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ي توالي اتصال يهناحبا انتقال  pSVMاز يوكاريوتي تداخلي ايجاد وكتورهاي 
  به آن )attB(در ژنوم 

  
  *2، زهره حجتي1،2حميده جعفري

  .ايران اصفهان، اصفهان، شناسي، دانشگاه زيست گروه 2 ؛ مركز تحقيقات سلولي و مولكولي، دانشگاه علوم پزشكي شهركرد، شهركرد، ايران 1
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  مقدمه:
هاي دارويي و نيز در ينپروتئبراي افزايش بيان 

خارجي به  DNAي ژن درماني با هدف وارد شدن ينهزم
توان از سيستم نوتركيبي در يمصورت پايدار در ژنوم، 

ز اين ). با استفاده ا1جايگاه خاص در ژنوم بهره برد (
يك (وكتور نوكلئي الحاق اسيدهاي ينهزمها يستمس

حاوي ژن مورد نظر) به صورت اختصاصي و پايدار در 
ين در اشود. يمي ميزبان فراهم هاسلولداخل ژنوم 

ها يك آنزيم ريكامبيناز يا اينتگراز نوتركيبي بين يستمس
  .)2كند (يمدو جايگاه را كاتاليز 

  جايگاه خاص وجود دارد:  سيستم نوتركيبي درسه نوع 
هاي يكتكن: يكي از cre/loxp سيستم نوتركيبي - 1

 geneالحاق ژني ( targeting است كه براي الحاق (
خاصي در ژنوم به كار برده  در جايگاه هاي هاژن
وجود دارد و  P1شود. اين سيستم در باكتريوفاژ يم

  چكيده:
براي  غالباً) CHOهامستر چيني (تخمدان  يهاسلولدي است كه انواع مختلفي از ساليان زيا زمينه و هدف:

ي ميزبان، يك چالش بزرگ است. هاسلولشود. توليد دائمي در اين يمتوليد اكثر محصولات دارويي استفاده 
ا استفاده ب pSVMر ) در وكتوattBي توالي اتصال در ژنوم باكتري ( هدف از اين مطالعه، همسانه سازي ناحيه

  بوده است.  CHOيهاسلولبراي بقاي طولاني وكتور در  phiC31از سيستم نوتركيبي 
به عنوان  PvuIIي كنندهدر اين مطالعه تجربي آزمايشگاهي، يك جايگاه برش آنزيم محدود  روش بررسي:

به ايجاد دو انتخاب كه برش با اين آنزيم منجر  pSVMدر وكتور  CLCجايگاه كلونينگ توسط نرم افزار 
 pDrBB2از وكتور  attBي يهناحانتهاي صاف در وكتور شد. دو پرايمر اختصاصي براي جداسازي و تكثير 

بر روي قطعه تكثيرشده در جهت تاييد  PCRطراحي شد. ژل الكتروفورز و آناليز ®Oligo 5 نرم افزارتوسط 
  ساختار آن انجام شد.

الحاق شد و توسط ژل الكتروفورز نشان داده  pSVMداخل وكتور  به طور موفق در attBي يهناح يافته ها:
هاي نوتركيب انجام شد و يكلناز  colony PCRواكنش pSVM در وكتور  attBشد. در جهت تاييد ورود ژن 

  انجام گرفت. attBي باند مربوط به ترادف مشاهدهصحت كلونينگ با 

با بهره گيري از اين  .همسانه سازي گرديد  pSVMيددر پلاسم attBدر اين تحقيق، جايگاه  نتيجه گيري:
بعد از الحاق ژن اينترفرون  مي توان، CHOي هاكروموزوم سلول در psedo‐attPاطلاعات و وجود جايگاه 

براي اولين  CHOي هاانساني در اين پلاسميد، و ورود اين پلاسميد و پلاسميد حاوي آنزيم اينتگراز به سلول
  .فراهم كرد CHOي هاسلولرا در  پروتئينري بيان اين ي پايداينهزمبار 

  
،خاص ، نوتركيبي در جايگاهيوكاريوتيي توالي اتصال در ژنوم يهناحسلول هاي تخمدان هامسترچيني، : هاي كليدي واژه

  .pSVMوكتورهاي تداخلي، وكتور 

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by shahrekord university of medical scinces

https://core.ac.uk/display/143842936?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


  زهره حجتيجعفري و حميده      attBي يهناحتداخلي شامل   ساخت وكتورهاي

10 

را  DNAاينتگره شدن يك توالي  creآنزيم ريكامبيناز 
جفت بازي به نام  34ر داخل يك جايگاه شناسايي د

شامل  loxp). جايگاه 3كند (يمكاتاليز  loxpجايگاه 
با ترادف  bp 13و دو توالي  در وسط bp8  يك توالي

). 4باشد (يمتوالي وسط  در دو طرفتكراري معكوس 
 واكنش نوتركيبي بودن يرپذمشكل اين سيستم، برگشت 

، DNAبعد از اينتگره شدن توالي باشد. به دليل اينكه يم
به عنوان سوبسترا براي آنزيم عمل  loxpدو جايگاه 

بين اين  DNAكرده و منجر به خارج شدن توالي 
شوند. اختصاصيت اين سيستم نوتركيبي در يمها جايگاه
  تخمين زده شده است. %80حدود 

: اين سيستم FLP/FRTسيستم نوتركيبي  - 2
سرويسيه وجود دارد. در اين  نوتركيبي در ساكاروميسس

هاي ي تواليكاتاليز كننده FLPسيستم آنزيم ريكامبيناز 
باشد. طول كامل جايگاه يم FRTژني شامل توالي 

FRT،bp  48 ) اين جايگاه شبيه به توالي 3است .(loxp 
باشد. يم bp  13ي تكرارييهناحبوده ولي داراي سه 

 cre/loxpم همانند سيست FLP/FRTسيستم نوتركيبي 
واكنش نوتركيبي را به صورت برگشت پذير انجام 

  cre/loxpدهد، ولي اين سيستم برخلاف سيستميم
  دهد.يمرا نشان  %10اختصاصيت نوتركيبي كمتر از 

: اين سيستم C31Q سيستم نوتركيبي اينتگراز - 3
باشد. نقش يمتر نسبت به دو سيستم قبلي بسيار پيچيده

 شدن فاژ گرهينتاگري ميانجي زيستي اين اينتگراز
C31Q هاي به داخل ژنوم استرپتومايسس از طريق توالي

تحت هدف موجود در ژنوم هاي فاژ و باكتري است. اين 
 ها به ترتيب شامل جايگاه توالي اتصال در ژنوم فاژييتوال

)Attachment site in phage genome= attP(  و توالي اتصال در
 )Attachment site in= attB bacterial genome( ژنوم باكتري

). حداقل توالي عملكردي براي اين دو 4باشند (يم
جفت نوكلئوتيد است  34 و 39جايگاه به ترتيب شامل 

). اگرچه اين دو توالي با هم متفاوت هستند اما هر دو 5(
ي وسط داراي سه نوكلئوتيد مشترك يهناحتوالي در 

شكافته شده و  DNAباشند. در اين منطقه يم
). نوتركيبي بين 4افتد (يمآور اتفاق  كراسينگ

 DNAاينتگره شدن  منجر به attPو  attBي ها يگاهجا
ي اينتگره شده مجاور و توالدر داخل ژنوم ميزبان شده، 

 ). اينتگراز6گيرد (يمجاي  attRو  attLدو توالي هيبريد 
C31Q  آمينواسيد است و از  613آنزيمي متشكل از
اي خانواده ي ريكامبينازهاي گروه سرين مي باشد اعض

). به طوركلي اين سيستم نسبت به دو سيستم قبلي 7(
مزايايي دارد از جمله اينكه در اين سيستم برخلاف دو 

ياب يكسري از در غسيستم قبل توالي الحاق شده 
را براي آنزيم تواند به عنوان سوبستينمكوفاكتورها 

  اينتگراز عمل كند.
راين برخلاف دو سيستم قبلي آنزيم اينتگراز نابب

دليل خاصيت به صورت يك جهتي عمل كرده و به 
ترانس  در الحاقنوتركيبي برگشت ناپذير اين سيستم 

). 4فراواني دارد (ي پستانداران كاربرد هاسلولدر  هاژن
 attPاز طرفي در ژنوم موش و انسان چندين جايگاه شبه 

)psedo-attP.هاييتوالها شبيه به يتوالاين  ) وجود دارد  
attP 40). شباهت اين دو توالي در حدود 8باشند (يم -

 ‐attP psedo هاي  ). بنابراين، توالي5باشد (يم 30%
با عمل كنند.  C31Q توانند به عنوان سوبستراي آنزيميم
توان همزمان پلاسميد يمين خاصيت به عنوان مثال ا

زيم اينتگراز و پلاسميد ي آنحاوي ژن رونويسي كننده
در و ژن هدف را براي اينتگره شدن  attBشامل توالي 

ترانسفكت  CHO هاي در سلول psedo-attBهاي يگاهجا
را  %10ولي اين سيستم اختصاصيت كمي در حدود ؛ كرد
باشد. البته نوع جديدي از اين آنزيم توليد شده كه يمدارا 

آن  C-terminalسيگنال جايگيري هسته اي در قسمت 
باتوجه به  و فعاليت آن افزايش يافته است. اندكردهتعبيه 

ين هاي دارويي از جمله پروتئاينكه در زمينه ي توليد 
 اينترفرون بتا، توليد پايدار يكي از اهداف مهم مي باشد و

به صورت  CHOين اينترفرون بتا در سلول هاي پروتئ
، همسانه سازي شود. هدف از اين مطالعهيمناپايدار توليد 

 Pluto, Saturn, Venus, and)وكتور در attBي ناحيه
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Mars= pSVM)  باشد تا در آينده بتوان با وارد يم
و انتقال همزمان آن با  در آنكردن ژن اينترفرون بتا 

ي الحاق دائمي ژن اينترفرون ينهزم pCMV‐intوكتور 
و توليد دائم اين پروتئين CHO ي هاكروموزومبتا در 

 .فراهم شود
  

 

 :روش بررسي

نوع از دو اين مطالعه تجربي آزمايشگاهي در 
: اين pSVM dhfrوكتور  -1 :استفاده شد پلاسميد

جفت باز دارد و يك وكتور  6400وكتور در حدود 
 CHOهاي قابل تكثير در سلول dhfr– 10باشد (مي .(

است كه  pBR322اي از پلازميد اين وكتور حاوي قطعه
همانندسازي را دارا  مبدأسيلين و ژن مقاومت به آمپي

توان به جايگاه آغاز وكتور ميباشد. از اجزاي ديگر مي
). حضور 11اشاره كرد ( SV40همانندسازي و پروموتر 

، اجازه كلونينگ و تكثير pBR322هاي مشتق از توالي
هاي كه توالييحال رددهد، مي E. coliپلازميد را در 

هايي است كه توليد حاوي سيگنال SV40مشتق از 
RNA هاي پستانداران هاي پيامبر عملكردي را در سلول

بر روي اين وكتور،  dhfrشود. وجود ژن باعث مي
تراريخت شده  –CHO dhfrهاي امكان انتخاب سلول
سيلين مقاومت به آمپيدهد و ژن با اين وكتور را مي

هاي حساس به نتخابي را براي باكتريشرايط ا
 ).12( آوردسيلين فراهم ميآمپي

 bp 8308: طول اين وكتور pDrBB2وكتور  - 2
است كه  attBباشد. يكي از اجزاي اين وكتور، ژن يم

قرار گرفته   HindIIIو EcoR1بين جايگاه برش آنزيم 
) به Hygromycinاست. ژن مقاومت به هايگرومايسين (

ي پروموتر دنبالهكر انتخابي عمل كرده و در عنوان مار
قرار گرفته است. هم چنين ژن  copiaترانسپوزون 
سيلين نيز در وكتور وجود دارد. اين يآمپمقاومت به 

 .Eپلاسميد با تعداد كپي بالا در باكتري  coli تكثير 
  ).9كند (يم

هاي مستعد به روش كلريد سلولبراي تهيه 
مولار تهيه و ميلي 100به صورت  2CaClكلسيم، محلول 

به اين  E. coliي مستعد هاسلولاستريل شد. روش تهيه 
تازه كشت  E. coliصورت انجام شد: ابتدا يك كلوني 

استريل تلقيح  LBليتر ميلي 5يافته به لوله آزمايش حاوي 
 rpmوباتور شيكردار (در انك C37° گرديد و در دماي 

ليتر از كشت ) به صورت شبانه انكوبه شد. يك ميلي150
E.  coli  سي سي 1000حاصل از مرحله قبل به ارلن
 4تا  3استريل منتقل شد و  LBليتر ميلي 100حاوي 

ساعت در انكوباتور شيكردار با شرايط قبل انكوبه شد تا 
ده ) به محدو600OD( نانومتر 600جذب نوري آن در 

برسد. اين مرحله، مناسب براي ادامه تراريختي  6/0-4/0
ليتر از محيط كشت مرحله قبل برداشته و ميلي 1باشد. مي

استريل ريخته شد و براي توقف رشد به  در ميكروتيوب
به  دقيقه بر روي يخ قرار داده شد. ميكروتيوب 10مدت 
 دقيقه در  5مدت  rpm3000  و دماي °C4 يفيوژ سانتر
 400و مايع رويي تخليه شد. به رسوب حاصل  شد

اضافه شد و براي  مولار سردميلي  2CaCl 100ميكروليتر 
 از حلحل شدن رسوب به آرامي ورتكس شد. بعد 

دقيقه بر روي يخ  30شدن رسوب، ميكروتيوب به مدت 
  E. coliي مستعدهاسلولشد؛ بدين ترتيب  قرار داده

 ،E. coliتراريختي باكتري جهت تراريختي آماده شدند. براي 
ي قبل را روي يخ گذاشته و مرحلهي مستعد هاسلول

 50در حدود  انجام شد: هاآني بر رومراحل زير 
هاي نانوگرم پلازميد به هر ميكروتيوب حاوي سلول

مستعد باكتريايي اضافه شد. ميكروتيوب حاوي باكتري 
 در جهتدقيقه بر روي يخ قرار داده شد.  30به مدت 

دقيقه در  2ايجاد شوك حرارتي ميكروتيوب به مدت 
قرار داده شد و پس از آن  C42° بن ماري حاوي آب 
دقيقه روي يخ گذاشته شد .در  10بلافاصله براي مدت 

به هر ميكروتيوب  LBمحيط كشت  µl400 اين مرحله 
ساعت در انكوباتور شيكردار با  1اضافه شد و به مدت 

 دماي  °C37  ار داده شد. در اين مدت قر 150و دور
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ها فرصت بيان ژن از جمله ژن مقاومت به باكتري
از اين  µl 200در حدود  كنند.بيوتيك را پيدا ميآنتي

سيلين كشت حاوي آمپي LBAمحلول بر روي محيط 
به مدت  C37° انكوباتور شيكردار در دماي  داده و در

بر  هايباكتريك شبانه روز قرار داده شد. بعد از رشد 
شده جهت  روي سطح پليت يك كلني تك تراريخت

  انجام استخراج پلاسميد انتخاب شد.
استخراج پلاسميد در اين تحقيق با روش 

 E. coliهاي يباكتركويجلي از -جوشاندن هلمس

XL1-Blue از  صورت گرفت. يك تك كلني
حاوي آنتي  LBمحيط  cc 10در  يتراريخت هاييباكتر

و به مدت يك شب در انكوباتور  تلقيح شدبيوتيك 
 5/1. گرفت قرار rpm 150و  C 37°شيكردار با دماي 

 30و  شدمنتقل  استريل ويالز محيط كشت به سي اسي
شد. مايع  يفيوژسانتر rpm 13000و  C 4°ثانيه در دماي 

ليز بافر از بافر  ml 350رويي تا حد امكان تخليه شد. 
از محلول ليزوزيم به  lμ 25و  )STET( ي باكتريكننده

. سپس نمونه ها شدپلت سلولي اضافه و كوتاه ورتكس 
 داده شد.قرار  يدنجوشدر حال ثانيه در آب  40

و  rpm 13000دقيقه در  15به مدت  ليز شده هاييباكتر
. محلول شفاف رويي را كه شد يفيوژدماي اتاق سانتر

به ميكروتيوب تميزي منتقل  بود دييپلاسم DNAواجد 
استات  μl 40، يديپلاسم DNAبه محلول واجد  .شد

با ورتكس و  شدايزوپروپانول اضافه  lμ 420سديم و 
دقيقه در دماي اتاق قرار  5 كوتاه مخلوط شد و سپس

دقيقه  5رسوب كند. مدت  يديپلاسم DNAتا  گرفت
. اده شددانجام  يفيوژسانتر C 4° و دماي rpm 13000در 

. بود RNAو  يديپلاسم DNAرسوب حاصل شامل 
از ليتر ميلي 1 خارج شد.طور كامل به  بنابراين مايع رويي

سرد به پلت سلولي اضافه و ورتكس كوتاه  %70اتانول 
 C 4°دقيقه در دماي  5. سپس به مدت داده شدانجام 

. دور ريخته شدو مايع رويي  يفيوژسانتر rpm  12000و
داده قرار  C 60-50° يكروتيوب ها در دمايدر ادامه م

 + TEمحلول  μl 50الكل تبخير شود. مانده باقيتا  شد

RNase A  و به مدت گرديد به ميكروتيوب ها اضافه
 .)13شد ( دادهدماي اتاق قرار يك ساعت در 

جفت بازي از  353ي قطعهاز تكثير  attBترادف م
ايمرهاي مورد به دست آمد. توالي پر pDrBB2وكتور 

صورت بودند. پرايمر پيشرو ژن ينبداستفاده در اين تحقيق 
attB 5´GGTACCCAGCTGATCGATG3´ پرايمر ،

از  ،´attB 5´GGATCGTCGACCTCGGAT3پيرو ژن 
نزديك بودن دماي اتصال هر دو جفت پرايمر، عدم نظر 

،  ®5Oligo هر دو پرايمر توسط برنامه 3´اتصال انتهاي 
 پرايمر ژن بررسي شد. جفت attB  محصولي به طول

،  PCRي انجام برا يازندهد. مواد مورد جفت باز مي 353
ي يخ با هم مخلوط شدند و در دستگاه بر رو
داده  قرار يرمنظور تكثبرنامه مشخص به  طبق يكلرترموسا

شدند. اين برنامه پس از بهينه سازي متعدد از نظر دما، 
آنزيم پليمراز به غلظت يون منيزيم، و زمان عملكرد 

دست آمد. بنابراين بعد از بهينه سازي شرايط، واكنش 
PCR ويال و هركدام مخلوطي به حجم نهايي در سه 

lµ 50  .مخلوط انجام گرفتPCR  ازlµ 5  بافرx10PCR ،
lµ 5/2 )mM 25 (4MgSO ،lµ 2  از هردو پرايمر به

 Pfu DNAاز آنزيم  pmol 10 ،u 5/0غلظت  Pol  و
DNA يدي (پلاسم ngr/µl160 و آب به مقدار مناسب (

تشكيل شده بود. شرايط حرارتي دستگاه ترموسايكلر 
)Ependorf, Genrmany جهت انجام (PCR  بدين شرح

 5به مدت  cº 95است. دناتوراسيون اوليه در دماي 
چرخه كه هر چرخه شامل مرحله  35دقيقه، در ادامه 

يقه، مرحله اتصال دق 1به مدت  cº 94دناتوراسيون در دماي 
ثانيه و مرحله گسترش در  45به مدت  cº 49پرايمر در دماي 

دقيقه انجام گرفت و در آخر مرحله  1به مدت  cº 70دماي 
  دقيقه انجام گرفت. 10به مدت  cº 72گسترش نهايي در دماي 

 سپس اين سه ويال PCR ي چاهك بر رو
 TAEي دهندهيل ر تشكبافبا  %1بزرگي از ژل آگاروز 

ي شدند. و اين ژن از ژل آگاروز توسط كيت بارگذار
(ساخت كشور  كياژن DNAاستخراج و خالص سازي 

 كره جنوبي)، خالص سازي شد. 
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ي توضيح داده هاروش توسط pSVM يدپلاسم
 .Eشده در بالا به باكتري  coli  XL1‐Blue  منتقل و

سپس از باكتري استخراج شد. اين وكتور توسط آنزيم 
پس  PvuIIهضم گرديد. آنزيم  PvuIIي محدودكننده

كند و به دليل يماز برش، انتهاي صاف در وكتور ايجاد 
چسبد، يمي صاف ديگر يهناحاينكه هر ناحيه صاف به 

ي هكنندنيازي به ايجاد جايگاه در پرايمرهاي تكثير 
نبود. ابتدا واكنش برش آنزيمي وكتور  attBي يهناح

pSVM  :به اين صورت انجام شدlµ 25  پلاسميد
)ngr/ µl 300 ،(µl 7/3 آنزيم )u/µl 10،(  µl5 بافرG 

(10X)   و آب به حجم لازم تهيه گرديد. دو ويال از اين
 ، در دماي lµ 50 واكنش هر كدام به حجم °C37  به

ي روبر ماري انكوبه شدند. سپس ساعت در بن  3مدت 
  ي شده و از ژل استخراج شدند.بارگذار %1 ژل آگارز

براي جلوگيري از اتصال مجدد پلاسميد هضم شده 
 Shrimp  )MBIاز آنزيم آلكالين فسفاتاز fermentase( 

. واكنش تيمار با آنزيم آلكالين فسفاتازبه استفاده شد
 )،ngr/ µl 300( پلاسميد lµ 25اين صورت انجام شد: 

µl 1 آنزيم )u/µl 10،(  µl5 بافر )X و آب به حجم  )١٠
دقيقه  30تايي). اين مخلوط،  50ويال  2( لازم تهيه شد

در بن ماري انكوبه گرديد. بعد از  C37°  در دماي
جهت غير فعال سازي آنزيم در ها در يالوعملكرد آنزيم، 

 دماي  °C 65 د ازدقيقه انكوبه شدند. و بع 15 به مدت 
ي ژل آگارز، خالص سازي آن از بر روي وكتور بارگذار

  ژل صورت گرفت.
ابتدا بايستي  ligationبراي انجام واكنش 

غلظت قطعه وارد شونده به داخل وكتور توسط فرمول 
خريداري  T4 DNA ligaseآنزيم  پروتكلزير، طبق 

  د.محاسبه شو MBI Fermentaseشده از شركت 
  برابر است با: )ngي وارد شونده (غلظت قطعه

  ng( × Rغلظت پلاسميد (×

  Rي وارد شونده به پلاسميد=سبت مولي قطعهن

  

طبق فرمول بالا، نسبت مولي براي اين واكنش، 
 353قطعات  در نظر گرفته شد. سپس، به ترتيب 7
جفت باز از ژن و وكتور در فرمول بالا قرار  6400و
 15رفت . در نتيجه، با اين مقادير غلظت وكتور گ

نانوگرم، محاسبه شد. واكنش الحاق به اين صورت 
 ، بافرattBژن  µl/ng 120وكتور،  µl/ng 320 انجام شد:

)X 10 (2 1  يم ليگاز فرمنتازو آنزيتر ماكرو لµlبه  آب و
ماكروليتر مخلوط شدند. سپس  20حجم لازم تا حجم 

درجه در بن ماري به مدت  22ي در دمااين واكنش 
شد. بعد از عملكرد واكنش،  قرار دادهيك شبانه روز 
دقيقه غير  10درجه بن ماري به مدت  65آنزيم در دماي 

ماكروليتر از اين واكنش  20فعال گرديد. و سپس حجم 
 تراريختمستعد باكتري  سلول يترماكرول 200در 

 هاي رشديكلنبراي  colony PCRگرديد. واكنش 
همانند واكنش  colony PCRيافته، انجام شد. واكنش 

PCR  گيرد با اين تفاوت كه به جاي يمصورت
هاي نوتركيب با خلال دندان استريل يكلنپلاسميد، از 

  كنيد.يماضافه  PCRبرداشته و به مخلوط 
  
  :افته هاي

استخراج شده از  pDrBB2غلظت پلاسميد 
، توسط دستگاه E. coli XL1-Blueباكتري 

محاسبه شد (نتايج نشان داده  ng/µl 80 اسپكتوفتومتري
خالص سازي شده از   attB). غلظت محصول ژناندنشده
به دست آمد. (تصوير  lµ/ng 15، %1آگاروز  ژل

 استخراج شده از باكتري  pSVMپلاسميد). 1 شماره
E. coli XL1-Blue مورد برش آنزيمي با آنزيم ، PvuII 

ت و غلظت پلاسميدهاي هضم شده حاصله قرار گرف
ngr/µl 200 بعد از تاثير2 (تصوير شماره برآورد شد .( 

خالص پلاسميد هضم شده با آنزيم آلكالين فسفاتاز و 
 µl/ng 40غلظت پلاسميد،  %1سازي آن از ژل آگارز 
). سپس پلاسميد و ژن اندنشدهبود (نتايج نشان داده 

attB آنزيم ليگاز قرار  طبق واكنش الحاق تحت اثر
 E.coli يدهاي نوتركيب به باكتريو پلاسمگرفتند 

  ng(×R(غلظت پلاسميد×

 )ي وارد شوندهقطعهطول/طول پلاسميد(
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XL1-Blue. در 4و  3شدند (تصاوير شماره  تراريخت .(
واكنش  pSVM در وكتور attBجهت تاييد ورود ژن 

colony PCR  هاي نوتركيب انجام شد و صحت يكلناز
انجام  attBي باند مربوط به ترادف مشاهدهكلونينگ با 

). در واكنش نوتركيبي بين 6و  5(تصاوير شماره  گرفت.
 psedo-attPي هيناحو  pSVMاز وكتور  attBي هيناح
 باشدينممهم  attBي قطعه، جهت CHOي هاكروموزومدر 

  .شوديمو در هردو جهت واكنش نوتركيبي به درستي انجام 

 
) attB( توالي اتصال در ژنوم باكتريژن  :1 تصوير شماره

  PCRبا استفاده از  pDrBB2ر و جدا شده از وكتور تكثي
جهت خالص سازي  %1ي ژل آگارز بر رو PCRمحصول 

  جفت بازي.  100ماركر  Mي شد. بارگذاراز ژل 
  

  
با  dhfr  pSVMتاييد ساختار پلازميد :2 تصوير شماره

  PvuIIاستفاده از هضم با آنزيم 
 دارد،  آنزيم بر روي اين پلازميد يك جايگاه برشاين 

pSVM cut :و برش داده شده يدهايپلاسم :pSVM un cut  
   .kb 1ماركر  M؛ %1برش نخورده بر روي ژل آگارز 

  

  
 pS-attBمراحل مختلف شكل گيري پلازميد  :3تصوير شماره

  dhfr  pSVMو پلازميدpDrBB2 با استفاده از وكتور 
 
 

  
  هاي حاصل از تراريختي باكترييكلن :4تصوير شماره 

E. coli XL1-Blue   با وكتورPs-attB   
  

  
توالي اتصال در ژنوم تاييد كلونينگ ژن  :5تصوير شماره 
  colony PCR) با استفاده از attB( باكتري

 Mي شد. بارگذار %1بر روي ژل آگارز  PCRمحصول 
براي سه  colony PCRنتايج  3، ستون ا تا bp 100ماركر 

   دهد.يمكلني نوتركيب را نشان 
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با  attB  - dhfr  pSVMساختار پلازميد :6صوير شماره ت

  PvuIIاستفاده از هضم با آنزيم 
: cutاين آنزيم بر روي اين پلازميد يك جايگاه برش دارد، 

: پلاسميد برش نخورده uncutو  برش داده شده يدهايپلاسم
) بر روي ژل  pSVM:dhfrو  attB  - dhfr  pSVM(پلاسميد

   .DNA Kb 1 ماركر M. %1آگارز 
  

  بحث:
در  attBدر اين تحقيق، جايگاه 

با استفاده از سيستم نوتركيبي   pSVMپلاسميد
phiC31 سال  25. در طول همسانه سازي گرديد

جديد در  DNAي هامولكولگذشته امكان طراحي 
  DNAهاييكتكني پيشرفت يجهنتي آزمايش در لوله

يرات نوتركيب فراهم آمده است، اما قابليت كنترل تغي
هاي يستمسدر ژنوم سلولي محدود است. استفاده از 

نوتركيبي در جايگاه خاص در جهت حل اين مشكل 
اهميت باشد. دو سيستم نوتركيبي در  حائز توانديم

واكنش نوتركيبي را به  Flpو  Creجايگاه خاص 
دهند و اغلب در ايجاد يمصورت برگشت پذير انجام 

 Phic31ستم نوتركيبيحذف ژني كاربرد دارند. ولي سي
به دليل خاصيت برگشت پذيري واكنش كاربرد 

). با وارد كردن پلاسميدهاي 14بيشتري خواهد داشت (
ي انساني مشخص شده هاسلولخارج كروموزومي در 
 واكنش الحاق  Phic31است كه اينتگراز 

DNA ي انساني با كارآمدي هاكروموزومخارجي را در

كند. اين نتايج نشان داد يمميانجي گري  %50بيش از 
خارجي  DNAدر جهت الحاق  Phic31كه اينتگراز 

  باشد. با ايجاد يمي پستانداران مفيد هاكروموزومدر 
ي هاي سلولي موشي و انساني كه شامل رده
الحاق شده در نواحي تصادفي در اين  att هاييگاهجا

 DNAبودند. واكنش نوتركيبي و الحاق  هاكروموزوم

ي هاي سلولي با ردهدر كروموزوم اين خارجي 
هاي شبه يگاهجاموفقيت انجام شد. از طرفي با شناسايي 

attP  در انسان و موش ، قابليت الحاقDNA  خارجي
و آنزيم  attBدر حضور جايگاه  هاسلولدر ژنوم اين 

اينتگراز انجام شدني است. با وجود اين استراتژي 
هاي از قبل يگاهجادر  ي زندههاسلولقابليت تغيير ژنوم 

عملكرد كارآمد اين  ).ّ�14ّتعيين شده وجود دارد (
جنيني دروزوفيلا  يهاسيستم نوتركيبي در سلول

نشان  ،)2003و همكاران ( Groth توسط ملانوگاستر
ها، با . نوتركيبي درون مولكولي در اين سلوله شدداد

و  attB هاييگاهجا ترانسفكت كردن پلاسميد حاوي
attP  و پلاسميد حاوي آنزيم اين حشره شناسايي

كردند كه جايگاه شناسايي آنزيم اينتگراز بوده و به 
 يهاوارد شدن در داخل سلول يعنوان سوبسترا برا

  Thomasonدر آزمايشي ديگر، شدند.يجنيني استفاده م
 پلاسميدبا ترانسفكت كردن  ،)2004( و همكاران

45pTL  و جايگاه يوراسيل  كننده(حاوي ژن كدattB (
حاوي آنزيم اينتگراز در مخمر  پلاسميدو هم چنين، 

يري الل يوراسيل در جاگساكاروميسز پمبه باعث 
ها در آزمايشي ديگر، با آنكروموزوم مخمر شدند. 

و ژن  attBترانسفكت كردن پلاسميد حاوي جايگاه 
GFP ،يينهژن اينتگراز، زم يحاو يدهمراه با پلاسم 

 CHOي هارا در كروموزوم GFPژن الحاق پايدار 
نيز با  دانشمندان ،2002در سال  ).3( فراهم كردند

و ژن  attBترانسفكت كردن پلاسميد حاوي جايگاه 
 يهالوسيفراز و پلازميد حاوي ژن اينتگراز در سلول

 4انساني، باعث پايداري بيان اين پروتئين در طول  293
ن پروتئين بدون هفته گرديدند. اين در حالي بود كه بيا

و آنزيم اينتگراز بسيار سريع و  attBهاي يگاهورود جا
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ناپايدار بود. با وابستگي اين پايداري در بيان پروتئين 
و آنزيم اينتگراز پيشنهاد كردند كه  attBبه جايگاه 

نوتركيبي را فراهم كند. اين خاصي  ترادف بايستيم
م شد نيز انجا 3T3 موشي يهاآزمايش در مورد سلول

در ديگر يا. در مقاله)4( و نتايجي مشابه به دست آمد
ژن درماني  يينهاز اين تكنيك، در زم 2002سال 

 يك يها با تزريق يك پلاسميد حاو. آنشداستفاده 
 8و يك پلاسميد بياني حاوي ژن فاكتور  attBجايگاه 

 يهاانساني، و پلاسميد حاوي ژن اينتگراز در سلول
سرمي به ميزان  8فزايش فاكتور كبدي موش، باعث ا

از ميزان معمول آن شدند. اين توليد  يشتربرابر ب 10
كبدي موش ادامه  يهاماه، در سلول 8پايدار به مدت 

  ).2(يافت 

  

  نتيجه گيري:
با بهره گيري از اين اطلاعات و وجود جايگاه 

psedo-attP ي هادر كروموزوم سلولCHO در اين ،
همسانه سازي   pSVMپلاسميد در attBتحقيق، جايگاه 

تا بتوان بعد از الحاق ژن اينترفرون انساني در اين  .گرديد
پلاسميد، و ورود اين پلاسميد و پلاسميد حاوي آنزيم 

ي پايداري ينهزمبراي اولين بار  CHOي هااينتگراز به سلول
  فراهم كرد. CHOي هاسلولرا در  پروتئينبيان اين 

  
 تشكر و قدرداني:
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Background and aims: Different varieties of Chinese Hamster Ovary (CHO) cells are being used 
frequently for producing most pharmaceutical products for many years. Permanent production in 
these host cells is a major challenge. The aim of this study was to integrate the vector permanently 
in the genome. In this study, the phiC31 site-specific recombination system was used for prolonged 
maintenance of the vector in the CHO cells.  
Methods: In this laboratory experimental study, a restriction enzyme cut site (PvuII) was selected 
as a cloning site in the pSVM vector using CLC software. Cutting with this enzyme led to create 
two blunt ends into the vector. Two specific primers were designed for isolation and amplification 
of attB region from pDrBB2 vector, using Oligo®5 software. Gel electrophoresis and PCR analysis 
were performed on the amplified fragment in order to confirmation of its structure.  
Results: The attB region was successfully integrated in to pSVM vector and was shown by gel 
electrophoresis. Colony PCR technique has revealed the correct structure of the reconstructed 
vectors. 
Conclusion: In this study, the phiC31 integrate catalyzes recombination between pseudo-attP sites 
(in CHO chromosomes) and attB site. A new construct has been made in this project containing 
attB site. This construct has to be introduced into CHO cells accompanied with pCMV-int vector 
(co-transfection) containing integrase. This integrase facilitates the incorporation of the pSVM 
vector into the chromosome, in order to get a permanent existence of the new construct into the 
CHO cells. 
 
Keywords: CHO cells, Eukaryotic genome attachment site, Site-specific recombination, 
recombination, Construct, Gel electrophoresis. 


