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 ، 5، مهريار حبيبي رودكنار4زاده ، ناصر اميري0، حسن ابوالقاسمي2اله اكبر پورفتح ، علي9كامران عطاردي
 6پور غلامرضا خميسي

 
 هچكيد

 سابقه و هدف 
 انتقاا  ژن و ها    ابزار ه به عنوانيقات پايمناسب در تحق يرا به وکتور آن ،روسيآدنوو يولوژيات بيخصوص

ن مطالعاه، ترانسکششان   يا در ا. ون مبد  کارده اسا   يناسيها و واکس يمارياز ب ياريبس ينين در درمان باليچن
 قارار ي ابيا ماورد ارز  يلشاول وم يهاا  له روشيون آن به وسيتراسين تيچن روس فاقد ژن گزارشگر و ه يآدنوو
 .گرف 
 ها روش مواد و
باا اساتکاده از    يب، وجود ترانس ژن در ساازه ژنا  يروس نوترکيپس از ساخ  آدنوو ،يمطالعه تجربيك در 

ش ترانسکششان،  يبه منظاور پاا  . شد يابيارز ين تواليين تعيچن و ه  PCRبا روش  آن ياختصاصآغازگرهاي 
DNA  باا روش   تارانس ژن  ياختصاصا  آغازگرهااي ترانسکش  شده با استکاده از  يها استخراج شده از سلو
PCR روس به روش يتر ويت. قرار گرف  يمورد بررسReal-time PCR  بر  يصيتشخي هاآغازگرو با استکاده از
 .ن شدييروس تعيزات وياستخراج شده از ل DNA يرو

 ها يافته
 ين تواليين تعيچن ترانس ژن و ه  ياختصاص يهاآغازگرب با استکاده از ينوترک يوجود ترانس ژن در سازه ژن

ترانسکششن را  يکي  کيترانسکش  شده، موفق HEK 293A يها استخراج شده از سلو  DNAي بررس. د شدييتا
در واحاد   5 × 017حادود   Real-time PCRروس با استکاده از ين تعداد ذرات ويچن ه  و داد د قرارييمورد تا
 .برآورد شد( تريل يليم)حج 

 ينتيجه گير 
در کار  يکي  ترانسکششن را به صورت کيا عدم موفقي  يموفقتوان  يم ،آغازگرهدفمند  يو مهندس يبا طراح

و  Real-time PCRن با اساتکاده از روش  يچن ه . نمود يابيفاقد ژن گزارشگر، ارز يروسيآدنوو يبا وکتورها
 يکا يون کيتراسيت يها  يزات آن، از محدوديروس از ليژنوم کامل و يمناسب جداساز يها روش يريکارگه ب

 .دياجتناب ورز روسيآدنوو
 PCRها، ترانسکكشن،  دنوويروسآ :ات كليديكلم
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  مقدمه 
روس به عنـوان ابـزار انتقـال    يآدنوو بينوترک يوکتورها    

از  يارين در درمـان بس ــيچن ـ ه و هـ  ي ـقـات پا يژن در تحق
ات يخصوص ـ(. 1-4)ون کاربرد دارنديناسيها و واکس يماريب
 يعيف وسيانتقال ژن به ط يير توانايروس نظيآدنووي ستيز

و  يروس ـيو يتر بالاي  و خفته، تيدر حال تقس يها از سلول
مناسب مبدل  يان ترانس ژن، آن را به وکتوريسطح افزون ب
ق ي ـاز طر عمـدتا   يروس ـيآدنووي وکتورهـا (. 5)کرده است
و  2پ يسـروت  يروس انسـان يآدنوو E3و E1ي ها حذف ژن

 replication)ينقصـــان در همانندســـاز يژگـــيبـــا و، 5

defective )ــرايــشــوند و از ا يمــ يطراحــ ــتکث ين رو ب ر ي
(propagation) ن يکننده پروتئ نيتام يها به سلولE1 ر ي ـ، نظ
 يهـا  ياز نگران يکي(. 6)از دارندين HEK 293Aرده سلولي 

 ـ،  (AdV)روسيبا وکتور آدنوو کار وجـود آمـدن   ه احتمال ب
 Replication)آدنـــوويروس بـــا توانـــايي همانندســـازي

Competent Adenovirus (RCA) )روس يت آدنـوو يدر جمع
جـه  ينت RCA رخـداد  واقع در. است يبا نقصان همانندساز

 همولـو  موجـود در   يهـا  ين تـوال يدوگانه بآور  نگيکراس
ــوو ــوم رده ســلولي يــروس نوترکيآدن  HEK 293Aب و ژن
ه يترانس ژن با ناح ينيگزين رخداد منجر به جايا(. 7)است

E1 ب ين ترتيشده و به اRCA مکمـ    ياز از رده سلولين يب
(complementing cell line) از  يکــي(. 8)شــود يد مــيــتول

ش يپــا ؛يروســيآدنوو يکتورهــاکــار بــا و يديــمراحــ  کل
ــن ــيو تع (transfection)ترانسفکشـ ــن دقيـ ــريـ ع و يق، سـ

 (stock)رخيـره  روس در نمونـه ي ـر تعـداد ررات و يتکرارپذ
واجـد ژن   يروس ـيآدنوو ياز وکتورهـا  يبعض(. 5، 0)است

تـوان   ين رهگذر ميهستند که از ا (reporter gene)گزارشگر
 يابي ـ  ارزيمسـتق ت ترانسفکشن را به صـورت  يزان موفقيم

ــرد ــاي  (. 5)کـ ــگر در وكتورهـ ــود ژن گزارشـ ــدم وجـ عـ
. شـود باعث محدوديت پايش ترانسفكشن مي ،آدنوويروسي

لوده كـردن سـلول   آتعداد ررات آدنووكتور نوتركيب در اثر 
ز يسـازي ژن مـورد نظـر بسـيار حـا      همسـانه  هدف و نهايتا 

ن ييتع يرا برا يمختلف يهااهميت است، لذا محققين روش
 ـي ـتـر و يت بـر دو روش   يکـه مبتن ـ  دن ـگيرمـي  کـار ه روس ب

ــدازه ــگ ان ــت يري ــ (infectious)زا ررات عفون ــ  يا پارتي ک
ررات . اســت( زا عفونــت ريــغ زا و ررات عفونــت)روسيــو

  پـک  و دوز  يروس بـا دو روش تشـک  يآدنوو يزا عفونت
 Tissue-culture( TCID 50)[ %59زاي كشت بافت عفونت

infectious dose 50% [ ون يتراس ـيت (.0)شود يمي ريگ اندازه
 يمتعددي ها تي  پک  محدوديروس به روش تشکيآدنوو

 يرهـا ي، اپراتـور و مت  ين روش نـو  رده سـلول  يدارد، در ا
الشــعا  قــرار  روس را تحــتيــون ويتراســي، تيشــگاهيآزما
انجـام  ( هفتـه  4تـا   2)ين زمـان طـولان  يچن ـ هـ  . دهند يم

  يکوچـ  تشـک   يهـا  ص پک يش و مشککت تشخيآزما
ــه دل  ــده بـ ــشـ ــدم بيـ ــ  عـ ــروتئيـ ــر يان پـ آور  ن مـ

گـــر  ياز د ،(adenovirus death protein)روسيآدنـــوو
تعـداد  (. 19)شـوند  ين روش محسوب م ـيا يها تيمحدود

  يبـا اسـتفاده از جـذب نـور     عمـدتا   روسيآدنـوو  ک يپارت
 269در طــول مــو   (viral stock)روسيــره ويــنمونــه رخ

زمـان   هـ   يري ـگ رد که به علت انـدازه يپذ يم انجام نانومتر
DNA  د يفاقـد کسس ـ(non capsidated DNA)   ن يچن ـ و هـ

ن يقادر به تخم ـ (incomplete genome)روسيژنوم ناقص و
ون يتراسيت(. 11)ستيروس نيو يزا تر عفونتياز ت يحيصح

بــا اســتفاده از   Real-time PCRروس بــا روش يآدنــوو
 رفتـه يانجـام پذ روس يآدنـوو  DNA ياختصاص يهاآغازگر
 يهـا آغازگرن مطالعـه بـا اسـتفاده از    ي ـدر ا(. 12-14)است

ــ ــرانس ژن، موفق ياختصاص ــت ــور  ي ــن وکت ت ترانسفکش
و  PCRب فاقد ژن گزارشـگر بـه روش   يروس نوترکيآدنوو
-Real)يکم ـ PCRروس بـه روش  ي ـون ويتراس ـين تيچن ه 

time PCR) قرار گرفت يابيمورد ارز . 
  

 ها مواد و روش
 ــ     ــو  تجرب ــده از ن ــه انجــام ش ــود يمطالع ــور . ب از وکت

pAd/CMV/V5-DEST (ــويتروژن ــور   ( اين ــوان وکت ــه عن ب
 . استفاده شد روسيآدنوو

 
 :ساخت آدنوويروس نوترکيب

 يبا اسـتفاده از تکنولـوژ   jag1 ژن (CDS)کدکننده يتوال    
gateway  ــز ــآ آن ــويتروژن) يتوس از   LR clonase II(اين

به وکتور مقصد،  ORFEXPRESS-shuttle (ژن كوپاي)کلون
سازه  و داده شد انتقال pAd/CMV/V5/DEST( اينويتروژن)
 ـبـه ا . ديگرد  يتشک pAd/DEST-jag1 يژن  199ن منظـور  ي
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 399بـه همـراه    ORFEXPREES-shuttleنانوگرم از کلـون  
 TE (Tris-EDTA) (pH 8/9)نانوگرم از وکتور مقصد با بافر

 از تريکروليم 1 د و پس از افزودنيتر رسيکروليم 8به حج  
سـاعت در   18به مدت ،  LR clonase  II( اينويتروژن) يآنز
تــر يکروليم 1بــا افـزودن   تـا  ينها. انکوبـه شــد  ºC 25ي دمـا 

proteinase K ــ ــهيدق 19ون يو انکوباسـ ،  ºC 37 در يا قـ
، ترانسـفورم شـد و در    DH5α يمحصول واکنش به بـاکتر 

. ن کشـت داده شـد  يليس يآمس  يوتيب يآنت يحاو LBآ يمح
رشد کـرده بـا    يها کلون ديون، پکسميپس از ترانسفورماس

شـرکت   High pure plasmid extractionت ي ـاسـتفاده از ک 
ش يطبق دستورالعم  سازنده استخرا  و به منظور پارُوش 
 ـ  حضور ژل  ياز نظـر انـدازه، رو   يترانس ژن در سـازه ژن
 .درصد الکتروفورز شد 8/9آگارز 

 
آغازگرهاي مورد استکاده در بررسي حضور ترانس ژن در : 9جدو  

 سازه ژني، ترانسکكشن و تيتراسيون
 

 (full length)آغازگرهاي توالي كامل 
CGC GTC GAC ATG CGT TCC 

CCA CGG AC Jag1-F 

CCC AAG CTT CTA TAC GAT 
GTA CTC CAT TCG Jag1-R 

bp 3657 اندازه قطعه تكثيري 

 تشخيصيآغازگرهاي 
TGA AAG ACC ACT GCC GCA 

CGA C Real jag1-F 

TTG CAC TTC CCG TGA GGA 
CCA C Real jag1-R 

bp 120 اندازه قطعه تكثيري 

 آغازگرهاي تركيبي
TAA TAC GAC TCA CTA TAG 

GG T7 promoter 

TCCCAGCCTTCCTTGCAGAC RT jag1-R 
bp 2493 اندازه قطعه تكثيري 

 
ــده ژن   ــوالي كدكنن ــد حضــور ت ــي  Jag1تايي ــازه ژن در س

pAd/DEST-jag1 : 
خود ي بيگاه نوترکيدر جا pAd/CMV/V5/DESTوکتور     
ک  اسـت کـه بـا    ي  کلرامفنيوتيب يژن مقاومت به آنت يدارا

گـردد، لـذا بـه منظـور غربـال       يحذف م ـ LRانجام واکنش 
  يا عـدم تشـک  ي ـ  يدست آمده از نظـر تشـک  ه ب يها کلون
آ يدو مح يزمان رو مثبت ه  يها کلون موتانت،ي ها کلون

LB کشت  ک يکلرامفن و نيليس يآمسي ها  يوتيب يآنتي حاو
له يبـه وس ـ  PCRهـا بـا روش    ن کلـون يچن ـ ه . داده شدند

 ـبـا انـدازه قطعـه تکث    يصيتشخآغازگرهاي  و  bp 120 يري
 ـبا انـدازه تکث  (Full length)كام  تواليآغازگرهاي   bp يري

صـحت جهـت قـرار گـرفتن     . ت شـدند ي ـن هوييتع 3657
و بـا اسـتفاده از    PCRبـا آزمـون    يترانس ژن در سازه ژن ـ

شده به منظور اتصال بـه   يطراح) RT-jag1 reverseآغازگر 
 T7آغازگر و ( Jag1ژن  CDS «2324د ينوکلئوت»  3 ' يانتها

promoter (شده به منظور اتصال به ساختار وکتور يطراح )
ــد ــا ان ــازه قطعــه تکثب ــمــورد ارز bp 2493 يري ــرار  يابي ق
وجـود تـرانس ژن و صـحت     تا ينها .(2 و 1 ولاجد)گرفت
کلـون  )هـا  از کلـون  يکي يدر سازه ژن آن گرفتن قرار جهت
 .شد يبررس ين توالييبا تع( 2شماره 

 
 PCRهاي  هاي استکاده شده در آزمون مقادير و غلظ : 2جدو  

 
 كنتر  منکي (آزمون)آزمايش هاي مصرفي معرف

PCR grade dNTP mix 
µM 299 

 (هر نوكلئوتيد)
µM 299 

 (هر نوكلئوتيد)
Upstream primer µM 5/9 µM 5/9 

Downstream primer µM 5/9 µM 5/9 
Template DNA ng 199 - 
PCR reaction 
buffer,10X 

µL 5/2 µL 5/2 
Water,PCR grade µL 25 up to µL 25 up to 

Taq DNA polymerase U/reaction 1 U/reaction 1 
  

 : HEK293A يها ترانسفکشن سلول
  يبــا اســتفاده از آنــز   pAd/DEST-jag1 يســازه ژنـ ـ    

 يکروگرم از آن به ازايم 5 و ديگرد يخط PacI اندونوکلئاز
  ياستفاده از فسـفات کلس ـ  با HEK293Aسلول  1999999

آ کشـت  يمح ـ از يمين بار دو يا هفته .(14)ترانسفکت شد
(DMEM/High glucose) ض شد و پس از سـه هفتـه،   يتعو

 ييخ گشـا ي ـز و ي ـسـه مرحلـه بـا فر    يروس ط ـي ـزات ويل
 .  ه شديترانسفکت شده ته يها سلول

 
 : HEK293Aهاي  بررسي ترانسفکشن سلول

  low molecular)ک  يـولـلکوا وزن مـب DNAول ـلکوم    
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weight DNA ) ــتفاده از ــا اس ــراز از ) DNaseب ــت احت جه
 يهـا  از سـلول  Hirtو روش  (فاقد كسسيد DNAجداسازي 

ترانسـفکت نشـده    يهـا  ن سلوليچن ترانسفکت شده و ه 
 ـبـه ا (. 15)استخرا  شد( به عنوان کنترل) ن منظـور ابتـدا   ي

آ يتـر مح ـ يل يليم 3در  HEK 293Aسلول  2999999تعداد 
تـر از  يکروليم 199له يس ـبه و DMEM/High glucoseکشت 

 HEK 293Aسـلول   2999999روس آلوده شـد و  يزات ويل
 . به عنوان کنترل در نظر گرفته شد

آلوده شـده و کنتـرل    يها پس از سه روز رسوب سلول    
به شک  محلول در آمد و مـدت   DNА ،کننده در بافر هض 

ن بـا  يانکوبه شـد، سـسس هضـ  پـروتئ     ºC 37 قه دريدق 69
 ºC 37سـاعته در   2ون يو انکوباس Proteinase Kاستفاده از 
دست آمده با اسـتفاده از  ه ته محلول بيمولار. رفتيانجام پذ

NaCl 5  شـبانه روز در  يد و يمولار رس 1مولار به  ºC 4 
 . داده شد قرار
ه ي ـو تخل سـانتريفوژ جهت کاهش غلظت نم  بعـد از      
ه آب مقطـر بـه   ي ـحجـ  اول  زان دو برابـر ي ـبـه م  ،ييرو عيما

سـه مرحلـه بـه     يط ـ DNAمانده اضافه شـد و  يرسوب باق
ــترت ــافر  ي ــول اشــبا  ب ــا اســتفاده از محل ــ ،  TEب ب ــا فن ب

ــ  ــرم/فنـــ ــزوآميا/ کلروفـــ ــ  يـــ  و( 1:24:25)  الکـــ
اســتخرا  شــد و بعــد از ( 1:24)  الکــ يــزوآميا/کلروفــرم
تـر آب مقطـر   يکروليم 59له اتان  خالص در يوسه ب ترسيب

 يها استخرا  شده از سلول DNA. به حالت محلول در آمد
ــرل  ــده و کنت ــفکت ش ــتفاده از   ،ترانس ــا اس ــاي ب آغازگره

به  يبيترک آغازگرهاي د با استفاده ازييو جهت تا يصيتشخ
 .قرار گرفت يابيمورد ارز PCRروش 

 
بـا اسـتفاده از    Real-time PCRتيتراسيون ويروس به وسيله 

 :تشخيصي  آغازگرهاي
    DNA زات يــتــر ليکروليم 199کــ  از  يلکــولوبــا وزن م
تــر آب مقطــر بــه يکروليم 79روس اســتخرا  شــد و دريــو

ص شـــده يد تخلـــياز پکســـم. حالـــت محلـــول درآمـــد
pAd/DEST-jag1  تـر بـه   يکرولينانوگرم در م 5/03با غلظت

روس بـا در  ي ـعنوان استاندارد استفاده شد و تعـداد ررات و 
دهنـده آن محاسـبه     يتشـک  يتعداد جفت بازهانظر گرفتن 

 36686معـادل   pAd/CMV/V5/DESTطول وکتـور  . ديگرد

جفت  LR  ،2243ن انجام واکنش يجفت باز است که در ح
آن طول قطعه تـرانس ژن   يگردد و به جا يباز آن حذف م

bp 3657  ـ ي ـجفت باز جد 61به انضمام   يد وارد سـازه ژن
بـال    pAd/DEST-jag1 يژنب طول سازه ين ترتيو بد شده
روس در ي ـتعـداد ررات و . شـود  يجفـت بـاز م ـ   38161بر 

ر محاسبه شـد  يص شده با استفاده از فرمول زيد تخليپکسم
ــت ــا و از رق ــار يه ــا  19-1 يتميلگ ــوان   19-6ت ــه عن آن ب

 .استاندارد استفاده شد
 DNAمقدار *  922/6*  1923(/)طول قطعه*  190*  659)

 تعداد ررات ويروس(= بر حسب نانوگرم
 ـبا اسـتفاده از ک  Real-time PCRواکنش  تا ينها       Fastت ي
بــا  يصــيتشخ آغازگرهــايو   start syber green(كيــاژن)

انجـام   زيـر طبق برنامه  Corbett Rotor-Gene 6000دستگاه 
 :(3جدول )رفتيپذ
 (ک ي  سي) ºC 05قه در يدق 19 يبرا DNAواسرشت  -

 ºC 05ه در يثان 19 -

 ºC 58ه در يثان 19 -

 ºC 72ه  در يثان 19 -

 ک يس 49 يبرا 4تا  2تکرار مراح   -
 

 Real-timeهاي استکاده شده در آزمون  مقادير و غلظ : 0جدو  

PCR 
 

 استاندارد هاي مصرفي معرف
 آزمايش

 (آزمون)
كنتر  
 منکي

Fast start syber green µL 19 µL 19 µL 19 
(µM 19 )Real jag1-F µL 1 µL 1 µL 1 
(µM 19 )Real jag1-R µL 1 µL 1 µL 1 

 µL 7 µL 5/4 µL 8 آب مقطر ديونيزه
Standard template µL 1 - - 

Test template - µL 5/3 - 
 

 19با  PCRنامه بر  در پايان( melting)روب آناليز نمودار    
به ازاي  ºC 05و افزايش حرارت تا  ºC 58ثانيه آنيلينگ در 

ºC 1/9 هـاي تكثيـر،    در طول سيك . در ثانيه انجام پذيرفت
 elongationشـــدت فلورســـانس در پايـــان هـــر ســـيك  

 ميزان فلورسانس به صورت پيوسته حين . دـري شـگي اندازه
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 . گيري شد سيك  روب با افزايش تدريجي دما اندازه
 

 ها يافته
 :بيوترکروس نيساخت آدنوو

اسـتخرا    يدهايپکسـم ،  LRواکـنش   يمنظور بررس به    
آگـار   LBآ کشـت  يکلـون رشـد کـرده در مح ـ    11شده از 

 6د يپکسـم  .ن، الکتروفورز شديليس ي  آمسيوتيب يآنت يحاو
را مطرح  jag1ژن  CDSاحتمال حضور  ،کلون از نظر اندازه

 .(1 شک )کرد يم
 
 
 
 
 
 
 
 

بر روي ژ   LRهاي واكنش  الكتروفورز پلاسميد كلون: 9شكل 
، اندازه  kb 9مربوط به سايز ماركر  SMستون . درصد 8/3آگاروز 

را  jag1ژن  CDSاحتما  حضور  93و  9، 8، 6، 4، 2پلاسميدهاي 
 . نمايد مطرح مي

     
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي مثب   پلاسميدهاي كلون  PCRالكتروفورز محصولات : 2شكل 
. درصد 2بر روي ژ  آگاروز . با استکاده از آغازگرهاي تشخيصي

مربوط به  NC، ستون bp 933مربوط به سايز ماركر  SMستون 
كلون )مربوط به كنتر  مثب  PC، ستون (فاقد الگو)منکي كنتر 

ORFEXPRESS-shuttle  واجدCDS  ژنjag1 )6تا  9هاي  و ستون 
 .هاي مثب  مربوط به پلاسميد كلون

 
هـا     از آني ـچ يه ـ ،آمـده  دسـت ه کلون ب 6ي در بررس    
ک  رشد نکرد و ي  کلرامفنـيوتيب يآنتي اوـآ حـيمح يرو
  يت منتفـموتان ياـه   کلونـيال تشکـب احتمـين ترتـيبد

 jag1تـوالي كدكننـده ژن    احتمال حضور ياز طرف و ديگرد
د حضـور  يي ـبه منظـور تا . مذکور قوت گرفت يها در کلون

 يهاآغازگرها با استفاده از  کلون در jag1توالي كدكننده ژن 
انجـام   PCR ،مثبت يها کلون يو توالي كام  رو يصيتشخ

هـا   کلـون  يشد و وجود توالي كدكننده مورد نظـر در تمـام  
 . (3و  2 يها شک )ديگرد دييتا
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي مثب   پلاسميدهاي كلون PCRالكتروفورز محصولات : 0شكل 
. درصد 9با استکاده از آغازگرهاي توالي كامل بر روي ژ  آگاروز 

مربوط به كنتر   NC، ستون kb 9مربوط به سايز ماركر  SMستون 
كلون )مربوط به كنتر  مثب  PC، ستون (الگو فاقد)منکي

ORFEXPRESS-shuttle  واجدCDS  ژنjag1 )6تا  9هاي  و ستون 
 . هاي مثب  مربوط به كلون

 
صحت جهت قرار گرفتن توالي كدكننـده   به منظور تاييد    
ــي   jag1ژن  ــازه ژن ــتفاده  pAd/DEST-jag1در س ــا اس از  ب

 Real jag1-R ،PCRو  T7promoterآغازگرهــاي تركيبــي 

انجام پذيرفت كـه نتيجـه آن مبـين صـحت جهـت تـوالي       
 (. 4شك  )هاي مثبت بود كدكننده مورد نظر در تمامي كلون

( 2كلـون شـماره   )هـا  در نهايت پکسميد يكـي از كلـون      
جهت تاييد نهايي تعيين توالي شـد كـه نتيجـه آن حضـور     

 . را مورد تاييد قرار داد jag1توالي كدكننده ژن 
 

به وسـيله سـازه    HEK 293 Aهاي  ن سلولپايش ترانسفکش
 : pAd/DEST-jag1ژني 
ي هـا آغازگرش ترانسفکشن بـا اسـتفاده از   يبه منظور پا    
 ياـــه ولــده از سلـرا  شـاستخ DNA يرو ــيصيشخت

   PCRآزمون ،(ترانسفکت نشده)رلـده و کنتـت شـترانسفک

SM      NC        PC        9          2          0          4          5        6 

SM   9     2      0      4      5      6      7      8       9      93     99 

 SM       NC       PC          9        2          0          4         5        6 

Kb 19 

bp

bp011 

bp 021 

 Kb3 

bp 0563 
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مثب   يها کلون يدهايپلاسم PCRالشتروفورز محصولات : 4ششل 
ستون . درصد 9ژ  آگاروز  يبر روي بيترک آغازگرهايبا استکاده از 

SM ز مارکر يمربوط به ساkb9 ستون ،NC يمربوط به کنتر  منک 
  مثب  يها مربوط به کلون 6تا  9 يها ستون و (فاقد الگو)
 

ــه نت  ــد، ک ــجــه آن ميانجــام ش ــموفق دؤي ت ترانسفکشــن ي
که در شـک    طور همان. (5شک  )مورد نظر بود يها سلول

در سـتون دوم و   bp 120 شـود، وجـود بانـد    يمکحظه م 5
باند مورد  يجابه ( کنترل)در ستون اول bp085 وجود باند 

جـا   آن از. ت ترانسفکشن بوديانگر موفقينما ،(bp120 )نظر
ان ي ـرا ب( تـرانس ژن ) Jag1ژن  HEK 293A يهـا  که سلول

 ـ يد نتيي ـکنند، به منظور تا يم ش يدسـت آمـده در پـا   ه جـه ب
 DNA، يصــيتشخ يهــاآغازگرترانسفکشــن بــا اســتفاده از 

ترانسـفکت شـده و کنتـرل بـا      يها استخرا  شده از سلول
قــرار  يز مــورد بررســيــن يبــيترک يهــاآغازگراســتفاده از 

 .(6 شک )گرفت
 

-Real تيتراسيون ررات ويروس بـه دسـت آمـده بـه روش     

time PCR با استفاده از آغازگرهاي تشخيصي: 
    Real-time PCR     بـا اسـتفاده از دسـتگاهcorbett Rotor-

Gene 6000 190ن يب که با تخميترتن يرفت بديانجام پذ × 
ص شده و يد تخليتر از پکسميکروليروس در ميرره و 27/2
 از آن، 19-6ا ـت ـ 19-1 يـتميلگار ياـه اده از رقتـا استفـب

amplification plot ـيد ترسـيدارد پکسمـاستان يهانمونه   
 .(7شک  )شد
ــ     ــور  يوقت ــار  yمح ــورت لگ ــه ص ــد   يتميب ــت، ح اس

(threshold) يه خط ـي ـشـود تـا در ناح   ين م ـييتع يبه شکل 
هر  amplification plotنقطه تقاطع . ردير قرار گينمودار تکث

 threshold cycle (Ct) valueنمونه بـا خـآ حـد بـه عنـوان      
 .شود يف ميتعر
 
 
 

                                                 
 
 
 
 
 
 
 

استخراج  DNAهاي  مولكو  PCRالكتروفورز محصولات : 5شكل 
با ( ترانسکك  نشده)هاي ترانسکك  شده و كنتر  شده از سلو 

مربوط به سايز ماركر  SMستون . استکاده از آغازگرهاي تشخيصي
bp 933  ستون ،NC  مربوط به كنتر  منکيPCR (فاقد الگو) ستون ،
PC  كلون )مربوط به كنتر  مثبORFEXPRESS-shuttle  واجد

CDS  ژنJag1) مربوط به  9، ستونDNA  استخراج شده از
استخراج شده  DNAمربوط به 2هاي تراسکك  نشده و ستون  سلو 

 هاي ترانسكک  شده از سلو 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

استخراج شده از  DNAمولكو   PCRالكتروفورز محصو  : 6شكل 
ستون . هاي ترانسکك  شده با استکاده از آغازگرهاي تركيبي سلو 

SM  مربوط به سايز ماركرkb 9  مربوط به  9، ستونDNA  استخراج
 DNAمربوط به  2هاي ترانسکك  نشده و ستون  شده از سلو 

 هاي ترانسکك  شده استخراج شده از سلو 

 SM         NC           9          2            0          4           5          6 

 Kb3 
 SM        NC         PC             1           2 

bp 2493 

bp2493 

kb 2  

 kb0 

 bp011    

bp 331 

bp 186 

 SM         0           2 
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ر فلورسانس ييتغ(. 933/9 و 93/9 يها بدون رق  و با رق )روسيزات ويبه همراه ل دياستاندارد پلاسم يها از نمونه  amplification plot:7ششل 
(Norm. Fluoro) شل يدر مقابل تعداد سPCR حد انگريقرمز نما يافق خط .  شده اس يترس(threshold) ن ييتعي اس  که از آن براCt values 

کنند و بالطبع در محدوده سم  چپ  يقطع م يتر نييشل پايشتر حد را در سيب (copy number)يروسيواجد ذرات و يها نمونه. شود ياستکاده م
 .روس اس يب آدنوويد نوترکياز پلاسم يکپ 37/2 × 938ي کند، دارا يکه حد را قطع م يا ن نمونهياول ،ن نموداريدر ا. رنديگ ينمودار قرار م

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نمودار ي کم محدوده. شود ي  ميهر نمونه استاندارد ترس يد برايپلاسم copy numberدر مقابل  Ctنمودار استاندارد با قرار دادن :  8ششل 
 Ctمجهو  بر اساس  يها نمونه copy numberمحاسبه  ياستاندارد مبنا معادله نمودار. اس  34/2*  930تا  37/2*  938 ني  شده بياستاندارد ترس

 .ها yمحل تلاقي نمودار با محور :  y-interseptشيب خط، :  R^2  :coefficient of determination  ،Slope. رديگ يها قرار م آن
 

  ي ـهر  Ctبا قرار دادن  Rotor-Gene 6000افزار  نرم        
آن، نمـودار   copy numberاستاندارد در مقاب   يها از نمونه

سـه  يافزار بـا مقا  ن نرمين ايچن ه . کند ياستاندارد را رس  م
Ct مجهول بـا نمـودار اسـتاندارد،     يها نمونهcopy number 

 .(8شک  )کند يمذکور را محاسبه م يها نمونه

گـراد،   درجـه سـانتي   88آناليز نمودار روب در محدوده     
نشان از ويژگي مطلوب آغازگرهـاي طراحـي شـده و هـ      

و تشكي  آغـازگر دايمـر   ( mispriming)چنين عدم آلودگي
     (. 0شك  )دارد
 اده از فرمول زير، تيتر ويروس در نمونه ليزات ـا استفـب     

No. Co
lou
r 

Name Type Ct Given 
Conc 
(copies/ml) 

Calc Conc 
(copies/ml) 

% Var 

1 

 

ST1 Standard 7.26 2.27E+08 2.07E+08 8.7% 

2 

 

ST2 Standard 10.12 2.27E+07 2.45E+07 7.8% 

3 

 

ST3 Standard 13.33 2.27E+06 2.22E+06 2.3% 

4 

 

ST4 Standard 16.27 2.27E+05 2.45E+05 8.1% 

5 

 

ST5 Standard 19.37 2.27E+04 2.43E+04 6.9% 

6 

 

ST6 Standard 22.68 2.27E+03 2.04E+03 10.1% 

7 

 

T1(nea
t) 

Unknown 16.54  2.01E+05  

8 

 

T2(1/1
0) 

Unknown 19.42  2.34E+04  

        

9 

 

T3(1/1
00) 

Unknown 22.37  2.56E+03  

10 

 

NC NTC NEG 
(NTC) 

   

Quantitation data 

R=0.99981 
R^2=0.99961 
Slope=-3.079 
y-intersept=32.867 
Efficiency=1.11 

 

Standard curve
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زان يافزار م نرم. ابدي يزان فلورسانس به سرع  کاهش ميشوند و م ياز ه  جدا م DNAدو رشته  meltcng، در نقطه  meltingنمودار :  9ششل
 meltingب نمودار ين ترتيدهد و بد يقرار م xمحور  يرات دما روييدر مقابل تغ yمحور  يرا رو (df/dt)واحد فلورسانس به زمان يرات نسبييتغ
 .شود يش داده مينما
 

  :برآورد شد( ليتر ميلي)در واحد حج  92/4*  197ويروس 
(5/3 Real-time PCR copy number/ )79  *19  *  ضـريب

 تيتر ويروس = رقت 
    DNAاز  µL 5/3   استفاده ازي، به دل 5/3ب ياعمال ضر    

به  79ب ياعمال ضر. روس استيزات وياستخرا  شده از ل
روس و محلـول  ي ـزات ويل µL 199از  DNA  استخرا  يدل

جهـت   19ب يآب مقطر و اعمال ضر µL 79 نمودن آن در
 .               است( تريل يليم)روس به واحد حج يتر وي  تيتعم

 
 بحث
ن فلورسـانس  ير پـروتئ ي ـنظ (reporter)گزارشگري ها ژن    
ش يداز بـه منظـور پـا   ي ـفراز و بتاگالاکتوزي، لوس ـ(GFP)سبز

ترانسفکشـن قلمـداد    زيآنال يبرا يان، اهداف مناسبيآسان ب
در  چالفي توسآ 1004در سال  GFPان يش بينما. شوند يم
در  پراشـر  نـگ آن توسـآ  يکننده ژن و کلون افتيزبان دريم

ن ي ـا يسـت يز يکاربردهـا  يتـازه بـرا   يا پنجره، 1005سال 
 ،فرازيات لوس ـين خصوص ـيچن ه (. 16، 17)گشود لکولوم

 ـا.   کـرد يانتقـال ژن تبـد   يبرا يآن را به نشانگر مناسب ن ي
، از يـ  سلولـسيمتابول يراـت بـي  سمـا حداقـول بـلکوم
بـا   ياستخرا  شده و بـه آسـان   يو جانور ياهيگ يها اختهي

 ـبا تمـام مزا (. 18)است يريگ قاب  اندازهنومتر يلوم کـه   يياي
از  ينگ ژن دارند، گروه ـيند کلونيگزارشگر در فرآ يها ژن

 ينـگ وکتـور طراح ـ  يت کلونيش ظرفي  افزاين به دليمحقق
 نــيدر چن. ورزند يـاب مـآن اجتن يرـيکارگه ـاز ب ،دهـش

  ورود وکتور حام  ژن مورد نظر بـه  يش مستقيپا يطيشرا
ر ي ـغ يهـا  د از روشي ـر بايست و نـاگز ير نيپذ امکانزبان يم

افتــه بــا ي  يســازه تشــک يابيــر ارزيــنظ يلکــولو  ميمســتق
ا ياز ساختمان وکتور  يقسمت يشده برا يطراحآغازگرهاي 

طـور کـه اشـاره شـد      همـان . ژن مورد نظـر اسـتفاده کـرد   
-Realب با روش ينوترک يروسيآدنوو يون وکتورهايتراسيت

time PCR  ــتفاده از ــا اس ــايب  DNA ياختصاصــ آغازگره
 (. 11-13)رفتيروس انجام پذيآدنوو
ويروسـي فاقـد    DNA تخلـيص شـده بـا    DNAآلودگي     

باعث انحـراف نتـاير روش    ،و ژنوم ناقص ويروس كسسيد
Real-time PCR  تيتــر آدنــوويروس نوتركيــب در تخمــين

هاي اصکح شـده جداسـازي    گيري از روش با بهره. شود مي
DNA   و استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ناحيه نزديك بـه

موانـع موجـود در سـنجش     ،انتهاي راسـت ژنـوم ويـروس   
 Real-timeصحيح تيتر وكتورهاي آدنوويروسـي بـه روش   
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PCR با حـذف   يروسيآدنوو يوکتورها (.10)مرتفع گرديد
ند يآ يدر م replication defectiveبه شک   E3و  E1 يها ژن

دارنـد   يمکمل ـ يها از به سلولين روسيد ويولو به منظور ت
از  يک ـي(. 7)کننـد  يحذف شده را کد م يها ن ژنيکه پروتئ
ــا تيمحــدود ــتول يه ــازد خصوصــا  د وي ــاد وي روس در ي
 ـ  يبيمکم ، احتمال وقـو  نـوترک   يها سلول ن يهمولـو  ب

ب است کـه منجـر   يروس نوترکيژنوم سلول مکم  و آدنوو
ب ي ـن ترتيترانس ژن شده، بد يبه جا E1ژن  ينيگزيبه جا
جـاد شـده و   يا replication competent (RCA)روسيآدنـوو 

 يهـا  روش(. 7، 8)گـردد  يترانس ژن مورد نظـر حـذف م ـ  
روس کـه تـاکنون بـه کـار گرفتـه      ي ـون ويتراس ـيت يلکولوم

 يروســياز وکتــور آدنوو RCAقــادر بــه افتــراق  ،انــد شــده
منجر بـه انحـراف    تا يب واجد ترانس ژن نبوده و نهاينوترک
رسد جهت  يلذا به نظر م. شود يم يفيک يها ر از آزمونينتا
ــون ويتراســيت ــاياســتفاده از  ،روسي  ياختصاصــ آغازگره

از  يا تـرانس ژن و قطعـه  )يب ـيترک آغازگرهايا يترانس ژن 
قطعـات وکتـور در افتـراق     يهـا آغازگرنسـبت بـه   ( وکتور
از از ب و احتـر ي ـروس نوترکياز وکتـور آدنـوو   RCAررات 
ت ي ـروس، ارجحيتر ويت (overestimation)ن نامتعارفيتخم

مخـتص   آغازگرهـاي ن بـا اسـتفاده از   يچن ه . داشته باشد
 يها ت ترانسفکشن سلوليا عدم موفقيت يموفق ،ترانس ژن
ــايرا بـــه وســـ HEK 293Aريـــمکمـــ  نظ  يله وکتورهـ

ش قـرار  يب فاقد ژن گزارشگر مورد پـا ينوترک يروسيآدنوو
ان ي ـچنانچه سلول مکم  ترانس ژن مـورد نظـر را ب  اما . داد
و  يترانسفکشن با طراح ـ يلکولوش ميت پايد، محدودينما

اد ي ـمنطبق با دو اگزون مجاور با طول ز آغازگرهايانتخاب 
ن ي ـدر ا. گـردد  يم ـ مرتفـع  (long intron exclusion)نترونيا

،  5شـــک   1در ســـتون  bp  085 مطالعـــه وجـــود بانـــد
ــده وجــود نشــان ــا دهن ــومي ســلول  ين ژن در ســاختار ژن
د وجود سازه مـورد  ؤيم bp 120 و باند( گروه کنترل)مکم 

عـدم   نـا  يقي. مکم  ترانسفکت شده است يها نظر در سلول
 يرو يب ـيترک يهاآغازگربا  يلکولوت باند در آزمون مؤير

DNA مهـر   ،ترانسـفکت شـده   يها استخرا  شده از سلول
مکمـ    يها سلول نظر دراست بر وجود سازه مورد  يدييتا
ت ي ـا عـدم موفق ي ـت ي ـشـاهد موفق  ييتوانـد بـه تنهـا    يو م

در  DNAseق بـا اسـتفاده از   ين تحقيدر ا. ترانسفکشن باشد
ر يغ DNA ييشناسا شد تا از يسع ،روسياستخرا  ژنوم و

 يهـا آغازگرن با استفاده از يچن اجتناب گردد، ه  يديکسس
 يروسيررات وص يترانس ژن مورد نظر از تشخ يصيتشخ

replication competent دياجتناب گرد. 
 
 يريگ جهينت

 ،يس ـوريآدنوو يعدم وجود ژن گزارشـگر در وکتورهـا      
. کنـد  يت مواجه م ـيش ترانسفکشن را با محدوديمراح  پا

بـر   يمبتن ـ يلکـول وم يهـا  از روش يريگ توان با بهره ياما م
صورت ت ترانسفکشن را به ي، موفقآغازگرح يصح يمهندس

ز ي ـنـگ پره ير هدفمند کلونينمود و از ادامه غ يابيارز يفيک
 يف ـيک يهـا  تين به منظور احتـراز از محـدود  يچن ه . كرد
 Real-timeنيگزيتـوان از روش جـا   يم ،روسيون ويتراسيت

PCR ز يش دقت و تميگردد جهت افزا يشنهاد ميپ. بهره برد
 ينقصـــان در همانندســـاز يژگـــيبـــا و يروســـيررات و

(replication defective)، ــياز ررات و ــا توا يروس ــب  ييان
زمان از  با استفاده ه  (replication competent)يهمانندساز

 يانتهــا يهــاآغازگرتــرانس ژن و  يصــيتشخ يهــاآغازگر
بـه صـورت    Real-time PCR روس، آزمـون يراست ژنوم و

multiplex رديانجام پذ. 
  

 تشكروقدرداني

مصوب  نامه دكتراي هماتولوژي پاياناين تحقيق حاص      
مركز تحقيقات مؤسسـه عـالي آموزشـي و پژوهشـي طـب      

انتقـال  تحقيقـات  مرکز  از وسيله بدين. باشد مي انتقال خون
مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خـون  خون و 

بــه جهــت تــامين بودجــه ايــن مطالعــه تشــكر و قــدرداني 
 . گردد مي
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Abstract 
Background and Objectives 

Biologival features of adenoviruses have made them vectors of choice for gene transfer in 

basic research as well as in clinical treatment and vaccination. The key steps in the trasnsfer of 

adenovirus vector gene are transfection monitoring and viral titer determination. We 

investigated the transfection of non-reporter adenoviruses as well as viral titration using 

molecular methods. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, after the recombinant adenovirus vector construction, the presence 

of transgenes in gene construct was evaluated by PCR with transgene specific primers and 

sequencing. After calcium-phosphate transfection of the packaging cell line (HEK 293A), 

transfection was monitored by PCR using transgene specific primers (diagnostic and 

compound primers) to analyze DNA extracted from the transfected packaging cell line. The 

viral titer was determined by Real Time PCR (RT-PCR) using diagnostic primer to analyze 

DNA extracted from viral lysates. 

 

Results 

The presence of transgene in gene construct was confirmed by transgene specific primers and 

sequencing. Evaluation of DNA extracted from transfected packaging cells confirmed the 

efficiency of  monitoring  of  transfection.  The viral titer was estimated to be about 4 × 10
7
 

viral particles/ml by RT-PCR.  

 

Conclusions 

Careful primer design is the key to the efficient monitoring of non-reporter adenovirus vector 

transfection. The appropriate genomic purification and the use of RT-PCR technique would 

also avoid the disadvantages of functional titration of adenoviruses.  
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