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 مقاله پژوهشي 

 
‌CHOيوكاريوتيك‌‌هاي‌سلولسازي‌و‌مطالعه‌بيان‌فاكتور‌بافتي‌نوتركيب‌در‌‌كلون

  1، مهريار حبيبي رودكنار2زاده ، ناصر اميري3مونا خورشيدفر
 
 

 هچكيد
‌سابقه‌و‌هدف‌

گيدري   انددازه  ،براي بررسي مسير خارجي انعقاد. است ين آغازکننده آبشار انعقاديتر ياصل ،(TF)يبافت فاکتور
نوسداناتي در نتيهده    ،به كار گرفته شدده  TFبهترين روش است كه در اين روش با توجه به  ن پروترومبينزما

استفاده ب ينوترک  TFاز  ،شتريب يريبا تکرارپذ يهيبه نتا يابيدستدر اين مطالعه با هدف . شود آزمايش ديده مي
 . شده است

‌ها‌روش‌مواد‌و
 CHO يها سلول و به کلون pcDNA3.1د يدر پلاسم يفاکتور بافت cDNA. مطالعه انهام شده از نوع تهربي بود

-SDS روشبدا   و پد  از جداسدازي   اسدتررا  ترانسفکت شدده    CHOيها سلول يها نيپروتئ. ديگرد منتقل

PAGE يها سلول. ز شدنديوسترن بلات آنال با CHO کهTF  بده   كلسدي  ركلرو کردندد در حودور   يان ميرا ب
در پلاسدما بدا    VII فداکتور  يسداز  فعال. ديه شدند و زمان لرته شدن پلاسما ثبت گردتراته افزوديس يپلاسما
 .قرار گرفت يزا مورد بررسيالا روش

‌ها‌يافته
 09حددود   يباندد ،  SDS-PAGE روشبدا   هداي ترانسدف ت شدده    از سدلول  جدا شده يها نيز پروتئيدر آنال

زمدان  . د قدرار گرفدت  ييز وسترن بلات مورد تاير آنالد TFمونوکلونال  يباد يبا آنتكه  لودالتون مشاهده شديک
 هد  . افدت يه کداهش  يثان 23 ± 1قه به يدق 1از  ,ترانسفکت نشده CHO يها سه با سلوليانعقاد پلاسما در مقا

بده    VIIفداکتور   يساز موجب فعال ، يها به پلاسما در حوور کلرور کلس ن سلوليا يغشان اضافه کردن يچن
 . شد ng/ml 13 ±839زان يم
‌ينتيجه‌گير‌

TF  يها ان شده در سلوليب بينوترک CHO  ،فداکتور   يتراته و فعال سازيس يقادر به لرته کردن پلاسماVII 
 .بود

  زمان پروترومبين ،VIIفاکتور , CHO يها سلول :ات‌كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 98/ 31/7  :تاريخ دريافت 
 31/33/98 :تاريخ پذيرش 
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  مقدمه 
ــافتي  پروتئينــي اشــايي و ( TF ، Tissue Factor)فــاكتور ب

دالتـون اسـت    61999لكولي در حـدود  وسراسري با وزن م
زير انـدوتليال   يهاي بافت اكثر سلولپلاسمايي  يكه در اشا

ــور دارد ــوده kbp 6/32ژن آن  .حضـ ــزون  1داراي  ،بـ اگـ
 p23p-22باشد و روي كروموزوم يك انساني در جايگاه  مي

اسـيد آمينـه بـوده و     211فاكتور بافتي متشكل از . قرار دارد
 يتوپلاسـم يو س يين اشايب, يخارج سلول ناحيهسه  يدارا
 ،انعقـادي  VIIكوفاكتور بـراي فـاكتور   به عنوان  TF.باشد مي

در شروع مسير را اساسي  نقشيهاي عروقي  متعاقب آسيب
 .(3-1)كند خارجي انعقاد بازي مي

    PT (Prothrombin Time )يبـه منوـور بررس ـ   آزمايشي 
دهـد،   وقتي جراحتي رخ مـي . باشد يانعقاد م ير خارجيمس

ني آزاد شـده  هاي اندوتليال عروق خو فاكتور بافتي از سلول
ايـن رونـد شـروع مسـير     . شـود  ، متصل ميVIIو به فاكتور 

، به منوور تـامين   PT در ساخت كيت . خارجي انعقاد است
Ca    وTF ،      به ترتيـب از كلـرور كلسـي  و تروملاوپلاسـتين

 (. 7، 9)شود تهيه شده از مغز خرگوش استفاده مي بافتي
شـده بـا    هـاي تهيـه   از جمله اشـكاتت وارده بـه كيـت       

 تروملاوپلاستين بافتي، تنوع در مقدار و كيفيت فاكتور بـافتي 
 باعثحيوان است كه  ياستخراج شده از مغز يا ساير احشا

 . شود هاي متفاوتي در توليد لخته مي ايجاد زمان
د يت توليل قابليب به دلينوترک ياستفاده از فاکتور بافت راًياخ
 يت فاکتور بافتيو کم تيفيکسان از نور کي لااًيتقر يها اليو

 ـاز مزا. مورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت      يهـا  نيپـروتئ  ياي
ن يچن ه  ن ويان پروتئيب ،الوتبه كنترل توان  يب مينوترک

جـه  يدر نت. نمـود  اشـاره ط يهـا در مح ـ  زان کشـت سـلول  يم
 ريپـذ  ن امکـان ياز پـروتئ  ياستاندارد يها به الوت يابيدست

ر و كيفيت فـاکتور  كاهش در تنوع مقدا سلاب وخواهد بود 
بيـان   ،اين مطالعـه هدف از . دشو مي PTهاي  در كيت يبافت

 CHO (Chiniseهــاي  فــاكتور بــافتي نوتركيــب در ســلول

Hamster Ovary )    و بررسي فعاليـت آن جهـت اسـتفاده در
 .بود PTكيت 
    

  ها روشمواد و 
 RNX ( - plus ) Isolation of RNAيها تيب از کيبه ترت    

 ,  RNAراج ـور استخـه منوـاژن بـت سينــركـشول ـمحص

Superscript III First-Strand Synthesis System for RT-

PCR يبــرا اينــويتروژن محصــول RT-PCR  ,Takara Taq 
  PCR  ,High Pure Plasmid Isolation يمحصول ژاپن بـرا 

ــرا رُوش محصــول ــميد يب ــتخراج پلاس  IMUBIND,    اس

Factor VIIa ELISA(حصــول دياگنوســتيكا آمريكــام ) بــه
ــدازه ــاكتور   منوـــور انـ ــزان فعاليـــت فـ ــري ميـ  ،VIIaگيـ

Recombinant Tissue Factor (R&D )  ــرل ــوان كنت ــه عن ب
 روشدر TF monoclonal antibody(R&D )مثلاــــت و 

 .ديوسترن بلات استفاده گرد
ــاخت        ــراي س ــدا  cDNAب ــلول RNA، ابت ــا از س  يه
و  RT-PCRروش با استفاده از و  ه استخراجيلاروبلاست ريف

سـاخته   RNA ياز رو  cDNA,ندوم هگزامـر ار آاازگرهاي
 ازگرهايـآا ـله يبه وس ـ PCR روشحاصله با  cDNA .شد

 19 يط ـ ºC 11آنيلينگ  يشده در دما يـطراح ياصـاختص
به منوور تهيه وكتور پروكاريوت به عنوان . ر شديکل تکثيس

 يهـا  يکشت باکتر حامل براي قطعه ژني مورد نور، پس از
E.coli Top10 ط يدر محLB ، د يپلاسمpcDNA3.1 ها  از آن
بـراي اتصـال قطعـه ژنـي مـورد نوـر بـه        . دياستخراج گرد

گـاه  يجا ،يفاکتور بافت DNA 1 'و 1' يانتها پلاسميد، در دو
چنين  ه  ؛محدودکننده در نور گرفته شد يها  يبرش با آنز
. برش با آنـزي  بـود   نيز داراي جايگاه pcDNA3.1پلاسميد 

قـرار   BamH Iو  XhoI يهـا   يلذا هر دو تحت برش با آنز
 ـبه منوور اتصال ا. گرفتند  ـ ي از  ،(Ligation)ين دو قطعـه ژن
از . اســـتفاده شـــد, (رُوش)  T4 DNA Ligase  يآنـــز
ر ي ـتکث يوت برايزبان پروکاريبه عنوان م DH5αهاي  يباکتر

ها پس از  يباکتر. ديمورد نور استفاده گرد  قطعه کلون شده
  يبا اسـتفاده از کلس ـ  LB (Luria-Bertani)ط يکشت در مح

 يبــرا ،خيــ يمــوتر و ســرد کــردن رو يلــيم 399د يــکلرا
قطعـه   يد حـاو يانتقال پلاسم. د آماده شدنديرش پلاسميپذ
در  يها با استفاده از شـو  حرارت ـ  يمورد نور به باکتر يژن

ºC 62 حاصــل از  يهــا يکلــون يبررســ يبــرا. انجــام شــد
هـا و انتخـاک کلـون مناسـب کـه       يترانسفورم کردن بـاکتر 

هـا   ياز کلون يادياز تعداد ز, ب باشديد نوترکيپلاسم يحاو
بـه  . گرديـد اسـتخراج   Cracking Bufferبـا روش  د يپلاسم

جـدا شـده    هـاي  کلـون  ايـن كـه  بردن به  يد و پييمنوور تا
ــد،   ــر باش ــورد نو ــاوي ژن م ــ  آنز  ح ــنش هض ــيواک  يم
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(Digestion )يها  يبا استفاده از آنزBamH I  وXhoI وPCR 

 ين تـوال يين تعيچن ه  .ها انجام شد يکلون ي  بر رويمستق 
کلـون   cDNAد يي ـب جهـت تا يد نوترکيپلاسم يدينوکلئوت
زبـان  يبـه عنـوان م   CHO يها از سلول. صورت گرفتشده 

. دي ـب اسـتفاده گرد ين نوترکيان پروتئيک جهت بيوتيوکاري
بـه   و کشت داده شدند RPMI-1640ط يا در محه ن سلوليا

 1فيـوژن   از مـاده  هـا  آنب به يد نوترکيمنوور انتقال پلاسم
 . استفاده شد( رُوش)

 يجداسـاز  يها بـرا  ن سلوليد به ايپس از انتقال پلاسم    
 Geneticinک يــوتيب ياز آنتــ ،ب مقــاوميــنوترک يهــا کلــون
وژ بـا دور  فيو سـانتر  Freez-Thaw روشسپس با و استفاده 

ن يد پـروتئ يي ـتا يبـرا . دياستخراج گرد ين سلوليپروتئ ،بات
بـه   وو وسـترن بـلات    SDS-PAGE روشاز  شـده  حاصل

از  ،بي ـنوترک يک فاکتور بافتيولوژيت بيفعال يمنوور بررس
حصـول   يبـرا . استفاده شد PT آزمايشبر اساس  آزمايشي

ل ب حاصـله موجـب فعـا   ين نوترکيکه پروتئ نينان از اياطم
 VIIaت فـاکتور  ي ـزان فعاليم ،ست  انعقاد شده استيشدن س

در پلاسما پـس از مجـاورت بـا پـروتئين نوتركيـب مـورد       
ها بـر روي سـه گـروه كشـت      آزمايش. سنجش قرار گرفت

بـراي   .سلولي با سه بار تكرار براي هـر گـروه انجـام شـد    
هــاي مختلــف ســلولي و  مقايســه زمــان انعقــاد بــين گــروه

 افـزار  و نرم Anovaاز آزمون آماري ،  VII شدن فاكتور عالف
31 SPSS استفاده شد. 
 

 ها يافته
    cDNA  به دست آمده با استفاده از روشPCR ر و ي ـتکث

 ـالکتروفورز گرد% 3ژل آگارز  يرو آن محصول جـه  ينت. دي
بود که با اندازه ژن مـورد نوـر مطابقـت     bp899جاد باند يا

 E.coli  يها ياکتراز ب pcDNA3.1د يپلاسم(. 3شکل)داشت

Top 10 عمـل  (. 2شکل)استخراج شد Ligation ن ي ـا يرو
ــم   ــام و پلاس ــه انج ــاويدو قطع ــافت  يد ح ــاکتور ب  يژن ف

(pcDNA3.1/TF )ر و يــپــس از تکث(. 1شــکل)ســاخته شــد
ژن مورد نور با اسـتفاده از هضـ     يد حاويپلاسم, صيتخل
 يرو PCRد قرار گرفت و ييمورد تا Sequencingو  يميآنز
ترانسفکشـن  (. 6شکل)د انجام شديپلاسم يحاو يها يلونک

  صورت گرفت 1وژن ــفي اده ازـا استفـب CHO ياـه سلول

 (. 1شکل)
 
 
 
 
 
 
 
                 1          2         3 
 

محصدول   - 1و  2مداركر   DNA -3 ؛فاكتور بافتي cDNA: 3ش ل 
PCR  ،cDNA  رهداي فداكتور   فاكتور بافتي كه با اسدتفاده از آغازگ

 بافتي ت ثير شده
 

 

 

 

 
 

 

1 

 
 يحلقو پلاسميد -2يپلاسميد خط -3؛ pcDNA3.1پلاسميد : 2شکل

1- DNA مارکر 
 

 

 
 
 
 
 
 

 -3؛  pcDNA3.1ژن كلون شده فاكتور بافتي در پلاسدميد  : 1ش ل 
DNA  1و 2مددارکر- pcDNA3.1 مددورد ن ددر        يبدددون قطعدده ژندد

 مورد ن ر يقطعه ژنهمراه با  pcDNA3.1 -3و0

bp 899 

bp 199 

 b1999 
bp 1699 

1         2        3 

3000 bp

 
bp 7999 

 
bp 1999 

1              6      1       2        3 
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                 9        3       0       1         2        3 

هاي حاوي قطعه ژني مورد ن ر روي ژل  كلون PCRنتيهه : 0ش ل 
 قطعه ژني مورد ن ر  - 9و  3،  0،  1 -ماركر DNA - 2و  3؛ آگارز 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 كشت داده شده CHOهاي  سلول: 3ش ل 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

فدداكتور بددافتي اسددتررا  شددده از   SDS-PAGEنتدداي  : 9شدد ل 
كنتدرل  )ترانسدف ت نشدده   CHOهداي   سلول -3؛  CHOهاي  سلول
فداكتور بدافتي    -1  ترانسدف ت شدده   CHOهداي   سلول -2( منفي

 ماركر پروتئين -0( كنترل مثبت)نوتركيب
 

-SDSزيآنال يبرا يسلول ياشا از جدا شده يها نيپروتئ    

PAGE  لـو  يک 61وجـود بانـد    ورد استفاده قرار گرفـت  مو
ترانسـفکت   CHOدر ستون مربوط به نمونه سـلول   يدالتون
 (. 1شكل )ن مورد نور ما بوديروتئپد استخراج يؤم, شده

ضـد فـاکتور    ياختصاص ـ يبـاد  يدر وسترن بلات از آنت    
فـاكتور بـافتي    ز ازي ـن ين بررس ـي ـدر ا. اسـتفاده شـد   يبافت

بـه عنـوان کنتـرل مثلاـت و از      (Recombinant TF)نوتركيب
 يبـه عنـوان کنتـرل منف ـ    CHOترانسفکت نشده  يها سلول

 يبانـد ،  CHOترانسفکت شـده   يها سلول. دياستفاده گرد
دهنـده   نشـان  کـه  جاد کردنـد يراز با باند کنترل مثلات اته  

ن يبـه پــروتئ  يفـاکتور بــافت  ياختصاصــ يبـاد  يآنتــاتصـال  
 . (7شكل )است يفاکتور بافت ياختصاص

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 CHO يهدا  سدلول  -3؛ ينتيهه وسترن بدلات فداکتور بدافت   : 7شکل
فداکتور   -1ترانسفکت شدده   CHO يها سلول -2ترانسفکت نشده 

 (کنترل مثبت)نوترکيب  يبافت
 
 
  
 
 
 
 

کنندده   انيد ب يهدا  زمان لرته شدن پلاسما در حوور سلول: 3نمودار
ان شدده  يد ب Mean ± SDبده صدورت    ي  زمدان ينتدا )؛يفاکتور بافت

+ تراته يسد  يپلاسما د2  يکلرور کلس +تراته يس يپلاسماد 3(است
فاقد  يپلاسما د1ترانسفکت نشده  CHO يها سلول+   يکلرور کلس

+   يکلرور کلس+ تراته يس يپلاسما د0  يکلرور کلس+  VIIفاکتور 
کلدرور  + تراته يسد  يپلاسماد   3ترانسفکت شده   CHOسلول  390
تراته يسد  يپلاسماد 9ترانسفکت شده  CHOسلول  2×390+   يکلس
 يپلاسماد 7ترانسفکت شده  CHO سلول 3×390+   يکلرور کلس+ 
ده دت شد دترانسفک CHOول دسل 393+   ديکلرور کلس+ ه دتراتيس
 CHOسدلول   393 يغشدا +   يکلرور کلس+ تراته يس يپلاسما د  8

 ترانسفکت شده
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ه در حضـور کلـرور   تراتيس ـ يزمان لخته شدن پلاسـما     
با اضـافه  , هيثان 23 ± 1 يسلول ي  با اضافه کردن اشايکلس

ه و با اضـافه  يثان 19 ± 1کردن سلول ترانسفکت شده کامل 
 1 يترانسفکت نشده به عنوان کنتـرل منف ـ  يها کردن سلول

 يسـلول  ياشـا  توانـايي بيشـتر   بيانگرن امر ياكه قه بود يدق
تراته در يس ـ يپلاسـما نسلات به سلول کامل در لخته کـردن  

 . (3نمودار )است  يحضور کلرور کلس
 CHO يهـا  سـلول  يج نشـان داد اشـا  ين نتـا يسه بيمقا    

ده ـترانسـفکت ش ـ  CHO يهـا  ت شـده و سـلول  ـترانسفک
 ترانسفکت نشده به طور  CHO يها ه سلولـت بـنسلا, کامل
 ان انعقـاد پلاسـما شـدند   ـش زم ــاه ــاعث کـب ـ يادارـمعن
(93/9 p<.) 

فعـال در   VIIزان فـاکتور  ي ـم ،ج به دست آمـده يطلاق نتا    
 ng/ml 19ترانسفکت شده کامـل   CHO يها حضور سلول

 ng/ml 11±939ن سلول هـا  يا يو در حضور اشا 169 ±
در , CHO ترانسـفکت نشـده   يبود که نسلات به سلول هـا 

ــا پلاســما ــه طــور , يعــيانلااشــته شــده طلا يمجــاورت ب ب
را نشان داد VII فاکتور  ش سطح فعال شدنيافزا يمحسوس

 يحضـور فـاکتور بـافت   در  VIIفعال شدن فـاکتور  بيانگر  و
 (. 2نمودار ، >p 93/9)بود
 
 
 
 
 
 
 
 

به وسيله فاکتور بافتي  VIIبررسي ميزان فعال شدن فاکتور : 2نمودار
پلاسماي سيتراته  -3( بيان شده است Mean ± SDنتاي  به صورت )
ده دت نشد دترانسفکد  CHOول دسل 393+ ه داي سيتراتدلاسمدپ -2
 -0ترانسددفکت شددده  CHOسددلول  393+ پلاسددماي سدديتراته  -1

 ترانسفکت شده CHOسلول  393 يغشا+ پلاسماي سيتراته 
 

 بحث
همواره فاكتور بافتي استخراج شده از مغز خرگـوش در      

بررسـي مســير خـارجي انعقـاد مــورد     جهـت  PTآزمـايش  

هـاي   كاتت وارده بـه كيـت  از جمله اش. استفاده بوده است
PT  تنوع در مقدار و كيفيت فاكتور بافتي استخراج شـده از ،
هـاي   حيوان است كـه بـه ايجـاد زمـان     يساير احشايا مغز 

 (. 7)شود متفاوتي در توليد لخته منتهي مي
امروزه استفاده از فاكتور بافتي نوتركيب به دليل قابليـت      

هاي تقريلااً يكسـان از نوـر كيفيـت و كميـت آن      توليد ويال
هـاي   از مزايـاي پـروتئين  . مورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت    

توان الوت و بيان پروتئين و ه   نوتركيب اين است كه مي
در . هـا در محـيط را كنتـرل نمـود     چنين ميزان كشت سلول

هـاي اســتاندارد از پــروتئين   يـابي بــه الوــت  نتيجـه دســت 
و  كميـت پذير خواهد بود كه موجب كاهش در تنوع  امكان

 . شود مي PTهاي  كيفيت فاكتور بافتي در كيت
حاضر فاكتور بـافتي نوتركيـب بـا اسـتفاده از      مطالعهر د    

cDNA  هـاي   در سـلول ريه تهيه شده از فيلاروبلاستCHO 
فاكتور توليـد شـده از نوـر وزن مولكـولي و      .توليد گرديد

بـادي   ساختار مناسلاي داشـت و بـا آنتـي    SDS-PAGEآناليز 
در آزمايشي كه بر . اختصاصي عليه فاكتور بافتي واكنش داد

پـروتئين نوتركيـب    ،طراحي شـده بـود   PTاساس آزمايش 
. توليد شده قادر به لخته كردن پلاسما در حضور كلسي  بود

سـازي فـاكتور    اكتور نوتركيب توانايي فعـال ه  چنين اين ف
VII موجود در پلاسما را داشت . 
هايي كـه الئونـور و همكـاران وي در سـال      در بررسي      

از روي  cDNAموفق بـه تعيـين تـوالي     ،انجام دادند 3897
توالي پروتئيني فـاكتور بـافتي و جداسـازي آن از كتابخانـه     

cDNA  تملادا شدندجفت ايجاد شده در باكتريوفاژ .cDNA 
هـاي ريـه تهيـه     مورد استفاده در اين تحقيق از فيلاروبلاست

 3899ن و همكـاران در سـال   م  كهاي م بررسي(. 8)گرديد
 kbp 6/32نشان داد طول سكانس كامـل ژن فـاكتور بـافتي    

هـ  چنـين   (. 3)باشد اينترون مي 1اگزون و  1بوده و داراي 
نشـان داد ژن   3886هاي ولفارم و همكاران در سال  بررسي

-P21انسـاني و در جايگـاه    3اين فـاكتور روي كرومـوزوم   

P22  خارج سلولي، بين اشايي  ناحيهقرار دارد و داراي سه
هاي آلناواز و همكـاران   در بررسي(. 2)است سيتوپلاسميو 

-Trp( WKS)پپتيـد  مشخص شد توالي تـري  3882در سال 

Lys-Ser  ر بافتي تكـرار  خارج سلولي فاكتو ناحيهسه بار در
اين رخداد از نور آماري بعيـد اسـت و بـا ايـن     . شده است

899 
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خـارج سـلولي در عملكـرد     ناحيهبررسي متوجه شدند كه 
هــاي  در بررســي(. 39)فــاكتور بــافتي حــايز اهميــت اســت

كه براي مشخص شد  3883و همكاران در سال  پابورسكي
، نيــاز قطعــي بــه همراهــي ليپيــد وجــود دارد؛ TFفعاليــت 

فاقد چربي از  TFچه در بررسي انجام شده با استخراج چنان
اثـر بـوده و    از نور بيولـوژيكي بـي   TFها، آپوپروتئين  سلول
ــري كمــپلكس  شــكل ــا مشــكل مواجــه   TF-VIIaگي ــز ب ني

حاضر از آن جايي كه طـول كامـل ژن    مطالعهدر . (33)بود
كامـل ژن فـاكتور    cDNA ،خيلي بـزر  نلاـود   فاكتور بافتي
و كلـون   cDNAپـس از سـاخت   . فته شـد گر بافتي در نور

، بايـد ژن مــورد نوــر در   pcDNA3.1كـردن آن در وكتــور  
هاي نوتركيب  براي بيان پروتئين. شد سلولي مناسب بيان مي

ــلول     ــد از س ــحيح باي ــرد ص ــا عملك ــاريوتي ب ــاي  يوك ه
هـا كـه در    يكـي از ايـن سـلول   . يوكاريوتيك استفاده نمـود 

هاي نوتركيب مـورد   پروتئينهاي مختلف براي توليد  مطالعه
ايـن  . اسـت  CHOهـاي   استفاده قرار گرفتـه اسـت، سـلول   

هــا تغييــرات مناســب پــس از ترجمــه، نويــر        ســلول
، 31)دهنـد  گليكوزيلاسيون را بـر روي پـروتئين انجـام مـي    

به منوور اطمينان از اين كـه پـروتئين نوتركيـب بيـان     (. 32
اسـت،   همان فاكتور بـافتي  CHOهاي  سلول يشده در اشا

بادي مونوكلونال ضد فـاكتور   در روش وسترن بلات از آنتي
. بود استفاده شـد  R&Dبافتي نوتركيب كه محصول شركت 

خـارج سـلولي فـاكتور بـافتي      ناحيـه بادي بر عليه  اين آنتي
ه  چنين به عنوان كنترل، فاكتور بـافتي نوتركيـب   . باشد مي

ن براي بررسي اي. نيز خريداري شد R&Dمحصول شركت 
 بيولوژيــك كــه آيــا پــروتئين ســاخته شــده داراي فعاليــت

همان طور كـه   .استفاده شد PTاز آزمايش  ،باشد يا خير مي
 3881كانسوني و همكـاران وي در مطالعـه خـود در سـال     

بـا اسـتفاده از    PTآزمـايش  در مطالعه حاضر  ،اشاره كردند
 CHOرور كلسي  و سـلول  لپلاسماي انلااشته شده طلايعي، ك

ترانسفكت شـده   CHOسفكت شده كامل، اشاي سلول تران
( بـه عنـوان كنتـرل منفـي    )ترانسفكت نشـده  CHOو سلول 
سـلولي نسـلات    ينيز با اشـا  در اين مطالعه. (36)شدانجام 

روبـرت  طلاق مطالعه . گرفته شدبه سلول كامل نتايج بهتري 
فعال شدن انعقـاد از  روند ،  2991كلي و همكاران در سال 

انجـام  به واسطه فاكتور بـافتي   VIIفاكتور  طريق فعال شدن
به منوور تاييـدي ملانـي بـر    نيز در اين تحقيق  .(31)شود مي

اين كه پروتئين نوتركيب ساخته شده قادر بـه فعـال كـردن    
ميزان فعاليـت ايـن فـاكتور درحضـور      ،باشد مي VIIفاكتور 

مـورد سـنجش    CHOهـاي   فاكتور بافتي بيان شده در سلول
 . قرار گرفت

 
 گيري نتيجه
توانـد   نتايج بيانگر اين بود كه فاكتور بافتي نوتركيب مـي     

رونـد   ،از طريـق مسـير خـارجي    VIIكردن فـاكتور    با فعال
 VIIانعقاد را پيش بلارد و زماني كه از پلاسماي فاقد فاكتور 

انعقادي صورت نگرفت كه اين امر تاييدي بـر   ،استفاده شد
     . بود TF-VIIپلكس شروع انعقاد از طريق تشكيل كم

 
 تشكر و قدرداني

بـا حمايـت   و نامـه دانشـجويي    اين مطالعه حاصل پايان    
 . مالي مركز تحقيقات انتقال خون ايران انجام شد
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Abstract 
Background and Objectives 

Tissue factor (TF), a 45-kDa transmembrane glycoprotein, is the major cellular initiator of the 

coagulation cascade. Prothrombin Time (PT) is the test that evaluates extrinsic pathway of 

coagulation. Thromboplastin used in this test is mostly prepared of rabbit brain. Thus it causes 

variation in the PT results. There is an important advantage of using recombinant TF in PT test 

to get more reproducible results.

 

Materials and Methods 

TF mRNA was isolated from human lung fibroblast cells. After preparation of cDNA it has 

cloned in pcDNA3 plasmid. CHO cells were transfected with recombinant plasmid. 

Transfected cells were grown in presence of Geneticin. Total proteins were extracted from 

CHO cells and separated with SDS/PAGE electrophoresis and analyzed by western blotting 

technique. CHO cells expressing TF were added to citrated plasma in presence of CaCl2 and 

clotting time was measured. In addition, factor VII activation by recombinant TF in the plasma 

was assessed by ELISA method.

 

Results 

Extracted proteins  from tarnsfected CHO cells separated on SDS/PAGE showed an 

approximately 40-kDa band that verified with a monoclonal antibody against TF on western 

blot analysis. Adding transfected cells (10
6
cell/ml) to the citrated plasma in presence of CaCl2 

could decrease clotting time from 3 minutes to 21 ± 3 seconds compared with untransfected 

CHO cells. The level of factor VIIa in citrated plasma was 810 ± 35 ng/ml in presence of  

transfected cells’  membrane. 

 

Conclusions 

 Recombinant TF expressed in CHO cells was able to clot citrated plasma and to activate factor VII. 
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