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 CHOانعقادي نوتركيب انساني در رده سلولي  VIIجداسازي، كلونينگ و بيان ژن فاكتور 

 
، 5، دكتر كامران موسوي حسيني4زاده ، دكتر ناصر اميري3، ناصر مسروري2، آرزو اوودي2، ناصر شاگردي اسماعيلي1راحله حلبيان
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 هچكيد
 سابقه و هدف 

 VIIفاكتور . شركت دارد ،ي است كه در آبشار انعقادي تشكيل فيبرينييك گليكوپروتئين پلاسما،  VIIفاكتور 
 و هدف اساسي اين مطالعه جداسازي. در مسير انعقادي نقش مهمي داشته و آغازگر مسير خارجي انعقاد است

 VIIجهلت بيلان فلاكتور     CHOنوتركيب انساني و بيان آن در رده سللولي يوكلاريوتي    VIIر كلونينگ فاكتو
 . بود( FVII)نوتركيب

 ها مواد وروش
جدا شده  (HepG2)كبد انسان از رده سلولي VIIژن فاكتور  cDNAابتدا . مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود

در . ترانسفكت شلد  CHOهاي  كيب به داخل سلولسپس وكتور نوتر شده كلون pcDNA 1/3)+( و در وكتور
نوتركيلب   VIIبيان فلاكتور  . كند تثبيت شد را بيان مي VIIنهايت، يك كلون سلولي كه به طور پيوسته فاكتور 

هل  ننلين تاييلد    . و وسترن بلات مورد بررسي قرار گرفت SDS-PAGE، الايزا،  RT-PCRهاي  توسط روش
 VIIو ايجلاد لتتله در پلاسلماي فاقلد فلاكتور       PTوتركيب توسط آزمايش ن VIIفعاليت بيولوژيكي فاكتور 

 . صورت گرفت
 ها يافته

هفتله كشلت    3پلس از  . بلود  VIIفلاكتور   ژن آميلز  دهنده كلونينگ و بيان موفقيلت  نتايج به دست آمده نشان
،  RT-PCRهلاي   نتلايج آزملايش  . هاي پايدار به دست آمد كلون سلول ،در حضور جنتيسين CHOهاي  سلول
. بود CHOدهنده بيان اين پروتئين در رده سلولي  نشان ،ها و وسترن بلات حاصل از كلون SDS-PAGEالايزا، 
 . نوتركيب بيان شده بود VIIدهنده وجود فعاليت بيولوژيكي فاكتور  برابري در زمان انعقاد نشان 4الي  3كاهش 

 نتيجه گيری 
شود كه دولت  از اين فرآورده وارد كشور مي (ميلي گرم 54444تا  33644)ويال 6444الي  4444سالانه حدود 

نوتركيب  DNAنوتركيب با استفاده از فناوري  VIIبنابراين توليد فاكتور . كند مي بسيار بالايي را متحمل هزينه
 . تواند اولين گام در راه فايق آمدن بر مشكلات فوق باشد مي ،در سطح آزمايشگاهي

 ، ترانسفكشن CHO، نوتركيب VIIلي، فاكتور هموفي :ات كليديكلم
 

  
 77/ 03/7  :تاريخ دريافت 
 77/ 03/2 :تاريخ پذيرش 

 
 سلولي و مولكولي ـ مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران شناسي رشد زيستـ كارشناس ا3
 شناسي ـ مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران ـ كارشناس ارشد خون2
 ژنتيك ـ مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران كارشناسي ارشد -0
 ـ استاديار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران و بانك خون شناسي خون PhDـ 4
 ـ دانشيار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران شيمي دارويي PhDـ 5
 ون ايرانـ دانشيار مركز تحقيقات سازمان انتقال خ ايمونوهماتولوژي باليني PhDـ 6
 بيوشيمي ـ استاد مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران PhDـ 7
 شيمي دارويي ـ استاديار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران PhDـ 7
  34665-3357: ـ صندوق پستي بيوتكنولوژي ـ استاديار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران PhD: لوـ مؤلف مسؤ9
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  مقدمه 
 ،هاي عمده در درمـان بيمـاران همـوفيلي    كي از چالشي    

پلاسمايي و يـا نوتركيـد در دوز    VIIIو  IXنياز به فاكتور 
از بيماران كـه بـه   % 25البته اين مشكل در (. 3)باشد بالا مي

بادي بر عليه فـاكتور از دسـت رفتـه     داراي آنتيطور طبيعي 
ه از راه حـل ايـن دسـت    (.2، 0)شود ، چندين برابر ميهستند

ميزان بسـيار كـآ آن در   اما  .است FVIIIبيماران، استفاده از 
كنـد و از   اين فاكتور را دچـار مشـكل مـي    تخليص پلاسما،

زدايـي مـاند ديگـري در راه بـه دسـت       طرف ديگر ويروس
بنـابراين   .آوردن اين محصول از اهداكننـداان خـون اسـت   

بـه   تواند با توجـه  مي ،به روش نوتركيد FVIIتوليد فاكتور 
نقش اين فاكتور در مسير انعقاد خـارجي، روش مناسـد و   

. براي حل مشكلات موجود در درمان هموفيلي باشد يايمن
تنها در اختيار شـركت   rFVIIآوري توليد  در حال حاضر فن

Novoseven     هـاي   بوده و سـالانه دولـت را متحمـل هزينـه
 . كند سنگين براي واردات اين محصول مي

ه طور طبيعي يك اليكوپروتئين زيموژن به ب VIIفاكتور     
اي بـا   كيلو دالتون و به شكل تك زنجيـره  53وزن مولكولي 

هـاي كبـدي سـاخته     كه توسط سلول است اسيد آمينه 436
ايـن پـروتئين   . شده و براي فرآينـد انعقـاد ضـروري اسـت    

،  XIIa  ،Xaبوده و توسط فاكتورهـاي   Kوابسته به ويتامين 
IXa عال شـده و در ايـن صـورت داراي يـك     ف ،يا ترومبين

ترمينـال   -Nدر پايانـه   352شكست پپتيدي در آمينو اسـيد  
  .باشد ميخود 
چنين حاوي يك پيوند دي سولفيد بـين دو زنجيـره     هآ    

وليـد  ت (.4)اسـت حاصل و نيز دو جايگاه اليكوزيلاسـيون  
نوتركيـد   DNAنوتركيد با استفاده از فنـاوري   VIIفاكتور 

 ،زمايشـگاهي و سـپت تبـديل آن بـه فـرل فعـال      در سطح آ
 روشي مطمئن و ارزان بـا كـارآيي درمـاني بـالا و مناسـد     

هـاي تيييـرات پـت از     آس ـبه دليل عدل وجود مكاني. است
 FVIIبـراي بيـان    ها، در اين مطالعـه  روكاريوتپترجمه در 
كه يك رده Chinese Hamster Ovary (CHO )از  نوتركيد،

و داراي فرآيندهاي پت از ترجمـه   سلولي يوكاريوتي است
 . باشد استفاده شد مي
 

  هاروش مواد و 
 .از نوع تجربي بود انجال شده مطالعه    

  پلاسميدوسويه باكتري
به عنـوان   (روژن ـ آمريكا يتاينو) pcDNA3.1)+(پلاسميد    

 E. coli DH5α وكتـور كلونينگ و بيـاني و سـويه بـاكتري    
. وان ميزبان پروكاريوتي انتخاب شـد به عن ،(سيناژن ـ ايران )

داراي قابليـت   است وشاتل وكتور ،  pcDNA3.1)+( وكتور
كلون كردن ژن مورد نظر درون سلول و بيـان آن ژن درون  

هــآ چنــين حــاوي ژن . باشــد رده ســلولي پســتانداران مــي
ومايســين اســت كــه بــه منظــور  ربــالگري ئمقاومــت بــه ن

رده سـلول يوكـاريوتي   هاي پايدار ترانسفكت شده در  كلون
 . استفاده ارديد

 
و تخمـدان هامسـتر   ( HepG2)كشت رده سلولي كبد انسان

 (CHO)چيني
و تخمدان هامسـتر  ( HepG2)هاي سلولي كبد انسان رده    
در محـيط  ( بانك سلولي انستيتو پاستور ايران()CHO)چيني

سـيلين و   پنـي % FBS  ،3% 33حـاوي   RPMIكشت سلولي 
كشـت داده  % CO25 و  C07در دمـاي   استرپتومايسـين % 3
 . شد
 

 RNAاستخراج 
    RNA ـــي ــا اســتفاده از( HepG2)رده سـلـول ــزول  ب تري
اسـتخراج   دسـتورالعمل، بـر طبـ     (اينويتروژن ـ  آمريكـا   )

استخراج شـده بـر روي ژل     RNAكيفيت و كميت . ارديد
پ اآاارز بررسي ارديد و با استفاده از دسـتگاه نـانودر  % 3
(Nano drop )تعيين مقدار شد . 
 

 FVIIجداسازي ژن فاكتور 
    cDNA  500از رويng RNA ده از رده ـراج شـــاستخــ

 ـ  ـ( HepG2)يـسلول  ، SuperScript IIIا اسـتفاده از آنـزيآ   ـب
 (. cDNAكيت سنتتاز  اينويتروژن،)سنتز ارديد

هاي مـورد   در اين مرحله ابتدا آ ازارهاي مربوط به ژن    
كل ژن فاكتور  ، RT-PCRسپت با روش  و شدنظر طراحي 

VII      با استفاده از آ ازارهـاي اختصاصـي طراحـي شـده و
 PerkinElmer Life)و دسـتگاه   مـراز  پلـي  DNAتك  آنزيآ

and analytical sciences, Inc., Wellesley, MA, USA 
Genen Amp PCR system 9600 ) صـحت  . جداسازي شـد

DNA (DNA Sequencing )يـابي   توالي سنتز شده با تـوالي 
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-βژن  ،هـا  به منظور استاندارد بـودن آزمـايش  . تاييد ارديد

actin TCA به عنوان ژن استاندارد انتخاب شد . 
 

جفت بازي از ژن  1254جهت ايجاد قطعه « 2و  1»آغازگر: 1جدول 
FVII   جفت  115بتا اكتين جهت ايجاد قطعه « 4و  3»و آغازگر

 بازي از ژن بتا اكتين
 

 شماره نام آغازگر توالي
5'-ACG AAT TCA CCA TGGT GGG 

TCT CCC AGG CCC TCA GGC TC-3' 

Forward 

FVII 
3 

5'-TAG CGG CCG CCT AGG GAA 

ATG GGG CTC GCA G-3' 

Reverse 

FVII 
2 

5'-TTC TAC AAT GAG CGT GTG G-3 Forward 

B-actin 
0 

5'-GTG  TTG  AAG  GTC TCA AAC 

ATG  AT-3' 

Reverse B-

actin 4 

 
 pCDNA3.1)+( درون وكتور FVIIكلونينگ فاكتور 

آاـارز ران و بانـد مـورد    % 3بر روي ژل  PCRمحصول     
ــر ــد ( FVII)نظ ــتخراج اردي  FVII cDNA. از روي ژل اس

هـاي محـدود كننـده     هـاي اختصاصـي آنـزيآ    حاوي سايت
EcoRI  وNot1 ،  درون وكتور بياني يوكاريوتيpcDNA3.1 

ــ ــروس ورداراي پروموت ــه  ســيتومگالو وي ــت ب و ژن مقاوم
سـيلين و نئومايسـين وارد و سـپت درون     بيوتيك آمپي آنتي

جهــت . كلــون ارديــد E.coli DH5αســلول پروكــاريوتي 
 سـيلين  بيوتيك آمپي ز آنتيا ،هاي حاوي وكتور انتخاب كلون
و  DNAيـابي   و صحت انجال كلونينگ با تـوالي  استفاده شد

 .تاييد شد Not1و  EcoRIهاي محدود كننده  آنزيآ
 

ــلولي  ــاد رده سـ ــده  CHOايجـ ــد كننـ ــدار توليـ  FVIIپايـ
 (rFVII)نوتركيد

 ر متفاوت ــا مقاديـب CHOي ــت در رده سلولـترانسفك    
 6×335. انجـال شـد  ( وش ـ آلمـان  رُ)،  6 - وكتور و فيوژن
 ، FBSبـدون   RPMIاي درحضـور   خانـه  6سلول در پليت 

از  μg 3كـردن شـرايط، مقـدار     كشت داده شـد و بـا بهينـه   
DNA  خطيpcDNA3.1-FVII ( شده با آنـزيآ  بريدهPvuI )
 ترانسـفكت  CHO، بـه درون رده سـلولي    6ـ   فيوژن μl0و 

ــد ــايش  . اردي ــرل آزم ــور كنت ــه منظ ــدون ژن   ،ب ــور ب وكت
pcDNA3.1(+)  ساعت پت از ترانسفكشن،  47. دشانتخاب

ين جنتيس ـ μg/ml733( 437G) محـيط كشـت تـازه حـاوي    
بيوتيـك   يـدون آنت ــط ب ــن محيـجايگزي( انـوش ـ آلم رُ)

 . شد
 0تـا   2پـت از  ( G 437)هاي مقاول به نئومايسـين  كلون    

. بيوتيـك ايجـاد ارديـد    در حضـور ايـن آنتـي    ،هفته رشـد 
 dilution)هاي مقاول  ربالگري و با روش سري رقت كلون

of the cells ) چنـدين تـك    ،اي خانـه  96و كشت در پليت
 . دشكلون پايدار ايجاد 

 
 نوتركيد توليد شده با آزمايش الايزا FVIIتييين  لظت 

انسـاني   VIIبه منظور بررسي ميزان بيان پروتئين فاكتور     
موجود در محيط كشـت، از كيـت الايـزاي مخصـو  بـه      

× 335. اسـتفاده شـد   (آسراكرول، فرانسه)VIIپروتئين فاكتور 
 4بعـد از  . داده شدكشت  437Gدر حضور  CHOسلول  0

حـاوي   CHOمحيط كشت رده سلولي پايدار  بر روي ،روز
rFVII ،   كيت انجال شد دستورالعملآزمايش الايزا طب . 
 VIIايـري فـاكتور    بـراي انـدازه   VIIكيت الايزا فـاكتور      

محيط كشت سلول طراحي شده  و موجود در سرل، پلاسما
رسي فـاكتور  كيت حاوي استاندارد براي سنجش و بر. است

VII هاي ثانويه قـادر   بادي آنتي. باشد مي( ها آزمايش)ها نمونه
به ته وصل بادي  متصل شده به آنتي VIIبه اتصال به فاكتور 

آزاد  VIIباشد و بـه فـاكتور    هاي مخصو  الايزا مي چاهك
 . شود در محيط متصل نمي

 
موجود در محيط  FVIIايمونوپرسيپيتاسيون براي جداسازي 

 كشت 
را برداشـته و   CHO-FVIIهـاي   سـلول  ،محيط كشـت از     

به IgG (Anti human R & D )بادي  ميكروارل آنتي 3مقدار 
و هر پنج دقيقه تكان  نموديآمدت يك و نيآ ساعت اضافه 

. آماده به محيط كشت اضافه شد Beadسپت محلول . داديآ
ي رادور ريختـه و  وي ـر محلول را سـانتريفوز كـرده و مـايد   

در مرحلـه  . نمـوديآ اضافه  PBSبه محيط باقي مانده سپت 
اضافه كـرده   Loading Buffer 2X ،آخر به رسوب ته تيوب

 يآنمـود  ژدقيقه سانتريفو 0به مدت  rpm 33333و در دور 
ي حـاوي  ي ـمحـيط رو . ها از پـروتئين جـدا شـود    Beadتا 

 .پروتئين مورد نظر است
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ــي  ــورز   پلـ ــد ژل الكتروفـ  SDS-PAGE (Polyاكريلاميـ

Acrylamide Gel Electrophoresis ) 
حـاوي   CHOدر رده سـلولي   FVIIن ابه منظور تاييد بي ـ    
ــدا ژن  FVIIژن  ــت رده   FVII، ابت ــيط كش ــود در مح موج

ترانسفكت شـده بـا ايمنـو پرسيپيتاسـيون بـا       CHOسلولي 
تخليص شد و سـپت نمونـه    FVIIبادي اختصاصي ژن  آنتي

 . ديدار SDS ،بر روي ژل الكتروفورز
 

 (Western Blot)وسترن بلات
، نمونـه محـيط    FVIIبه منظـور تاييـد وجـود پـروتئين         

بـا آزمـايش ايمنوپرسيپيتاسـيون بـر      ،تخليصكشت پت از 
اكريلاميد ران ارديد و سپت با روش وسـترن   روي ژل پلي
منتقل شد و با استفاده ( وشرُ آلمان  ـ)PVDFبلات به  شا 

 . مورد بررسي قرار ارفتي هاي اختصاص بادي از آنتي
 

نوتركيد بـا آزمـايش    VIIبررسي فعاليت بيولوژيكي فاكتور 
 PT (Prothrombin Time assay) يانعقاد
توانـد در فرآينـد انعقـادي شـركت      فعال مي VIIفاكتور     
 VIIبه منظـور بررسـي فعاليـت بيولـوژيكي فـاكتور      . نمايد

پايـدار   هـاي  تـك كلـون  . انجال شـد  PTنوتركيد، آزمايش 
CHO  حاوي ژن فاكتورVII    نوتركيد، در فلاسـك حـاوي

RPMI  ،FBS 33   ــد و ــين كشــت داده ش درصــد و جنتيس
 PT (Prothrombinسپت با استفاده از محيط كشت و كيت 

Time assay()آزمايش انعقاد انجال شد(نئوبيوتين ، . 
 

 يافته ها
 درون وكتور FVIIجداسازي و كلونينگ ژن 

رده سـلولي كبـد    cDNAاز  FVIIن فـاكتور  كل قطعـه ژ     
با استفاده از آ ازارهاي اختصاصي طراحي  HepG2انساني 

ــذكور  ــراي ژن م ــده ب ــتفاده از  ،ش ــا اس ــازي  PCRب جداس
 bpاي بـه طـول    ، قطعه PCRمحصول نهايي . (3شكل )شد

پت از بـرش   FVIIسپت ژن . (2شكل )به دست آمد 3253
ــزيآ ــا آن ــور  هــاي محــدودالاثر اختصاصــي ب ــه درون وكت ب

pcDNA3.1 (+)   وارد و وكتـورpcDNA3.1-FVII   و وكتـور
انتقــال  E.coli DH5αبـه درون بـاكتري   ( كنتـرل )بـدون ژن 
محــيط حــاوي  در باكتريــايي بــا رشــد هــاي كلــون .يافــت
سيلين  ربالگري شد و پـت از اسـتخراج    بيوتيك آمپي آنتي

بـا بـرش     FVIIپلاسميد، وكتورهاي نوتركيـد حـاوي ژن   
اب ارديـد و  ـجداسـازي و انتخ ـ  PCRو هآ چنين  نزيميآ

ــ ـــدر نهاي ـــت صح ــ ،ود ژنـت وج ـــقال ي آن وـتوال د ـ
يــابي   نوكلئوتيـــدها بــا روش تــواليح قرارايـــري ـصحيــ

(DNA sequencing) DNA (. 0شكل )تاييد شد 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 نوتركيب FVIIنوتركيب به درون سلول يوكاريوتي و بيان فاكتور  مراحل جداسازي، كلونينگ درون وكتور، ترانسفكشن وكتور: 1شكل 
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سلتون  . FVIIبا آغازگرهلاي اختااصلي    FVIIژن  PCR: 2شكل 
همان گونه . دهد نشان مي bp 1254را با  FVIIقطعه ژني  1شماره 

 VIIقطعه ژنلي مربلوب بله فلاكتور      ،شود كه در شكل مشاهده مي
قلرار   bp 1254در مقابلل ملاركر    HepG2لي انساني از رده سللو 

 . گرفته است
 
 
 
 
 
 
 
 

. خالي pcDNAالكتروفورز وكتور نوتركيب و :   A :(الف -3شكل 
دهد كه به علت وزن كل    وكتور خالي را نشان مي 1ستون شماره 

وكتور حلاوي   2ستون شماره . حركت بيشتري در الكتروفورز دارد
تر بوده و در  سنگين FVIIدن ژن كه به علت دارا بواست  FVIIژن 

خالي و وكتور  pcDNAهض  : B. الكتروفورز حركت كمتري دارد
و الكتروفلورز بلر روي ژل    Not Iو  EcoRIهاي  نوتركيب با آنزي 

بلرش خلورده    FVIIوكتور حلاوي ژن   1 ستون شماره%. 1آگارز 
دهد كه به علت اين كه وكتور  هاي مذكور را نشان مي توسط آنزي 

. است حركت كمتري داشته و بالاتر ايستاده است FVIIي ژن حاو
دهد كه بله عللت سلبك     وكتور خالي را نشان مي 2ستون شماره 

 . بودن در الكتروفورز حركت بيشتري دارد
 

  CHOنوتركيد در رده سلولي  FVIIبيان 
 بــا وكتــور CHO، رده ســلولي  FVIIبــه منظــور بيــان     

pcDNA3.1-FVII   محـدود كننـده    كه توسـط آنـزيآPvuI 
 ه ـپت از دو هفت. ت ارديدـرانسفكـ، ت ودـرش خورده بـب

 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي رشلد يافتله بلر     مربوب به كلون PCRمحاول : (ب-3شكل 
سيلين با استفاده از آغازگر اختااصي  روي محيط آگار حاوي آمپي

M.FVII  مللاركرbp 144  .  دهنللده  نشللان 2و  1سللتون شللماره
كللون   5و  4و  3سلتون شلماره   . تور خلالي هاي حاوي وك كلون

جفت بازي، باند  1254باند  .باشد مي FVIIحاوي وكتور داراي ژن 
بله   2و  1اسلت و ناهلك      VIIاختااصي مربوب به ژن فاكتور 

بانلدهاي پلايين   . باشلند  دليل عدم حضور باند مورد نظر منفي ملي 
 . دهنده باندهاي غير اختااصي است شكل نشان

 
هـاي   ، كلـون G418بيوتيـك   آنتـي در حضـور  كشت سلول 

 . پايدار ايجاد شد
 

 VIIحـاوي ژن فـاكتور    CHOهاي  از سلول RNAاستخراج 
 نوتركيد

ــلول      ــان ژن در س ــه منظــور بررســي بي ــدار  ب ــاي پاي ه
كـه ژن فـاكتور    CHOرده سـلولي   RNAترانسفكت شده، 

VII    ( كنتـرل )نوتركيد و رده سلولي حـاوي وكتـور خـالي
هاي پايدار ايجاد شـده   رانسفكت و سپت كلوندرون آن ت

اسـتخراج شـده    RNAكيفيت و كميت . استخراج شد  بود،
 (.الـف  - 4شـكل  )درصد بررسي شـد  3توسط ژل آاارز 

 sRNA 27)مربــوط بــه  اختصاصــي ســه بانــد  وجــود
ــوزومي ــوزومي sRNA 37)، (ريبــ  sRNA 7/5)و ( ريبــ
ــوزومي ــر    ( ريب ــدهاي  ي ـــور بان ــدل حضـ ــاكي از ع ح

 .استخراج شـده بـود   RNAدر  DNAاصي و تداخل اختص
هاي متعدد ديگـري تاييـد    با آزمايش VIIوجود ژن فاكتور 

 . ها اشاره خواهد شد شده است كه در ادامه به آن
 

نوتركيـد بـا    VIIو بررسـي بيـان ژن فـاكتور     cDNAسنتز 
 RT-PCRاستفاده از 

 ساخته و با  cDNA،  استخراج شده RNAهاي  از نمونه    
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  PCRانساني و بتااكتين،  VIIآ ازارهاي اختصاصي فاكتور 
 به منظور بررسي و مقايسه ميزان بيان ژن فاكتور. انجال شد

VII ،سـلولي   هاي رده از روي انسانيCHO  سـازه   حـاوي
انجـال   RT-PCR سازه ژني نوتركيد،نوتركيد و فاقد  ژني
 . شد
 
 
 
 
 
 
 
 
 

شده بر روي ژل آگارز استتراج  RNAالكتروفورز : (الف -4شكل 
استتراج شده از رده سلولي  RNA مربوب به ،1ناهك شماره %. 1

CHO  (كنتلرل )رده سلولي حاوي وكتور خلالي  2و ناهك شماره 
 .باشد مي
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 2بلر روي ژل آگلارز    PCRالكتروفورز محالول  : (ل ب  4شكل 
دهنلده   نشلان  1، ناهلك  bp 144 (μl/ng 54)ماركر :  M. دلدرص

RT-PCR  رده سلللوليCHO  فاقللد ژن فللاكتورVII  نوتركيللب و
انساني در رده سلولي  VIIژن فاكتور  RT-PCRمحاول  2ناهك 

CHO شلكل پلايين بتلااكتين رده سللولي     . استCHO   فاقلد ژن
انسلاني   VIIنوتركيب و رده سلولي حاوي ژن فاكتور  VIIفاكتور 

 . باشد مي
 

 ،انســاني VIIآ ــازار طراحــي شــده بــراي ژن فــاكتور     
. جفت بـاز را داشـت   3253اي به طول  توانايي سنتز قطعه

از انسـاني،   VIIبـراي ژن فـاكتور    PCRهآ زمان با انجـال  
ژني كـه بـه صـورت عمـومي در     )آ ازارهاي ژن بتااكتين

( باشد دار مي هاي خانه ها وجود دارد و جزو ژن تمال سلول
 ،كردنـد  جفت باز را سنتز مـي  335اي به طول  كه قطعه نيز

 3253وجـود بانـد در ناحيـه    (. ب  - 4شكل )استفاده شد
 VIIحـاوي ژن فـاكتور    CHOجفت بازي در رده سـلولي  

فاقد  CHOنوتركيد و عدل حضور اين باند در رده سلولي 
 VIIدهنده بيـان ژن فـاكتور    نوتركيد، نشان VIIژن فاكتور 

ترانسفكت شـده بـا ژن    CHOدر سطح ژن در رده سلولي 
 . باشد انساني مي VII فاكتور

 
 در سطح پروتئين  FVIIبررسي بيان 

نوتركيد موجود در محيط كشـت   VIIبررسي بيان فاكتور 
 با استفاده از الايزا CHOرده سلولي 

بعـد از بيـان بـه فضـاي      د،نوتركي VIIپروتئين فاكتور     
بنـابراين ميـزان بيـان ايـن     . شـود  خارج سلول ترشـح مـي  
به ايـن  . باشد ايري مي قابل اندازه پروتئين در محيط كشت

حـاوي   CHOمنظور الايزا روي محيط كشت رده سـلولي  
بـر اسـاس   . نوتركيد و كنتـرل انجـال شـد    VIIژن فاكتور 

اسـتاندارد   FVIIمربـوط بـه    ODمقدار  ،دستورالعمل كيت
 و ng/ml 533بــدون رقيــ  شــدن بيــانگر  لظتــي معــادل 

ng/ml 335 بر ايـن اسـاس ميـزان    . باشد درصد فعاليت مي
در حــدود  3در كلــون پايــدار  VIIبيــان پــروتئين فــاكتور 

ng/ml 23 ± 473  درصد فعاليت و در كلـون پايـدار    63و
 درصد فعاليت اسـت  93و  ng/ml 37 ± 493در حدود  2
 . (2جدول )
 

نوتركيــد موجــود در  VIIبررســي بيــان پــروتئين فــاكتور 
           SDS PAGEبا استفاده از  CHOرده سلولي محيط كشت 

 حاوي  CHOدر رده سلولي  FVIIور تاييد بيان ـبه منظ    
موجود در محيط كشت رده  FVII، ابتدا پروتئين  FVIIژن 

ترانسفكت شـده بـا ايمنوپرسيپيتاسـيون، بـا      CHOسلولي 
شد و سپت نمونه بـر   تخليص FVIIبادي اختصاصي  آنتي

 . (5شكل )ارديد SDSتروفورز روي ژل الك
 CHOدر نمونـه رده سـلولي    KD53عدل حضور بانـد      

 CHOسـلول   KD 53حاوي وكتور خالي و حضـور بانـد   
 دهنده وجود پروتئين فاكتور  ، نشان FVIIحاوي ژن فاكتور 
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 . هاي ترانسفكت شده بود هفت در محيط كشت سلول
 

 نوتركيب  FVIIنتايج الايزا فاكتور : 2جدول 
 

OD 492 نمونه 
320/3 ± 752/3 FVII a* 

365/3 ± 632/3 FVII a*, 1.4 dilution 

336/3 ± 397/3 FVIIa*, 1.8 dilution 

394/3 ± 335/3 FVIIa*, 1.10 dilution 

323/3 ± 320/3 CHO-pcDNA3.1/ FVII (clone 
1)  

337/3 ± 652/3 CHO-pcDNA3.1/ FVII (clone 
2) 

302/3 ± 347/3 CHO (negative control) 

302/3 ± 355/3 CHO- pcDNA3.1 
 
* a  :هـاي اسـتاندارد ژن فـاكتور      لظتFVII    نوتركيـد كيـت  الايزا
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 CHOمحلليط كشللت رده سلللولي  1سللتون . مللاركر M: 5شللكل 
محيط كشت رده سلولي  2ترانسفكت شده با وكتور خالي و ستون 

CHO كتور ترانسفكت شده با وكتور حاوي ژن فاVII است . 
 

نوتركيــد موجــود در  VIIبررســي بيــان پــروتئين فــاكتور 
  وسترن بلات با استفاده از CHOمحيط كشت رده سلولي 

در محـيط   FVIIروش ديگر براي تاييد وجود پروتئين     
بادي اختصاصي مربوط  آشكارسازي پروتئين با آنتي ،كشت

 . بلات بودبا انجال آزمايش وسترن  VIIبه پروتئين فاكتور 
 ت حاوي سلول ترانسفكت شده با ــط كشـدا محيـابت    

FVII       و محيط كشت حـاوي سـلول ترانسـفكت شـده بـا
 يشـد و سـپت بـر روي  شـا     SDS PAGE ،وكتور خالي

PVDF   ــي ــاثير آنت ــا تحــت ت ــد و  ش ــل اردي ــادي  منتق ب
رده  KD 53حضـور بانـد   . قرار ارفـت ،  FVIIاختصاصي 

دهنـده   نشـان  ،VII (FVII)ور حاوي ژن فـاكت  CHOسلولي 
و واكـنش اختصاصـي    VII (FVII)حضور پروتئين فـاكتور  

وجـود  . بـادي اختصاصـي آن بـود    و آنتـي  VIIبين فاكتور 
كنترل مثبت در روش الايزا مورد اسـتفاده قـرار ارفـت و    

-SDSهدف از انجال وسترن بلات، تاييد نتيجه مربوط بـه  

PAGE به علت عدل وجـود فـاكتور   . بودVII    تجـاري كـه
بتوان در وسترن بلات به عنوان كنترل مثبت استفاده نمود، 

لازل به ذكر است در . كنترل مثبت وجود ندارد 6در شكل 
باشد كه بانـدهاي آن   در بازار موجود مي FVIIحال حاضر 
 . متفاوت است VIIبا باند فاكتور 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 CHOنتيجلله حاصللل از وسللترن بلللات رده سلللولي  : 6شللكل 
 KDوجود بانلد  .  VIIترانسفكت شده با وكتور حاوي ژن فاكتور 

بادي  و واكنش اختااصي آنتي FVIIدهنده وجود پروتئين  نشان 54
 . باشد با پروتئين مذكور مي FVIIفاكتور 

 
ــاكتور عبررســي ف ــوژيكي ف ــت بيول ــا  FVIIالي ــد ب نوتركي

 PTاستفاده از آزمايش 
زمـان   FVIIاكتور هاي حاوي ف ـ نمونه،  PTدر آزمايش     

 FVIIهـاي فاقـد فـاكتور     تري نسبت به نمونـه  انعقاد كوتاه
هـاي اسـتاندارد كيـت فـاكتور       لظـت  0در جدول . دارند
FVII سـري رقـت    4. به ترتيد رقت نشان داده شده است

در سـمت راسـت   . از استاندارد كيت نشان داده شده است
د در رده زمان انعقا. هاي انعقاد ارايه شده است جدول زمان
نوتركيـــد و در  VIIحـــاوي ژن فــاكتور   CHOســلولي  

 و 7/3هـاي اسـتاندارد     لظت ههاي پايدار در محدود كلون
فاقـد ژن   CHOزمـان انعقـاد در   . باشـد  مـي  PTكيت  4/3

. اسـت نوتركيد در حد كنترل منفـي آزمـايش    VIIفاكتور 
 CHOدر رده سـلولي   VIIدهنده حضور فاكتور  نتايج نشان

 . باشد مي
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 PTنتايج آزمايش : 3دول ج
 

 نمونه زمان

sec. 36 FVIIa 

sec. 23 FVIIa , 1.2 dilution 

sec. 26 FVIIa , 1.4 dilution 

sec. 00 FVIIa , 1.8 dilution 

sec. 03 CHO- pc DNA3.1/ FVII 

(clone 1) 

sec. 29 CHO- pc DNA3.1/ FVII 

(clone 2) 

min 3 CHO (negative control) 

sec. 63 more than CHO – pcDNA3.1 

 
 بحث
ــيله        ــه وس ــددي ب ــادي متع ــاي انعق ــانتره فاكتوره كنس

هـا هـآ    برخـي از آن . شـوند  هاي نوتركيبي توليد مي روش
هاي خونريزي دهنـده   اكنون جهت استفاده درماني بيماري
هاي  ها در مرحله مطالعه در دسترس هستند و بعضي از آن

ــاليني قــرار دارنــد نوتركيــد در  VIIIنتره فــاكتور كنســا. ب
بسياري از كشورها داراي تاييديه است و يـك نـوع از آن   

در آينـده نزديـك جهـت     ،حـذف شـده دارد   Bكه دومـن  
كنسـانتره  . استفاده درماني در دسترس قرار خواهد ارفـت 

هـا   نوتركيد در مرحله نهايي انجـال آزمـايش   VIIaفاكتور 
بـادي   اراي آنتـي جهت استفاده بـراي بيمـاران همـوفيلي د   

ــرار دارد  ــده ق ــاكتور . بازدارن ــور    IXف ــه ط ــد ب نوتركي
آميزي در حيوانات آزمايش شده است و به ميـزان   موفقيت

 (. 5)اندكي در انسان نيز مورد استفاده قرار ارفته است
بـه معرفـي نسـل دول فـاكتور      3997در سال برن تاپ     

VIII  نوتركيد فاقد ناحيهB د آمينـه  پرداخت كه در آن اسي
متصـل شـده اسـت و بـه      3607به الوتـامين   747سرين 

ــت  ــين عل ــه   rVIII SQهم ــا توجــه ب ــال دارد و آن را ب ن
ايـن  . هاي مختلف براي درمان مناسد معرفي كـرد  بررسي

سـازي   توليد و پت از خـالص  CHO هاي سلولفاكتور در 
ايمونـو افينيتـي و بـا روش     ،بـا اسـتفاده از كرومـاتوارافي   

 Xتري ـ ان ـ بوتيل فسـفات و تريتـون     )نتحلال ـ دترج 
در محصول نهـايي نيـز بـراي    . زدايي ارديد ويروس( 333

 73سـوربات   پلياز   ،VWFپايداري آن به جاي آلبومين و 
بـه همـراه كلريـد سـديآ و      Sugarو  L-histidineهمراه با 

و همكاران  سيتارال اي كه در مطالعه(. 6)كلسيآ استفاده شد
 RNAبه جاي استفاده از سلول و اسـتخراج   ،اند انجال داده

ــه  cDNAو ســپت ســاخت  ــد  cDNA، از كتابخان  Ratكب
هآ چنين در مطالعه انجال شـده توسـط   (. 7)استفاده كردند

خراـوش   VIIكد كننده فـاكتور   cDNA ،و همكاران روييز
در اين مطالعـه ژن  (. 7)كردند تخليص gtl1را از فاژ لامبدا 

بـه   درحله فـوق را بـه منظـور ورو   حاصل از م VIIفاكتور 
هـاي محـدود    ، توسـط آنـزيآ   pcDNAوكتور يوكـاريوتي  

ــده  ــد   EcoRIو  NotIكننـ ــاي مناسـ ــه  07در دمـ درجـ
آن وكتـور   برش داده و در راسـتاي  Overnightاراد  سانتي

pcDNA    وكتـور  . هـا بـرش داده شـد    هآ با همـان آنـزيآ
pcDNA      حاوي ژن مقاول به نئومايسـين اسـت كـه جهـت

هاي پايدار مورد اسـتفاده قـرار    هاي سلول  ربالگري كلون
 (. 9، 33)ايرد مي
از و همكاران،  سيتارال هاي انجال شده توسط در مطالعه    
استفاده ارديـد و   BamhIو  NheIهاي محدود كننده  آنزيآ

 از وكتـور   VII Ratهـآ چنـين جهـت كلونينـگ فـاكتور      

pIRES2-Neo (اينويتروژن )(. 7)بهره بردند 
و همكاران در مطالعه ديگـري، جهـت سـنجش    يز يرو    

نوتركيـد   VIIفـاكتور   از جداسـازي شـده   cDNAتوانايي 
ــاكتور   ــروتئين نوتركيــد ف ــراي كــد كــردن ســنتز پ  VIIب

به طور مسـتقيآ  را خراوش  VIIفاكتور  cDNAخراوش، 
 Hindهاي محدود اثر  هاي اختصاصي برش آنزيآ در محل

III  وSal I انيوكتور بيp CMV s  ،(. 7)ساب كلون نمودند 
 ييـز رو و سـيتارال  دو مطالعه انجال شـده توسـط  در هر     

ــه  ــت بهين ــن   جه ــرايط ترانسفكش ــازي ش ــرف  ،س از مع
 (. 7، 7)استفاده كردند (جيبكو ـ كانادا)ليپوفكشن

 0/2از سـلول   زيي ـرو و سـيتارال  هاي مشـابه  در مطالعه    
HEK (Human Embryonic Kidney ) بيـان فـاكتور    جهـت

VII اين سلول داراي چسبنداي . اده شدـــركيد استفـنوت 
 (. 33)باشد بوده و جهت نوتركيبي مناسد مي خوبنسبتاًَ 
 VIIكه فعلاًَ فناوري توليد فـاكتور   Novosevenشركت     

 VIIرا در دســت دارد، فــاكتور ( rFVIIa)نوتركيــد فعــال 
ــلولي  ــد را در رده سـ  BHK (Baby Hamsterنوتركيـ

Kidney ) بــا  تخلــيصبيــان كــرده و ســپت آن را در طــي
اي فعال نمودند و از آن جـايي كـه ايـن     مكانيسآ ناشناخته
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محصول به صـورت تجـاري اسـت جزتيـات بيشـتري در      
 (. 32)باشد موجود نمي PubMedبانك اطلاعات 

 0/2هـاي   و همكارانش جهت  ربالگري سلولسيتارال     
HEK  داراي ژن فاكتورRat VII  و وكتورp IRES2-Neo  از
ــد  آنتــي ــي. بيوتيــك جنتيســين اســتفاده كردن ــز ول و  رويي

 VIIسازي فاكتور  همكاران در مطالعه جهت بيان و خالص
از  ، p CMVsنوتركيـــد خراـــوش در وكتـــور بيـــاني 

ســيلين و استرپتومايسـين اســتفاده   هــاي پنـي  بيوتيـك  آنتـي 
 (. 7، 7)نمودند
 47ي كشت سـلول را پـت از   ها محيط فلاسكسيتارال     
و فنـل رد بـه    Kاز افـزودن ويتـامين    بعـد سـاعت   72الي 
را بـه   VIIآوري كـرده و بيـان فـاكتور     جمـد  نمونـه  عنوان

هيـومن توسـط روش    كلونـال آنتـي   بـادي  پلـي   وسيله آنتي
 . (7)وسترن بلات تاييد كرد

 4و همكاران در مطالعه ديگري پت از اذشـت  ز يروي    
نوتركيد  FVIIترانسفكشن براي بررسي بيان روز از زمان 

خراوشي، از كيت الايزا استفاده نمودند و ميزان بيان را در 
هـا در نهايـت پـروتئين     آن. رديابي كردند ng/dl 53حدود 

ــد ــيترات   را نوتركي ــاريول س ــه كمــك روش رســوب ب ب
و  لظت پروتئين به دست آمـده در مـدت    كردند تخليص

در ايـن پـهوهش بـا    . ه شـد محاسب mg/L 33-5يك هفته 
-SDSتوجه به  لظت مـاركر پروتئينـي مـورد اسـتفاده در     

PAGE(mg/ml 35/3 ) و مقايســـه آن بـــا بانـــد پـــروتئين
نوتركيد و هـآ چنـين نتـايج حاصـل از آزمـايش الايـزا،       

ساعت بعد از ترانسفكشـن   72حداقل پروتئين توليد شده 
 . توان برآورد كرد مي ng/ml  23 ± 493را 
نوتركيد خراوش را از  VIIفاكتور ، ت از اين مرحلهپ    

ــاريآ   محــيط كشــت توســط روش  ــيون ب ــاي پرسيپيتاس ه
 هــآ چنــين،  FFســفارز  DEAEســيترات، كرومــاتوارافي 

آمين آاارز و كروماتوارافي ارايشي بـا اسـتفاده از شـيد    
خراـوش   VIIكلونال بر عليه فـاكتور   بادي پلي  لظت آنتي

 . جداسازي كردند
نوتركيد خراـوش   VIIخالص بودن و صحت فاكتور     

آكريلاميـد و وسـترن بـلات     به وسيله الكتروفورز ژل پلـي 
 (. 7)تاييد شد

و همكاران در آخرين مرحله تحقي  خود براي سيتارال     
از آزمايش تشـكيل   Ratنوتركيد  VIIتاييد فعاليت فاكتور 

 CA -6333لختــه بــه وســيله اتــو آنــالايزر انعقــادي      
اسـتفاده   FVII deficientدرحضـور پلاسـماي   مكت  سيت

 VIIفعاليـت بيولـوژيكي فـاكتور     ،كردند و تشـكيل لختـه  
 (. 7)را تاييد كرد Ratنوتركيد 

 VIIفـاكتور   ،و همكارانش نيـز در مرحلـه آخـر   ز يروي    
نوتركيد هموژن خراوش را كه از لحاظ بيولوژيكي فعال 

فاقـد   ييله پلاسـما و به وس ـ PTبود، با استفاده از آزمايش 
پلاسـماي   PTزمـان آزمـايش    .نـد سنجش كرد VIIفاكتور 

 75 ،رويـي فلاسـك كشـت    مايدبه كمك  VIIفاقد فاكتور 
 (. 7)ه شددرصد كاهش داد

 
 گيري نتيجه
در آبشار انعقادي و مسـير   VIIبا توجه به نقش فاكتور     

توان آن را به عنـوان دارو در درمـان بيمـاران     خارجي، مي
بـادي بازدارنـده بـر عليـه فاكتورهـاي       ل داراي آنتيهموفي

با توجه به اين كـه سـالانه   . معيوب، مورد استفاده قرار داد
نوتركيد بـه   VIIرقآ بسيار بالايي براي وارد كردن فاكتور 

سازي توليد اين محصـول در   اردد، بومي دولت تحميل مي
حـل   ايكـار كارآمـد بـر    توانـد يـك راه   داخل كشـور مـي  

فوق باشد و مطالعه ما اولين مرحلـه در راسـتاي   مشكلات 
به طور حتآ يـافتن  . باشد به سوي هدف مذكور مي رسيدن

راهي براي بيان در سطح بالا همراه با عملكرد صحيح ايـن  
مـان همـوفيلي بـا    رتواند راه حـل اساسـي در د   فاكتور مي

 . هزينه بسيار كمتر باشد
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Abstract 
Background and Objectives 

Factor VII is a plasma glycoprotein that participates in the coagulation process leading to the 

generation of fibrin. Factor VII plays an important role in the cascade of coagulation. The aim 

of this study was to clone and express human recombinant factor VII in CHO cell line as an 

eukaryotic host cell.   

 

Materials and Methods 

In this descriptive study, FVII cDNA was isolated from HepG2 cell line and cloned to pcDNA 

30.1(+) vector. The constructs were transfected to CHO cell line. A cell line that permanently 

expressed recombinant factor VII was established. The expression of recombinant FVII was 

determined by RT-PCR, ELISA, SDS-PAGE and western blot analysis. Biological activity of 

recombinant factor VII was determined by prothrombin time assay in factor FVII-depleted 

plasma. 

 

Results 

The results showed that FVII was successfully cloned and expressed. After 3 weeks stable cell 

lines were generated in the culture of the CHO cell line in the presence of geneticin. RT-PCR, 

ELISA, SDS-PAGE and western blot analysis results indicate the expression of FVII in the 

stable clones. A three- to four-fold decrease of the specific coagulant activity of rFVII was 

observed that indicates of  rFVII being biologically active. 

 

Conclusions 

Four thousands to Six thousands vials of rFVII were imported to our country having high cost 

for the government. Therefore, production of rFVII through recombinant DNA technology 

within lab scale is the first step to overcome the problems.  
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