ـد اينتـرون  
فرآيند اسس يسينگ اينترون ژن بتاگلوبين در ژني هترولوگ 

 در ،تروننگ صحيح اين اينيفرآيند اسس يس. كند را تاييد مي
بـ   ( Dihydrofolate Reductase)دهيدرو فولات رودكتاز ژن

در آن (. 16)عنوان ژنـي هترولـوگ نيـز تاييـد شـده اسـت      
ــات ــرون  ،تحقيق ــر از    0اينت ــي ديگ ــاگلوبين و برخ ژن بت
ژن  0هـاي متفـاوت  ـايگزين اينتـرون      ها با شماره اينترون

از رده سـلولي   DG44دهيدروفولات ردوكتاز شده و رديف 
CHO       (. 16)مـورد آزمـون ترانسفكشـن قـرار گرفتـ  اسـت

هــاي نوتركيــ   مقايســ  ســطح پــروت ين بيــان شــده ســازه
هترولوگ نسبت ب  كنترل، افزاي  بـالايي از بيـان پـروت ين    

هــم چنــين . دهيــدروفولات ردوكتــاز را نشــان داده اســت
هـاي   مقايس  ميزان بيان ژن دهيدروفولات ردوكتاز در سازه

دهـد كـ  در      نسبت ب  يكديگر نشان ميهترولوگ نوتركي
برابر افزاي   31سطح بيان  ،ژن بتاگلوبين 0حضور اينترون 

برابر سطح بيان  1ها  يافت ، در حالي ك  حضور ساير اينترون
نتايج حاصل از تحقيقـات حاضـر   (. 16)دهد ژن را تغيير مي
 0در حضور اينتـرون   9دهد ك  فعاليت فاكتور  نيز نشان مي

درصد نسبت ب  سازه فاقـد اينتـرون    16تا  0 ،لوبينژن بتاگ
افزاي  يافت  است ك  خود مبين افـزاي  بيـان ايـن ژن در    

ژن بتاگلوبين است و اين نتيج  نيز مطاب   0حضور اينترون 
 . ها است با ساير گزارش

در اين پژوه  از دو روش انتقالي  هـت ترانسفكشـن       
. استفاده شـده اسـت  هاي نوتركي   با سازه CHOهاي  سلول

 9فعاليت انعقادي فـاكتور   ،هر چند در هر دو روش انتقالي
هـاي   هاي ترانسفكت شده بـا سـازه   ب  دست آمده از سلول

هـا و نيـز فعاليـت انعقـادي      نوتركي  نسبت ب  كنترل منفي
هاي ترانسفكت شده با سـازه وا ـد    محي  حاصل از سلول

ي  يافتـ  اسـت،   اينترون نسبت ب  سازه فاقد اينتـرون افـزا  
 ـ  در روش انتقـالي بـا كلسـيم    9ولي ميزان فعاليت فـاكتور  

 ،  8فســفات نســبت بــ  روش انتقــالي بــا روش فيــوژن ـ    
افزاي  قابل تو هي نشان داده است، ب  طوري ك  مقايسـ   

 41تــا  11ســاعت، افــزاي   81فعاليــت انعقــادي پــس از 
ــي    ــ  از مح ــ  ترتي ــادي، ب ــت انعق ــدي فعالي ــاي  درص ه

هـاي   هاي ترانسفكت شده با سازه آوري شده از سلول  مع
 . فاقد اينترون و وا د اينترون را نشان داده است

هاي ترانسفكت شده با سازه فاقد  فعاليت انعقادي سلول    
cDNA  در روش كلســيم ( پ ســميد مــادري ) 9فــاكتور

درصـد   9فسفات در همين زمان پس از ترانسفكشـن تنهـا   
صرف  نمـر   9لذا افزاي  فعاليت فاكتور . افزاي  يافت  است

توانـد   مي ، از تاريرگذاري احتمالي حضور كلسيم در محي 
ب  هاي ترانسفكت شده  بازخوردي از بالا بودن نسبت سلول
ايــن در حــالي اســت كــ   . روش كلسـيم ـ فســفات باشـد   

هاي نوتركيـ  بـ     ها نسبت انتقالي سازه بسياري از گزارش
تر از روش انتقالي فيـوژن ـ    پايين فسفات را ـ  روش كلسيم

هاي  ها در مورد سلول اند، البت  اين گزارش گزارش نموده 8
 (. 19)است CHOمتفاوت از رده سلولي 

هـا نشـانگر نقـ  افزاينـده      نتايج حاصل از اين آزماي     
ايـن  . اسـت  9ژن بتاگلوبين بـر بيـان ژن فـاكتور     0اينترون 

يل مجموعـ  پروت ينـي   تواند بازخوردي از تشك موضوو مي
EJC     با برهمكن  قوي باشـد كـ  خـروشmRNA   بـال  از

هست  را تسهيل نموده و ب  دنبال آن در پايـداري مح ـول   
، 09)رونويسي مو ود در سيتوپ سم نيـز تاريرگـذار اسـت   

 هـاي ات ـال بـ      از سويي ديگر تراكم انبوهي از توالي(. 06
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بـ    توانـد  مـي  ،فاكتورهاي رونويسي در طول ايـن اينتـرون  
 علت مورر واقع شدن آن در افزاي  بيان ژن فاكتوروان ـعن
 (.1، 11)مطرح باشد 9 
 

 گيري نتيجه
ژن  0نتــايج حاصــل از تحقيقــات مــا توانــايي اينتــرون     

فعـال   9بتاگلوبين انساني در افزاي  توليد و ترشح فـاكتور  
 دهـد كـ    از طرف ديگر اين نتايج نشان مي. كند را تاييد مي
 تواند ب  عنـوان عن ـري   ژن بتاگلوبين انساني مي 0اينترون 

هـاي انسـاني مـورد     مناس   هت افـزاي  بيـان سـاير ژن   
     . بررسي قرار گيرد

 
 تشكر و قدرداني

زاده  نويسندگان اين مقالـ  از آقـاي دكتـر ناصـر اميـري          
 هت در اختيار گذاشتن پ سماي طبيعـي انسـان و خـانم    

فراهم سازي امكانات صميمان  قـدرداني   فريبا عطايي براي
  .نمايند مي
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Abstract 
Background and Objectives 

Several studies have shown the positive effects of introns on the expression of heterologous 

genes in mammalian hosts. In this study, transient expression increment of hFIX in the 

presence of intron-1 of human beta-glubin was studied. 

 

Materials and Methods 

The intron-1 of human beta-glubin (hBG) was introduced into the human factor IX cDNA in 

donor/acceptor site between exons 1 and 2. The constructed hFIX mini-gene and a native hFIX 

were inserted separately in two expression vectors next to the CMV promoter. After 

verification, the two recombinant plasmids with and without intron were used to transfect 

Chinese Hamster Ovary (CHO) cells. The cultured media taken from the tansfected cells were 

examined for coagulation activity with a single step clotting test performed on FIX-deficient 

plasma. Then, to confirm the expression of recombinant hFIX by transfected cells, RT-PCR 

test was conducted. 

 

Results 

The preliminary data obtained from the expression analysis of the two groups of transfected 

cells in comparison with the cells with parental plasmid (as negative control) indicate of an 

increase of about 16 to 62% in coagulation activity of both groups of transfected cells. The 

same data show an enhanced hFIX coagulation activity of about 1 to 28% in the culture media 

taken from the cells with intron-containing hFIX-cDNA. Furthermore, RT-PCR confirmed 

correct splicing process and expression of hFIX from both transfected cells. 

 

Conclusions 

The positive function of hBG intron 1 on the expression of hFIX in CHO cells was shown. 

Besides, the constructed plasmids have provided tools for analysis of the stability of the 

transfected cells for production of biologically active hFIX in a systematic approach.       
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