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ABSTRACT 

Background and Aim: The current treatment for hemophilia B is replacement therapy, which 

involves the intravenous infusion of human coagulation factor IX (hFIX) purified from 

plasma or a recombinant form produced in mammalian cells. In this study, using a bicistronic 

expression system, the stable expression of the hFIX in a serum-free and suspension-adapted 

Chinese hamster ovary cell line (CHO-s) was investigated. 

Materials and Methods: A DNA fragment consisting of hFIX, Internal Ribosome Entry Site 

(IRES) and Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) nucleotide sequences was cloned 

into pcDNA3.1 expression plasmid under the control of Cytomegalovirus (CMV) promoter. 

The bicistronic plasmid was then linearized using BglII restriction enzyme and transfected 

into CHO-s cells. The transfected cells were treated with geneticin for 14 days. The culture 

medium of the stable cells was then collected and the expression level of the hFIX were 

examined using western blotting and ELISA. The coagulation activity was also evaluated by 

the chromogenic method.  

Results: The recombinant CHO-s cells resistant to geneticin were observed under a 

fluorescence microscope in green color, which indicated the expression and accumulation of 

the EGFP in the cytoplasm of the cells. The results of Western blotting confirmed the 

expression and secretion of the hFIX into the culture medium. The amount of the secreted 

hFIX was 150 ng/mL/10
6
cells with a coagulation activity of 5.6 ±0.2 mU/mL. 

Conclusion: Our findings demonstrated that this bicistronic expression system could 

simultaneously produce EGFP and hFIX in CHO-s cells. This expression system facilitates 

selection and isolation of hFIX-expressing cells. 

Key words: Human coagulation factor IX, Chinese hamster ovary cell, Enhanced green 

fluorescent protein, Bicistronic expression. 
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 چکیده

انساانی  االش شاده از     3درمان جایگزینی است که شاام  تزریاد دا ا  وریادی فااکتور       Bفعلی هموفیلی  درمان زمینه و هدف:

. در تحقید حاضر با استفاده از یک سیستم بیانی دو سیساترونی، بیاان   استپستانداران  یها سلولنوترکیب تولید شده در  فرمپلاسما یا 

محای  عااری از سارم ماورد بررسای       و (CHO-s) کشت معلدسازگار با  انسانی در ردۀ سلولی تخمدان همستر چینی 3پایدار فاکتور 

 قرار گرفت.

پاروتئین   و جایگااه میاانی ورود ریزاوزوم    انساانی،  3ئوتیادی فااکتور   متشک  از توالی های نوکل DNAقطعه یک  ها:مواد و روش

همساانه ساازی شاد. پلاسامید     ویارو    ساایتومگالو  تحت کنتارل پروماوتر   pcDNA3.1ی در وکتور بیان فلورسنت سزز تقویت شده

ترنسافکت شاده باه     یها سلولشد.  ترانسفکت CHO-s یها سلولو در  طی  BglIIدوسیسترونی حاص  با استفاده از آنزیم برشگر 

 باا اساتفاده از   3و بیان فاکتور  یآور جمع ایدارپ یها سلولروز تحت تیمار با ماده جنتیسین قرار گرفتند. سپس محی  کشت  14مدت 

 وسترن بلاتینگ و الایزا بررسی شد. فعالیت انعقادی نیز با روش کروموژنیک مورد ارزیابی قرار گرفت.

زیر میکروسکوپ فلورسنت به رنگ سازز مشااهده شادند کاه حااکی از       ،مقاوم به جنتیسینو نوترکیب  CHO-s یها سلولها:  یافته

 3بود. نتایج حاص  از وسترن بلاتینگ، بیاان و ترشاف فااکتور     ها سلولم در سیتوپلاس پروتئین فلورسنت سزز تقویت شده بیان و تجمع

 ± mU/mL 0/5و فعالیات انعقاادی آن    ng/mL/106 105 ترشف شده 3کرد. مقدار فاکتور  یدتائنوترکیب به دا   محی  کشت را 

 محاسزه شد. 3/0

و  پروتئین فلورسانت سازز تقویات شاده     زمان همسیستم بیانی دو سیسترونی توانایی تولید این نشان داد که  یافته های ماگیری:  یجهنت

را  3بیاان کنناده فااکتور     یهاا  سالول دارد. این سامانه بیاانی، فرایناد انتخاا  و جداساازی      CHO-s یها سلولانسانی را در  3فاکتور 

 .کند یمتسهی  

 ، پروتئین فلورسنت سزز تقویت شده، بیان دوسیسترونی.تخمدان همستر چینی سلولانعقادی انسانی،  3فاکتور : کلمات کلیدی

 8/15/1455پذیرش: 03/3/1455اصلاحیه نهایی: 15/8/33وصول مقاله:
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 مقدمه

در فاردی بناام اساتفان     1300در ساال   اولاین باار   Bهموفیلی 

کریسمس شناسایی و از آن پس با نام بیماری کریسامس نیاز   

همااوفیلی  تاار یعشاااشااد و باادین  ریااد از نااو    یگااذار نااام

ناوعی ا اتلال    B. هماوفیلی  (1)( متمایز گردید A)هموفیلی 

انعقادی فعاال   3انعقادی است که در اثر کاهش سطف فاکتور 

کناد. ایاان بیمااری باه صاورت م لااو  و     در  اون باروز مای   

کمتار   بناابراین زناان   ؛رسدبه ارث می Xوابسته به کروموزوم 

دوماین ناو     B. هماوفیلی  (4-0)به این بیماری مزتلا می شوند

( است و تخماین زده شاده   Aهموفیلی )پس از هموفیلی شایع 

تولاد زناده ماذکر یاک نفار باه ایان         95555است که از هار  

. ایان بیمااری هماه نژادهاا را باه      (3-4)شاود  بیماری مزتلا می

دهد و اولویات ناژادی نادارد    قرار می یرتأث ور یکسان تحت 

، از  ریاد درماان   B. درمان ا تصاصی و اصلی هماوفیلی  (8)

در زماان   3جایگزینی انجام می شود که شام  تزریاد فااکتور   

 ماللاا ای  ونریزی )درمان بر حسب تقاضاا( و یاا تزریاد دوره   

. (0و  7و  3))درمااان پیشااگیرانه( اساات چناادین بااار در هفتااه

درمان پیشگیرانه یاک روش اساتاندارد بارای درماان بیمااران      

 3فااکتور   . از زماان معرفای  است Bمزتلا به نو  حاد هموفیلی 

، کیفیات و همنناین   1330انعقادی مشتد از پلاساما در ساال   

امید به زندگی این بیماران به  ور چشامگیری افازایش یافتاه    

های حاص  شاده  سال ا یر با پیشرفت 05 ی  (.0و  15)است

غیرفعالساازی   ینو همننا سازی پروتئین های  الشدر روش

پلاساما  محصاولات مشاتد شاده از     یمنای ساطف ا  ها،ویرو 

هاایی راجاع باه    یهمنناان نگرانا   این حال با است. یافتهارتقا 

نوظهاور   زای یمااری بهاا و عواما    هاا، ویارو   انتقال پریاون 

 .(11وجوددارد )مشتد از پلاسما  ییدارو های ینپروتئ توس 

انعقادی از سه بخش عماده تشاکی  شاده     3پیش ساز فاکتور 

اساید آمیناه،    07باا  پپتیاد(  است که شام  پپتید راهنماا )پاری  

اساید   410بالغ باه  اول    3اسید آمینه و فاکتور  17پروپپتید با 

هااای  انعقاادی انسااانی در هپاتوسایت   3آمیناه اسات. فاااکتور   

شاود و قزا  از آنکاه باه     ساز سا ته میکزدی به صورت پیش

دا    ون ترشف شود پپتید راهنما و پروپپتید پاردازش شاده   

انعقااادی بااالغ بااه صااورت   3و حااذم ماای شااوند و فاااکتور  

. زیموژن فااکتور  (18-10) شود زیموژن وارد جریان  ون می

یااک پلاای پپتیااد    صااورت بااهانسااانی در جریااان  ااون    3

اسید آمینه و وزن مولکاولی حادود    410به  ول  یا رشته تک

 3فعااال شاادن فاااکتور  کیلااو دالتااون در گااردش اساات.   08

کس دهااد کااه توساا  کمااپل انعقااادی در دو مرحلااه ر  ماای

 11یااا فاااکتور   (TF/FVIIa)فعااال  8فاااکتور بافتی/فاااکتور  

 .(17و  13) شودکاتالیز می (FXIa)فعال 

 1370انعقااادی انسااانی در سااال  3کلااون سااازی ژن فاااکتور 

هاای تخمادان   انساانی نوترکیاب را در سالول    3تولید فاکتور 

هااای مهندساای ژنتیااک  همسااتر چیناای بااا اسااتفاده از روش  

نااو   1337کااه در سااال    ااوریه سااا ت، باا  یرپااذ امکااان

انسانی برای اولین بار باه صاورت تجااری     3نوترکیب فاکتور 

مهندساای ژنتیااک  یهااا روش .(0)در دسااتر  قاارار گرفاات 

انعقاادی در محاای  کشات عاااری از    3امکاان تولیاد فاااکتور   

پروتئین های انسانی و حیاوانی و در نتیجاه عااری از هرگوناه     

 3. از ایان لحااف فااکتور    کناد  یما اهم زا را فار عوام  بیماری

انعقااادی نوترکیااب جایگاااه  ااوبی را در بااین محصااولات    

باه  اساتفاده مای شاوند،     Bگوناگون که برای درمان هموفیلی 

دهاد کاه در   ا یار نشاان مای    یها گزارشآورده است.  دست

نااو   Bاز بیماااران همااوفیلی   %07حااال حاضاار در اسااپانیا   

از آنان اناوا  مشاتد شاده     %34انعقادی و  3نوترکیب فاکتور 

 3. در ایااران فاااکتور (0و  8) کننااد یماااز پلاسااما را دریافاات 

برای درمان بیماران مزاتلا    الش شده از پلاسمای افراد نرمال

 A. بر لام هماوفیلی  گیرد یمبه هموفیلی مورد استفاده قرار 

که انوا  زیادی از محصولات نوترکیب مجوز سازمان غاذا و  

 ,Food and Drug Administration)داروی آمریکاا  

FDA)  یااکفقاا   0519سااال  تااا را دریافاات کاارده اساات 

تجاااری  نااامانعقااادی بااا   3از فاااکتور  یاابمحصااول نوترک

Benefix® (nanocog  alpha)  یلیدرماان هماوف   یباراB 

محصول نوترکیاب   0519در سال . (0)در دستر  قرار داشت



 26علیرضا زمردی پور   

2041 خرداد و تیر/  هشتعلمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و مجله   

باارای درمااان  Rixubisبااا ناام تجاااری   3دیگاری از فاااکتور  

 .  (19)را دریافت کرد  FDA ییدیهتأ Bهموفیلی 

 Chinese Hamster)تخمدان همستر چینی  یها سلولرده 

Ovary, CHO)     بااه  ااور رایااج باارای تولیااد بساایاری از

گلیکاوپروتئین هاای نوترکیاب دارویای ماورد اساتفاده قاارار       

 CHO DG44 یهاا  سالول از  . در این روش اغلاب گیرند یم

باه عناوان میزباان     کند یمکه امکان تکلیر ژن هدم را فراهم 

انسانی نوترکیب استفاده شاده اسات. در    3برای تولید فاکتور 

 یهاا  سالول روتئین نوترکیاب دارویای در   تکنولوژی تولیاد پا  

جداسااازی یااک کلااون پایاادار   CHOپسااتانداران از جملااه 

. اساتفاده از یاک پاروتئین    اسات بسایار پار چاالش     کننده یانب

نوترکیاب   یهاا  کلاون فرایناد جداساازی    تواناد  یمگزارشگر 

سلول فعاال شاده باا     یسازپایدار را با استفاده از روش مرتب 

 ,Fluorescence-Activated Cell Sorting)فلورسانس 

FACS)(05) تسهی  کند. 

انعقاادی انساانی    3مطالعه حاضر هادم ماا تولیاد فااکتور      در

معلد و ساازگار بارای رشاد     CHO-s یها سلولنوترکیب در 

در محی  کشت عاری از سرم بوده اسات. باه منراور تساهی      

 3فاااکتور  زمااان هاامجداسااازی کلااون هااای پایاادار، از بیااان 

 Enhanced)انعقادی و پروتئین فلورسنت سزز تقویت شده 

Green Fluorescent Protein, EGFP)   بااه عنااوان

 3فااکتور   پروتئین گزارشگر استفاده شاد. ساپس میازان بیاان    

ترشف شاده باه محای  کشات توسا  سالول هاای نوترکیاب         

 پایدار مورد ارزیابی قرار گرفت.

 

 هامواد و روش

 :نیاز برای مراح  کلونینگمواد مورد 

از بااااکتری اشریشااایاکلی  Top10در ایااان مطالعاااه ساااویه 

(Invitrogen, USA)      به عناوان میزباان در مراحا  همساانه

ساازی ماورد اساتفاده قارار گرفات. همنناین از آنازیم هاای         

و  BamHI ،BglII ،EcoRIبرشااااااااااااااااااااااااااااااگر 

NotI(Thermofisher scientific, USA)   و آنازیمT4 

 ای مراحا     (Thermofisher scientific, USA)لیگااز  

اساتفاده   DNAبرش و اتصال قطعات  همسانه سازی به منرور

 شد.

 :مواد مورد نیاز بخش سلولی

 CHO-s یها سلولدر مطالعه حاضر از رده 

(Thermofisher scientific, USA)  و ماده ترنسفکشن
FreeStyl MAX Reagent (Thermofisher 

scientific, USA)  .اولیه پلی کلونال  بادی یآنتاستفاده شد

و آنتی بادی ثانویه  (Abcam, UK)انعقادی  3ضد فاکتور 

نیز در این  HRP(Millipore, USA)کونژوگه شده با 

 مطالعه مورد استفاده قرار گرفتند.

سا ت پلاسمیدهای نوترکیب دوسیسترونی بیان کننده 

 :EGFPانعقادی و  3فاکتور 

لاسمیدهای نوترکیب دو سیسترونی بیان سا ت پبه منرور 

و پروتئین فلورسنت سزز ابتدا توالی رمز  3کننده فاکتور 

، hFIX-EcoRIانسانی با استفاده از پرایمر  3کننده فاکتور 

، به عنوان پرایمر hFIX-BamHIو  به عنوان پرایمر رفتی

 0 یانتها ی دررفت یمر(. پرا1برگشتی، تکلیر شد )جدول 

 یگاه برشمجهز به جا ینننهم توالی کزاک و ود دارای 

-hFIXی پرایمر برگشتی  راح در. بود EcoRIیمی آنز

BamHI جایگاه برش آنزیمی ،BamHI 3 و 0’یانتها در 

یستیدین قز  ازکدون پایان در نرر گرفته ه یدآمینهکدون اس

با استفاده از  PCRجفت بازی حاص  از  1400شد. قطعه 

بریده شده و در جایگاه های  BamHIو  EcoRIآنزیم های 

همسانه سازی شد.  pIRES2-EGFPمشابه در پلاسمید 

صحت همسانه سازی، توالی رمز کننده فاکتور  یدتائپس از 

با استفاده از  EGFPو  IRESانسانی به همراه توالی های  3

از پلاسمید فوق  ارج شده و  NotIو  EcoRIآنزیم های 

وارد شد.  pcDNA3.1بیانیها در وکتور  در همان جایگاه

استفاده از )با  PCR یها روشبا  پلاسمید نوترکیب حاص ،

ی یابی و توال یمیبرش آنز ،(hFIXپرایمرهای ا تصاصی 

 شد. یدتائ
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برش آنزیمی خط کشیده  های یگاهجا. زیر انسانی 9الی پرایمرهای مورد استفاده برای تکثیر توالی رمزکننده فاکتور . تو2جدول 

 شده است.

جایگاه برش 

 آنزیمی

 نام پرایمر (9‘به سمت  0‘توالی نوکلئوتیدی )

EcoRI 5ʹCCGGAATTCGCCACCATGCAGCGCGTG3ʹ فوروارد 
BamHI 5ʹCGCGGATCCTCATTAATGATGATGATGATGATGAGTGAGCTTTGTTTTT

TCC3ʹ 
 ریور 

 

 :CHO-s یها سلولکشت رده 

 3به عنوان میزبان برای بیان فاکتور  CHO-s یها سلولرده 

برای  ها سلولانسانی نوترکیب مورد استفاده قرار گرفت. این 

رشد به صورت معلد در محی  کشت تعریف شده، عاری از 

سرم و پروتئین های انسانی و حیوانی سازگار شده است. 

 7گلوتامین -Lدر محی  کشت تعریف شده حاوی  ها سلول

مولار کشت داده شدند. در شرایطی که نیاز به  میلی

نوترکیب برای بررسی  یها سلولمحی  کشت  یآور جمع

با  Kبود، ویتامین  3میزان بیان و فعالیت انعقادی فاکتور 

 ها سلولبه محی  کشت اضافه شد.  μg/mL 0غلرت نهایی 

دور در دقیقه دا    145بر روی یک شیکر با سرعت

قرار گرفتند.  CO2 %0درجه سانتی گراد و  98انکوباتور 

ساعت پس از آنکه تراکم سلولی به  47هر  ها سلولپاساژ 

سلول در هر میلی لیتر محی  کشت  0/1-0×153حدود 

 رسید، انجام شد. 

 یها سلولو سا ت CHO-s  یها سلول ترانسفکشن

CHO-s  انعقادی به صورت پایدار 3بیان کننده فاکتور: 

نوترکیب پایدار، ابتدا  CHO-s یها سلولبه منرور سا ت 

انعقادی  3پلاسمید نوترکیب دوسیسترونی بیان کننده فاکتور 

 BglII(Thermofisherبا استفاده از آنزیم  EGFPو 

scientific, USA)  به صورت  طی در آمد. سپس با

 FreeStyl MAXترنسفکشن استفاده از ماده 

Reagent((Thermofisher scientific, USA)  در

 04پس از گذشت  شد. ترانسفکت CHO-s یها سلول

ترانسفکت شده، با ماده  CHO-s یها سلولساعت، 

با غلرت نهایی  (Roche, Germany)(G418)جنتیسین 

μg/mL 455  روز تیمار شدند.  14به مدت 

انعقادی نوترکیب بیان شده  3کمی فاکتور  یریگ اندازه

 :پایدار CHO-s یها سلولتوس  

نوترکیب  CHO-s یها سلولسه روز پس از کشت 

 یآور جمعانعقادی، سوسپانسیون سلولی  3فاکتور  کننده یانب

دقیقه با  0با سانتریفیوژ کردن به مدت  ها سلولشد. سپس 

رسو  داده شدند. محی  کشت رویی  rpm 1555دور

ترشف شده به محی   3شده و مقدار کمی فاکتور  یآور جمع

کشت با روش ساندویچ الایزا دا   میکروپلیت های 

که  3پلی کلونال ضد فاکتور  های بادی یآنتپوشیده شده با 

 (DiagnosticaStago, France)در کیت الایزای 

AsserachromIX:Ag  شد.  یریگ اندازهفراهم شده بود

متص  شده به آنتی بادی اولیه با استفاده از یک  3فاکتور 

که با  3ثانویه پلی کلونال  رگوشی ضد فاکتور  بادی یآنت

آنزیم پراکسیداز نشاندار شده بود و به شا ش آنتی ژنی 

متص  می شد، آشکار شد. آشکارسازی  3دیگری از فاکتور 

فعالیت آنزیم  بر اسا بادی تیآن-ژنکمپلکس آنتی

( انجام شد. در نهایت (TMBپراکسیداز بر روی سوبسترا 

ها با اضافه کردن اسید سولفوریک متوقف شد و واکنش

 یریگ اندازهنانومتر  405آمده در  ول موج  به دسترنگ 

شد. میزان جذ  مشاهده شده نسزت مستقیم با غلرت 

 یآور جمعکشت  انسانی دارد. در ضمن محی  3فاکتور 
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ترانسفکت نشده، به عنوان کنترل منفی  یها سلولشده از 

 مورد آزمایش قرار گرفت.

ترشاف شاده باه محای       3بررسی فعالیت بیولاوژیکی فااکتور   

 :کشت سلولی با روش ت ییر رنگ با استفاده از کیت بیوفن

 3از این آزمایش به منرور بررسی فعالیت انعقادی فاکتور 

پایدار استفاده  CHO-s یها سلولده توس  نوترکیب بیان ش

شد. در این روش از پلاسمای سیتراته افراد  زیعی به عنوان 

های استاندارد استفاده شد. ابتدا محی  کشت حاص  از سلول

CHO-s  0نوترکیب از  رید سانتریفیوژ کردن به مدت 

شد. سپس محی   یآور جمع rpm 1555دقیقه در دور 

با استفاده از بافر  05:1شده به نسزت  یآور جمعکشت 

ای  انه 33های موجود در کیت رقید شد و در میکروپلیت

 ,Biophenریخته شد. ادامه کار  زد دستورالعم  کیت 

(France)  انجام شد. در این آزمایش از محی  کشت

 های ترانسفکت نشده به عنوان کنترل منفی استفاده شد.سلول

 یها سلولوترکیب بیان شده توس  ن 3 الش سازی فاکتور 

CHO-s نوترکیب پایدار: 

ترشف شده به محی  کشت،  3برای  الش سازی فاکتور 

روز کشت داده شدند.  9پایدار به مدت  CHO-s یها سلول

 0سپس محی  کشت سلولی با سانتریفیوژ کردن به مدت 

جمع آوری شد و با استفاده از  rpm 1555دقیقه با دور

نوترکیب که دارای  3 الش سازی فاکتور بیدهای نیک  

تایی بود انجام شد. بدین منرور، حدود  3برچسب هیستیدین 

mg 05  بید نیک  )دکتر محمدی، پژوهشگاه ملی مهندسی

ژنتیک و زیست فناوری، ایران(، توزن شده و در یک 

 1توس   لیتری ریخته شد شستشوی بیدهامیلی 10فالکون 

جام شد. پس از سانتریفیوژ در دور میلی لیتر بافر اتصال ان

rpm 1555-0555 شناور تخلیه  بیدها رسو  داده شده و رو

 3محی  کشت حاوی فاکتور  لیتر یلیم 15سپس حدود  شد.

 4ساعت در دمای  1به بیدهای نیک  اضافه شده و حدود 

ها با دور گراد روی شیکر قرار داده شد. نمونهدرجۀ سانتی

rpm 1555-0555 دقیقه سانتریفیوژ شدند و  0الی  1 به مدت

مایع رویی به  ور کام  دور ریخته شد. به رسو  بیدهای 

میلی لیتر بافر شستشو دهنده  4نیک  حاص  از مرحلۀ قز  

درجۀ  4دقیقه در دمای  95اضافه شد و به مدت حدود 

 گراد روی شیکر قرار داده شد.سانتی

دقیقاه   0الای   1باه مادت    rpm 1555-0555هاا باا دور   نمونه

سانتریفیوژ شده و روشناور به  اور کاما  تخلیاه شاد مرحلاه      

شستشااو مجااددا تکاارار شااد. سااپس بااه منرااور جاادا کااردن   

ها از بیدهای نیک ، به رسو  حاص  از مرحلۀ قز  باا  پروتئین

 µl 055توجه به غلرت احتمالی پروتئین  الش شده حادود  

دقیقاه در   45بافر  ارج کننده اضافه شده و باه مادت حادود    

گراد روی شیکر قرار داده شد. نموناه هاا   درجۀ سانتی 4دمای 

دقیقاه ساانتریفیوژ    0الی  1به مدت  rpm 1555-0555با دور 

شده و مایع رویی که حاوی پروتئین هاای  االش شاده باود     

و وساترن بلاتیناگ ماورد اساتفاده      SDS-PAGEبه منراور  

 قرار گرفت.

SDS-PAGE ینگو وسترن بلات: 

انسانی توس   3بیان فاکتور  یدتائبه منرور بررسی و 

-SDSنوترکیب پایدار، از روش CHO-s یها سلول

PAGE  بادی و سپس وسترن بلاتینگ با استفاده از آنتی

 9بدین منرور . انسانی استفاده شد 3 ا تصاصی ضد فاکتور

میکرولیتر  CHO-s،15پایدار  یها سلولروز پس از کشت 

میکرولیتر بافر  0شده و با  یآور معجمحی  کشت سلول 

میلی لیتری مخلوط  0/1 برابر غلرت دا   یک ویال 3نمونه 

دقیقه دا   آ  در حال جوشیدن قرار  0 شد و به مدت

به منرور  .روی یخ قرار گرفت ها نمونهسپس  .گرفت

استفاده  SDS-PAGEتفکیک باندهای پروتئینی از روش 

و ژل متراکم  %10 دهشد که در این روش از ژل جداکنن

برای انجام وسترن بلاتینگ نیز از . استفاده شد %0 کننده

ها به بر یناز انتقال پروتئ پس .روش مر و  استفاده شد

 ابتداانجام شد.  یمنوبلاتینگمراح  ا PVDFکاغذ  یرو

 ی شک بدون چرب یرش %0غشاء در محلول بلوکه کننده )

ساعت در  1به مدت  یکرش ی( روTBSTح  شده در بافر 

 بابار شستشو  0-9 سپسقرار گرفت.  یشگاهآزما یماد در

به انجام شد.  یقهدق 0هر بار به مدت  TBSTاستفاده از بافر 
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 یهکلونال اول یپل یبادیه با آنتهمواج مدت یک شب

رقت با (Abcam, UK)ی انسان 3ضد فاکتور  ی رگوش

 یکمجدد  یاز شستشو پسشد.  انجامدر سرد انه  0055/1

گوش ضد  ر یبز یهثانو یبادیه با آنتهساعت مواج

(Millipore, USA)  یشگاهآزما یدر دما 0055/1با رقت 

 TBSTبار شستشو با بافر  0-9پس از  یت. در نهادانجام ش

 انجام شد. ECLیبا استفاده از سوبسترا یگنالس یشتشخ

 

 هایافته

 3فاکتور سا ت سازه نوترکیب دو سیسترونی بیان کننده 

 :انسانی نوترکیب

بااا  انسااانی 3فاااکتور  یشتخلاا فرایناادبااه منرااور سااهولت در 

  hFIX-BamHIیکا ، پرایمار برگشاتی    ن یادهای استفاده از ب

کاادون  PCR، 3ینااد فرا بااه گونااه ای  راحاای شااد تااا  اای 

 3کننااده فاااکتور یرمز تااوال 9̓اسایدآمینه هیسااتیدین بااه انتهاای  

باا   3یب فااکتور  نوترکتا در نهایت پروتئین د واضافه ش یانسان

 PCRالکتروفاورز محصاول   . برچسب هیستیدین سا ته شود

جفات   1400به  ول  ه ایقطعبر روی ژل آگارز نشان داد که 

 (.  1)شک   باز سا ته شده است

 
: 3و  1ستون، DNA (1kb)نشانگر وزن مولکولی: 2انسانی. ستون  9فاکتور  توالی رمز کنندهحاصل از تکثیر  PCRحصول . م2شکل 

 hFIX-BamHI.و  hFIX-EcoRIانسانی با استفاده از پرایمرهای  9فاکتور مربوط به توالی رمز کننده  PCRمحصول 

 

و  EcoRIی باا اساتفاده از آنازیم هاا     PCRساپس محصاول   

BamHI  مشااابه در پلاساامید  هااای یگاااهجابریااده شااده و در

pIRES2-EGFP  و در بالادسااات تاااوالیIRES  همساااانه

-pIRESسااازی گردیااد و در نهایاات پلاساامید نوترکیااب    

hFIX-EGFP   (.  0سا ته شد )شک 
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 .pIRES-hFIX-EGFP. شکل شماتیک از پلاسمید دو سیسترونی نوترکیب 1شکل 

 

همسانه سازی، ابتدا استخراج پلاسمید باا روش   یدتائبه منرور 

 miniprep    انجام شد. پس از انجام الکتروفاورز بار روی ژل

، الگوی حرکتی پلاسمیدهای نوترکیب با پلاسمید %1آگارز 

IRES2-EGFP فاقد(cDNA  مقایسه شاد 3فاکتور ) نتاایج . 

هاای نوترکیاب در   تار باودن پلاسامید   بیاانگر سانگین   حاص 

(. 9باااود )شاااک   pIRES2-EGFPلاسااامید مقایساااه باااا پ

 

 

 
. %2روی ژل آگارز بر  pIRES-hFIX-EGFPو پلاسمید نوترکیب  pIRES2-EGFPمقایسه الگوی حرکتی پلاسمید . 3ل شک

، نشانگر وزن مولکولی pIRES-hFIX-EGFP: پلاسمیدهای نوترکیب 5الی  1 ستون های، pIRES2-EGFP: پلاسمید 2 ستون

DNA (1kb.) 

 

و  BamHIسپس پلاسمیدهای نوترکیب با دو آنزیم 

EcoRI  برش داده شدند و نتایج الکتروفورز بر روی ژل

جفت بازی از  1400نشان داد که یک قطعه  %1آگارز 

پلاسمیدهای نوترکیب  ارج شده است که این قطعه در 

بریده شده با همان آنزیم ها  pIRES2-EGFPپلاسمید 

 (. 4)شک  وجود نداشت
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 pIRES-hFIX-EGFPو پلاسمید نوترکیب  pIRES2-EGFP. مقایسه الگوی حرکتی پلاسمید 4شکل 

: 1(.، ستون 1kb) DNA: نشانگر وزن مولکولی 2. ستون %2بر روی ژل آگارز  EcoRIو  BamHIهای برش خورده با آنزیم 

-pIRES: پلاسمیدهای نوترکیب 5تا  3 یها ستون، EcoRIو  BamHIبرش خورده با آنزیم های  pIRES2-EGFPپلاسمید 

hFIX-EGFP  برش خورده با آنزیم هایBamHI  وEcoRI. 

 

سازی به منرور قرار دادن توالی این مرحله از همسانه

-IRESدر بالا دست توالی نوکلئوتیدی  3رمزکننده فاکتور 

EGFP  انجام شد تا در مرحله بعد ک  توالی نوکلئوتیدی

به پلاسمید بیانی  hFIX-IRES-EGFPمتشک  از 

pcDNA3.1   (.0وارد شود )شک 

 

 
 

در وکتور بیانی  CMVدر پایین دست پروموتر  IRES-EGFPبه توالی نوکلئوتیدی  hFIX. نحوه اتصال توالی کد کننده 5شکل 

pCDNA3.1. 

 

و  EcoRIیم های بدین منرور ک  قطعه مورد نرر توس  آنز

NotI  از پلاسمید نوترکیبpIRES2-hFIX-EGFP  بریده

 pcDNA3.1مشابه در پلاسمید بیانی  های یگاهجاشده و در 

وارد شدند. در نهایت  CMVدر پایین دست پروموتر 

سا ته  pcDNA-hFIX-EGFPپلاسمید بیانی نوترکیب 

 . (3شد. )شک  
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 pcDNA3-hFIX-EGFP. شکل شماتیک از پلاسمید دو سیسترونی نوترکیب 6شکل 

 

همسانه سازی، الگوی حرکتی پلاسمیدهای  یدتائبه منطور 

بر روی  pcDNA3.1نوترکیب با پلاسمیدهای غیرنوترکیب 

مقایسه شد. نتایج بیانگر سنگین بودن پلاسمیدهای  %1آگارز 

در مقایسه با پلاسمید  pcDNA-hFIX-EGFPنوترکیب 

pcDNA3.1   (. 8بود )شک 

 

 
. % 2روی ژل آگارز بر  pcDNA3.1با پلاسمید  pcDNA3-hFIX-EGFPهای نوترکیب مقایسه الگوی حرکتی پلاسمید. 7شکل 

: نشانگر وزن مولکولی 6، ستون pcDNA3-hFIX-EGFP: پلاسمیدهای نوترکیب 5تا  1، ستون pcDNA3.1پلاسمید  :2 ستون

DNA (1 kb.) 
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با  PCRبیشتر صحت همسانه سازی، کلنی  یدتائبه منرور 

 یها کلونبر روی  3استفاده از پرایمرهای ا تصاصی فاکتور 

 PCRآمده انجام شد و نتایج آن با کلنی  به دستنوترکیب 

مقایسه شد  %1غیر نوترکیب بر روی ژل آگارز  یها کلون

مشخش است فق   7که در شک    ور همان(. 7)شک  

نوترکیب در ناحیه  یها کلونحاص  از  PCRمحصول 

جفت بازی باند مشخش و متمایزی ایجاد  1400حدود 

 کرده است.

 
: 2. ستون یبنوترک یرغ یها کلون PCRبا کلنی  یسهدر مقا pcDNA3-hFIX-EGFPنوترکیب  یها کلون PCR. کلنی 8شکل 

غیر  یها کلون PCR: کلونی 8نوترکیب، ستون  یها کلون PCR: کلونی 7تا  1(، ستون 1 kb) DNAنشانگر وزن مولکولی 

 نوترکیب.

همساانه ساازی شاده، تاوالی یاابی ژن ماورد نرار باا اساتفاده از آغازگرهاای            hFIXنهاایی صاحت تاوالی     یاد تائدر نهایت به منرور 

( به عنوان آغازگرهای رفتای و برگشاتی انجاام شاد     hFIX-BamHIو  hFIX-EcoRIانسانی ) 3ا تصاصی توالی رمزکننده فاکتور 

 (.3)شک  
 

 

 
با استفاده از  pcDNA3-hFIX-EGFانسانی کلون شده در پلاسمید نوترکیب  9فاکتور  cDNA. بخشی از نتیجه توالی یابی 9شکل 

 .hFIX-EcoRIپرایمر رفتی 

 

 :پایدار CHO-sنوترکیب  یها سلولسا ت 

ترانسفکت شده با پلاسمید نوترکیب  طی شده  یها سلول

با غلرت  (G418)روز تیمار با ماده جنتیسین  14پس از 

زیر میکروسکوپ فلورسنت به رنگ  μg/mL455نهایی 

 (. 15در شان مشاهده شدند )شک   زسز
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 زیر میکروسکوپ فلورسنت. (G418)روز تیمار با جنتیسین  24پس از  CHO-sترانسفکت شده  یها سلول. تصویر 21شکل

 :انعقادی انسانی نوترکیب با استفاده از روش الایزا 3بررسی کمی بیان فاکتور 

نوترکیب و غیر نوترکیب  یها سلولسه روز پس از کشت 

)به عنوان کنترل منفی( آزمون الایزا بر روی محی  کشت 

انجام شد. پس از ترسیم منحنی استاندارد )شک   ها سلول

 105ترشف شده به محی  کشت،  3فاکتور  ( میزان11

به سلول  153محی  کشت به ازای نانوگرم در میلی لیتر 

آمد.  دست

 

 
 

مختلف  هاینانومتر و محور افقی غلظت 451عمودی نشان دهنده جذب در طول موج  محور .منحنی استاندارد الایزا. 22 شکل

 دهد.نشان می μg/mLپلاسمایی را بر حسب  9فاکتور 

 

 :انسانی نوترکیب 3انعقادی فاکتور بررسی فعالیت 

روز پس  9نوترکیب  یها سلولدر این روش محی  کشت 

و آزمایش فعالیت انعقادی بر پایه  یآور جمعاز کشت 

کروموژنیک انجام شد. پس از ترسیم منحنی استاندارد 

 3(، میزان فعالیت انعقادی فاکتور 10)شک  

 محاسزه شد. mU/mL 0/5 ± 3/0نوترکیب،

 

y = 0.3207ln(x) + 0.4658 

R² = 0.9864 
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درصد فعالیت  نانومتر و محور افقی 415عمودی نشان دهنده جذب در طول موج  محور تست انعقاد. منحنی استاندارد. 21 شکل

 دهد.نشان میانعقادی را 

 

SDS-PAGE :و وسترن بلاتینگ 

و وسترن بلاتینگ با استفاده از  SDS-PAGEپس از انجام 

بر روی نمونه های  الش  3آنتی بادی ا تصاصی فاکتور 

قرار گرفت )شک   یدتائنوترکیب مورد  3شده بیان فاکتور 

19.) 

 
 9: فاکتور 2. ستون یساز خالصپایدار پس از  CHO-s یها سلولنوترکیب تولید شده توسط  9. وسترن بلاتینک فاکتور 23شکل 

 خالص شده در این مطالعه. 9: فاکتور 1مشتق شده از پلاسما به عنوان کنترل، ستون 

 

 بحث
سلولی پستانداران به  ور وسیع برای تولید بسیاری  یها رده

 اند گرفتهنوترکیب دارویی مورد استفاده قرار  های ینپروتئاز 

، SP2/0و  NS0که شام  رده سلولی میلومای موشی 

کلیه جنین  یها سلول، PerC6 یها سلول، CHO یها سلول

 Human Embryonic Kidney 293, HEKانسان )

 Baby Hamsterکلیه نوزاد همستر ) یها سلول( و 293

Kidney, BHK .یها سلول( هستند CHO  به دلی  دارا

بودن ظرفیت بالای تولید پروتئین دگرسا ت 

(Heterologous)  و قابلیت کشت با دانسیته بالای سلولی به

عاری از صورت معلد در محی  تعریف شده شیمیایی و 

دارویی  های ینپروتئپروتئین، مزایای فراوانی برای تولید 

به عنوان سیستم های انتخابی برای تولید  ها سلولدارند. این 

 0510. به عنوان ملال تا سال اند شدهداروهای زیستی تزدی  

 CHO یها سلولاز داروهای زیستی در رده  %85 یزااتقر

 (05و  01)تولید شده است 

y = 0.4953ln(x) - 0.6404 

R² = 0.9777 
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پستانداران به منرور تولید انزاوه   یها سلولپایدار  ترانسفکشن

بسیاری از پروتئین هاای نوترکیاب دارویای و  االش ساازی      

ولای انتخاا  یاک     ؛بر وردار اسات  ای یژهواز اهمیت  ها آن

کلااون پایاادار بیااان کننااده پااروتئین از بااین تعااداد زیااادی از  

. اسات و پر زحمات   بر زماننوترکیب، اغلب بسیار  یها کلون

پایادار، اساتفاده    یهاا  کلونبه منرور افزایش کارایی انتخا  

بسیار ساودمند   تواند یم EGFPاز یک ژن گزارشگر ازجمله 

 CHO-s یهاا  سلول. در این مطالعه به منرور تولید (00)باشد 

انساانی، از یاک سیساتم بیاانی دو      3پایدار بیان کننده فاکتور 

یاانی امکاان بیاان    سیسترونی استفاده شده است. ایان سیساتم ب  

پروتئین فلورسانت سازز باه     انسانی به همراه 3همزمان فاکتور 

. باه منراور ایجااد    کناد  یما عنوان پروتئین گزارشگر را فراهم 

پاروتئین   زماان  هام سیستم بیانی دو سیسترونی که قابلیت بیاان  

و پروتئین فلورسنت سازز را داشاته باشاد، از وکتاور      3فاکتور 

pIRES2-EGFP  ایاان پلاساامید مجهااز بااه   د. اسااتفاده شاا

 Internal Ribosome) م جایگااه دا لای ورود ریزاوزو   

Entry Site, IRES) ویاااااارو   منشااااااأ، بااااااا

 Multiple cloningانسافالومیوکاردیتیس، اسات کاه باین     

Site (MCS)      و توالی رمز کنناده پاروتئین فلورساانت سازز

دو پاروتئین از یاک    زماان  هام و امکان بیاان   قرار گرفته است

mRNA  ترجمه پروتئین اول کند یمدو سیسترونی را فراهم .

و ترجمااه  mRNA 0‘از ناحیااه کلاهااک واقااع در انتهااای   

؛ (00و 09) گااردد یمااآغاااز  IRESپااروتئین دوم از ناحیااه  

امکان بیان دو پاروتئین متفااوت را در    mRNAبنابراین یک 

. در مطالعااه حاضاار کنااد یمااپسااتانداران فااراهم  یهااا ساالول

که به دلی  دارا بودن پپتید  استانسانی  3پروتئین اول فاکتور 

و پاروتئین دوم،   شاود  یما نشانه به درون محی  کشت ترشاف  

، باه صاورت سیتوپلاسامی باااقی    EGFPپاروتئین گزارشاگر   

 .ماند یم

برای سا ت وکتور بیان کننده دو سیسترونی ابتدا توالی رماز  

تکلیاار شااده و در   PCRی بااا روش انسااان 3کننااده فاااکتور  

وارد  IRESدر بالادساات تااوالی  pIRES2-EGFPوکتااور 

انساانی،   3گردید. سپس مجموعه توالی نوکلئوتیادی فااکتور   

IRES  وEGFP    با استفاده از آنازیم هاایEcoRI  وNotI 

و در پایین دسات   pcDNA3.1بریده شده و در وکتور بیانی 

 3وارد شد. سلول پایدار بیان کنناده فااکتور    CMVپروموتر 

انسااانی از  ریاااد  طااای کاااردن پلاسااامید دو سیساااترونی  

و  CHO-s یهاا  سالول نوترکیب و ترانسفکشن آن به دا ا   

بیاان کنناده    یهاا  سالول تیمار با ماده جنتیساین ایجااد شادند.    

پایدار زیر میکروسکوپ فلورسانت باه رناگ سازز در شاان      

باا   تاوان  یما را  EGFPیاان کنناده   ب یهاا  سلولشدند.  یترؤ

 هااای یااتجمعاسااتفاده از روش ساا  سااورتینگ بااه صااورت 

مختلف سالولی بار حساب میازان شادت سایگنال فلورسانت        

دو  هاای  یساتم سبناابراین اساتفاده از   ؛ جادا ساازی کارد    ها آن

نوترکیب و آنالیزهاای   یها کلونسیسترونی فرایند جداسازی 

پایادار بیاان کنناده     یهاا  سلول. کند یمرا تسهی   ها آنبعدی 

EGFP    انساانی باا اساتفاده از     3از نرر بیان پاروتئین فااکتور

تساات هااای الایاازا و وسااترن بلاتینااگ مااورد ارزیااابی قاارار   

 CHO-s یهاا  سلولدر  3نتایج حاکی از بیان فاکتور  گرفتند.

 تواناد  یما بود. مراح  بعادی ایان تحقیاد     EGFPبیان کننده 

 یهاا  کلاون بیان کننده و انتخاا    یها سلولشام  جدا سازی 

و بررسی میازان بیاان در    3نوترکیب دارای بیان بالای فاکتور 

باشاد. ایان    هاا  کلاون بعدی توسا  هار یاک از     یها نس  ی 

نوترکیااب را تسااهی    یهااا کلااونروش اگرچااه جداسااازی  

ولی به دلی  آنکاه در ایان سیساتم بیاانی فقا  یاک        ؛کند یم

، دهاد  ینما و تکلیار ژنای ر     شاود  یما کپی از ژن وارد ژناوم  

باارای  باارای تولیااد انزااوه در مقیااا  صاانعتی مناسااب نیساات.

ترانسفکشان   از  ریاد  توان یمافزایش بیان پروتئین نوترکیب 

و در نتیجه راندمان تولیاد   3ژن فاکتور  یتعداد کپهای متعدد 

را افاازایش داد. بعاالاوه بعااد از جداسااازی و شناسااایی کلااون 

ا راناادمان بااالا، لازم اساات کااه ژن  نوترکیااب بیااان کننااده باا 

EGFP  اموش شود که ایان   مجدداا ییها روشبا استفاده از 

ایان سیساتم    هاای  یتو محادود امر نیز یکی دیگار از معایاب   

. یکاای از راهکارهااای افاازایش بیااان پااروتئین     (01) اساات

نوترکیااب در یااک سیسااتم بیااانی دگرسااا ت )هترولااو (، 

بار اساا     (codon optimization)بهینه سازی کدون هاا  
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codon usage  3. تااوالی کاد کننااده فاااکتور  اسات میزبااان 

 قزلای  یهاا  پاژوهش که انسانی با توالی نوکلئوتیدی  زیعی در 

، HEK293 یها سلولگروه همسانه سازی و بیان آن در  این

در این مطالعه نیاز  انسانی، مورد بررسی قرار گرفته بود  منشأبا 

انساانی و   3(. از آنجاا کاه ژن فااکتور    00)در نرر گرفته شاد  

لاذا بارای    ؛باشند یمهر دو یوکاریوتی  CHOهمننین میزبان 

 CHO-s یهاا  سالول انعقاادی در   3مطالعه اولیه بیان فااکتور  

باه عناوان    تواند یمالزته  ود  ؛انجام نشد ها وندکبهینه سازی 

هاا بار    کادون  ساازی  یناه به یرتأثیک مطالعه مستق ، با عنوان 

باار میاازان بیااان   CHO یهااا ساالول codon usageاسااا  

 مد نرر قرار گیرد. ها سلولانسانی در این  3فاکتور 

 

 گیری یجهنت

و پااروتئین  3فاااکتور  زمااان هااممطالعااات مااا حاااکی از بیااان 

به دلیا    3فلورسنت سزز به صورت دو سیسترونی بود. فاکتور 

 کاه  یدرحاال پپتید نشانه به محی  کشت ترشاف شاد    دارا بودن

پروتئین فلورسنت سزز باه صاورت دا ا  سیتوپلاسامی بااقی      

ترشف شده به محی  کشت با اساتفاده از روش   3ماند. فاکتور 

SDS-PAGE باا اساتفاده از    3شد و مقدار بیان فاکتور  دیتائ

تست الایزا ماورد ارزیاابی قارار گرفات. ایان سیساتم فرایناد        

نوترکیب با اساتفاده از سا  ساورتینگ،     یها کلونجداسازی 

و امکان بررسای بیاان    کند یمرا تسهی   بعدی مطالعات در فاز

جداساازی شاده را    یهاا  کلاون در هر یک از  3پایدار فاکتور 

تعاداد   تاوان  یما . با این سیساتم بیاانی همنناین    کند یمفراهم 

انعقاادی نوترکیاب را فااراهم    3نسا  هاایی کاه بیاان فااکتور      

 مورد مطالعه قرار داد.، کنند یم
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