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در سازه هاي لنتي ويروسي و غير ويروسي و  (Huso huso)فيل ماهي  (GH)کلونينگ ژن هورمون رشد 

 بررسي بيان ژن در سلولهاي  بنيادي جنيني انساني
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دهيچک   

ق ياز طر يان پرورشيزان رشد ماهيش ميافزا ،يپرور يقات آبزيک در تحقيژنت يمهندس يکاربردهان ياز مهمتر يکي

 نيا ، ساخت و سنتزانتقال ژن گونه تلاش در جهت ش از هرياما پ ست.آنهاهورمون رشد به  يها انتقال ترنس ژن

ژن  يب حاوينوترک يها روسيو ي، ساخت لنتقيتحقن ين رو هدف از اياز ا است. يالزام مطلوب يها ترنس ژن

هدف، به منظور  يها به سلول يانتقال سازه ژن ياز آنها برا يريو بهره گ Huso huso يل ماهيف(GH)  هورمون رشد

که با  يل ماهيف هورمون رشد cDNAن مطالعه، يدر ا .است يانيب يزهايو آنال ب هورمون رشدين نوترکيد پروتئيتول

ن قطعه يسپس ا ه وشدر يتکث  PCRکيتوسط تکن ،بود شده ز سنتزيپوفياز غده هاستخراج شده  RNAاستفاده از 

 تاًينها مشخص برش داده شده و يميآنز جايگاه هايبر اساس  pTZ57R/T يدينگ در وکتور پلاسميژن پس از کلون

بدين گونه اين سازه قادر به  د.يو ساب کلون گردوند يپ  pNL-EGFP/CMV-WPRE يروسيو يبه بدنه ناقل لنت

)ناقل انتقال  يينها ناقل همزمان ترانسفکشن يط توليد تيترهاي بالايي از ويروس هاي نوترکيب بالغ و فعال است.

pLV-GH-IRES-EGFP) روسيو ي)ناقل بسته بند يکمک ناقل دو همراه بهpCD/NL- BH*ΔΔΔ  يو ناقل غشائ 

LTR-G) يانسان ينيجن يسلولن به درون رده يپوفکتاميل باHEK-293T، سازه يحاو بينوترک يها روسيو يلنت 

بواسطه  ،EGFPن وکتور ژن نشانگر يدر ساختار ا شدند. از آنجاکه دييتأ  RT-PCRکيا تکنب و ديتول نظر مورد يژن

 سهولته کشن باان ژن در مراحل ترانسفکشن و ترانسديقرار داده شده است، ب GHدر فرودست ژن  IRESقطعه 

ظ سوپرناتانت يو تغل يسلول ن ردهيا در بينوترک يها روسيو يلنت نيا ونيتراسي. با تدش يريگيپ تحت نور فلورسنت

ب بدست آمد، که در حدود ينوترک يها روسياز و يظياستوک غل ،Amiconن يص پروتئيتخل يها با ستون يروسيو

 يترهايتروس حامل ژن( يهدف با و يها سلول يک پنجم کل استوک( توانست در مرحله ترانسداکشن )آلوده سازي)

ن يدار پروتئيان پايتاً بينها .دينماد يرا تول يل ماهيف  GHب بالغ و فعال حامل ژنينوترک يها روسياز و ييبالا

و  هشدآشکار ها  ن سلولينت در اکروسکوپ فلورسيتحت م EGFPن نشانگر يبه همراه پروتئ يل ماهيهورمون رشد ف

ن است که از لحاظ يانگر ايق بين تحقياج ينتاد. يمحرز گرد mRNAدر سطح  RT-PCR زيلآناان توسط ياثبات ب

و در جهت  برخوردار است ييار بالايبس ييک از کارآين تکنيا ،يروسيو ين لنتيبواسطه ناقل روش انتقال ژن يابيارز

 بعنوان دارو و نيز از ديدگاه مولکولي در عرصه تخليص و انبوه سازي هورمون رشد نوترکيب فيل ماهي يبستر ساز

راه است توانسته  مطالعه نياک، يترنس ژن يد گونه هايو تولان يگر آبزيان و ديبه ماه GHانتقال ژن  و در جداسازي

 گشا باشد.
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مقدمه. 1  

نوترکيب و مهندسي ژنتيک،  DNA تکنولوژيامروزه 

افق هاي روشني از بيوتکنولوژي مدرن را در حوزة 

شيلات و حفاظت از ذخاير آبزيان گشوده است، به 

نحويکه تشکيل پايگاه داده هاي عظيم ژني آبزيان و 

ثبت نمونه هاي بسياري از ماهيان ترنس ژنيک حامل 

ي نوين در صفات اقتصادي شيلاتي، گواه وقوع تحولات

 ,Dunham) عرصه تکثير و پرورش آبزيان است

2004) . 

ماهيان خاوياري )تاس ماهيان( از نظر اکولوژيک، 

بيولوژيک و اقتصادي، از جمله منابع زيستي ارزشمند 

ملي، منطقه اي و بين المللي هستند و بدليل توانايي 

آنها در توليد خاويار )مرواريد سياه( از جايگاه تجاري 

. اي در صنعت شيلات و آبزي پروري برخوردارندويژه 

 يستگاه هايز ان درين ماهير ايل کاهش ذخاياما بدل

ست يد زيشد يها يش آلودگيافزا از يناش يعيطب

ر و يت ذخايفراتر از ظرف ي، بهره برداريطيمح

رشد و بقا  يمساعد برا يايت مناطق جغرافيمحدود

ان با يماه نيدر حال حاضر اگر يار عوامل ديآنها و بس

)سرافراز،  مواجه شده اند خطر انقراض گونه ها

ر و يذخا يبازساز ياز برنامه ها يروي(، لذا پ3131

شرفته انتقال ژن و يپ يها کياز تکن يريبهره گ

ژه در يبو يپرور يک در صنعت آبزيژنت يمهندس

ان، ياء تاس ماهيو اح Huso husoريارتباط با تکث

 شود. ير محسوب مياجتناب ناپذ يامر

ران يا يآبها ين ماهيبزرگتر يل ماهيان فين ميدر ا

خزر  يايدر يان بومين انواع تاس ماهياست و در ب

با  يعلت سرعت رشد فوق العاده، سازگاره ز، بين

ار و ارزش يت ممتاز خاويفي، کيط پرورشيشرا

ار حائز يبس يپرور يآن از نقطه نظرآبز ياقتصاد

 ييز، گونه اين يدگاه مولکوليت است و از دياهم

 . است يلاتيش يوتکنولوژياهداف ب يمناسب برا

ک ين يا سوماتوتروپيان هورمون رشد يدر ماه

 يبا وزن مولکول يديپپت يتک پل ينيهورمون پروتئ

 له سلوليلو دالتون است که بوسيک 21تا  23 يبيتقر

 يز ساخته ميپوفيه يسوماتوتروپ بخش قدام يها

نه يد آمياس 222باً يتقرن هورمون متشکل از يشود. ا

است.  يديسولف يد يدو باند داخل يبوده و دارا

خانواده  ين در اعضايستئياز س يغن يها وجود بخش

GH بشدت حفاظت  ين توالين است که ايانگر ايب

ت هورمون رشد در ياز نقش پر اهم يشده بوده و حاک

 .(Canosa, 2007)است  يکيولوژيب يها تيفعال

ک يولوژيزيک عملکرد في يدارا هورمون رشد

م ين هورمون در تنظياست. ا ينيک اندوکريوتروپيپل

ع يک چون، تسريولوژيزيده فيچيمتعدد و پ يندهايفرآ

، يج انرژي، بسي، رشد و نمو گناديکيرشد سومات

دراتها، ينها و کربوهيها، پروتئيسم چربيم متابوليتنظ

د ي، توليمنيستم ايس ي، کارکردهايم اسمزيتنظ

 ياجتماع ين، اشتها و رفتارهايو تکو يستيدگردمثل، 

گر يان بر خلاف ديمشارکت دارد. از آنجاکه در ماه

 يبرا ،طول عمر ادامه دارد يمهره داران، رشد در تمام

ده يچيک شبکه منظم و پيتوان  يم GH يتهايفعال

 ياز فاکتورها ياريف کرد که بسيرا تعر ييا

 ,Canosa)رد يگ يرا در بر م يطيو مح ينياندوکر

2007). 

 يبرا يمتعدد يها روشک، يژنت يدر حوزه مهندس

 يبکار م يجانور يها سالم در سلول يانتقال ژن ها

، يتوان آنها را در چهار دسته کل يرود که م

، ييايمي، ترانسفکشن شيکيزيترانسفکشن ف

( و يروسيو يها ترانسداکشن )استفاده از حامل

م ي( تقسييايباکتر يحاملها)استفاده از  وفکشنيباکتر

 که يروسيانتقال و در .(Twyman, 2005)نمود  يبند

 روسياز و است انتقال روش نيمؤثرتر و نيعتريشا

 يها روسيو ،(AV)ها  روسير آدنووينظ مختلف يها

ها  روسيرتروو ،(AAV)ها  روسيوابسته به آدنو و

(RV) ها  روسيو يو لنت(LV) يم استفاده 

 .(Lundstrom, 2003)شود

 از ها روسيو يلنت ويروسي، ناقلين اين جمله از

 ها، روسيهمانند رترووکه  ،هستند دهيريرتروو خانواده

 به را خود يها زبان، ژنيم سلول به ورود از پس قادرند

 سازوکار کي از يبا برخوردار کنند و متصل سلول ژنوم

 وارد ،يسلول ميتقس از بهين بدون توانند يم ده،يچيپ
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ببرند و  شيپ را ژنوم آن به الحاق و شده زبانيم هسته

 هر يساز آلوده قادر به ها روسيو يلنت قت ،يدر حق

 ريناپذ ميتقس و ريپذ ميتقس نوع سلول دو

زيرا آنها  .(Quinonez and Sutton, 2002)هستند

براي انتقال اطلاعات ژنتيکي خود به سلول ميزبان، 

وابسته به تقسيم سلولي نبوده و داراي يک ماتريکس 

پروتئيني و سيگنال جايگيري در هسته هستند که 

ي آنها را قادر مي سازد، کمپلکس پيش الحاقي ويروس

را طي يک فرآيند انتقال فعال از خلال منافذ غشا 

هسته به درون آن منتقل کرده و امکان تلفيق پايدار 

ژن ها را در ژنوم سلول ميزبان فراهم سازند 

(Ansorge, 2010). ها،  از طرفي برخلاف رتروويروس

براي ورود پرولنتي ويروس به هسته ديگر نيازي به 

ديواره هسته نيست، لذا اين تقسيم سلولي و فروپاشي 

ويروس ها بسهولت از ديواره سالم هسته عبور مي 

 يلنت گريد تيمز .(Mitchell et al., 2004) کنند

 يها بخش به يخارج يالحاق ژن ها در ها روسيو

دار ترنس ژن در سلول يان پايزبان و بيم ژنوم فعال

 يژن يند خاموش سازيک فرآيزبان بدون تحريم

 ;Schroder et al., 2002)است زبانيستم ميتوسط س

Mitchell et al., 2004)  است داده نشان قاتيتحقو 

انتقال  يراتوانند ب يم يروسيو يلنت يها ناقل که

 يمنيا پاسخ جاديا عدم به توجه با هدفمند ژن

ان ژن و يب يداريپا و ژن انيب يبالا زانيم و ناخواسته

 ار موثر باشنديبس ژن يمقاومت در برابر خاموش ساز

(Ansorge, 2010).  يها ناقل از نسل سه تاکنون 

 نسل که يطور است، به شده يمعرف يروسيو يلنت

 به خطر توجه با يبالاتر يستيز يمنيااز  ها آن سوم

 نيا در .است برخوردار ها روسيو نيا بودن زايماريب

 سوم نسل يروسيو يلنت يها ناقل از ،زين قيتحق

 وجود بدون مجزا ناقل سه يدارا که شده استفاده

 امکان صورت نيا در، است آنها در همسان يها يتوال

 ژن گرفتن قرار هم کنار و ها ناقل نيا نيب يبينوترک

 نيا(Ramezani, 2002).  ندارد وجود يروسيو يها

 ،يکمک ناقل دو دهند و انتقال ناقل کي ستم شامليس

 نيهمچن روس است.يکننده و يو بسته بند ييغشا

 (Long Terminal Repeats)  يتوال در

3΄LTRه ياز ناح يقسمتU3  ً152)که حدودا 

به  يروسيو يژنها و  (Δu)شده است( حذفد ينوکلئوت

ن ياست. به ا افتهي کاهش  rev و gag، polسه ژن 

 يها روسيو يا لنتي RCLل يب احتمال تشکيترت

ن ييار پايز، بسيو عفونت زا ن يمستعد همانند ساز

ن يپروتئ يجا به .(Escarpe, 2003)خواهد بود 

نوع  انسان يمنيا ستميس نقص روسيو Env يپوشش

I،  (Human Immunodeficiency virus Tupe-1: 

HIV-1)  نياز پروتئ  VSV-Gشود که يم استفاده 

 vesicular)سيتيکولار استوماتيوز روسيو به متعلق

stomatitis) ش ياست و گرا(Tropism) يعيوس يبافت 

 يدارا يکمک يدهايپلاسم از کي چيه يطرف دارد. از

 ,Yee et al) ستندين LTRو  يبند بسته يها يتوال

1994; Zufferey et al, 1998; Ansorge, 2010). 

 يروسيو يلنت يها توسط ناقل ژن انتقال تيظرف

که . (Segura, 2006)است لوبازيک 3 حدود و محدود

 يزيکوچک سا يها ن مسئله در مورد ژنيالبته ا

 يجاد نميا يمشکل يل ماهيچون هورمون رشد ف

 يها برا روسيو يق حاضر، لنتيدر تحقاز اين رو  کند.

 يها به سلول يل ماهيژن هورمون رشد ف انتقال

ن منظور و يبد .ده شدنديبرگز يانسان ينيجن ياديبن

ژن  يدينوکئوت ير فوق، تواليدر مسن گام يدر اول

ن ژن در بحث يبعنوان مهمتر ،(GH) هورمون رشد

 روسيو يان، به بدنه لنتيع رشد آبزيش و تسريافزا

و  انتقال دهنده( ي)بعنوان وکتورها بينوترک يها

وکتور )بعنوان  يروسير ويغ ينطور به سازه هايهم

ژن  از متشکل يژن سازه کيو  حامل ژن( متصل شد

 يتحت کنترل پروموتورها يل ماهيهورمون رشد ف

 يژن سازه نيا سپس و شد ساخته و يطراح مناسب

 در داريپا شدن وارد هدف با يروسيو يلنت ناقل توسط

ک يهدف بعنوان  يسلول رده ژن به انيزبان و بيم ژنوم

 .ديک منتقل گرديوتيوکاريمدل 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=12573051&query_hl=80&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=12573051&query_hl=80&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=12573051&query_hl=80&itool=pubmed_docsum
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 . مواد و روش ها2

ون يترنسفورماس روش با دهايپلاسم همه

(Transformation) گونه ياکلياشرش يباکتر در 

Top10F′مربوط استاندارد دستورالعمل براساس و 

 رشد يبرا .(Sambrook et al., 2001)شدند ريتکث

 LB-broth (Luria Bertani-broth) طيمح از هايباکتر

 322 ي( حاوMerckساخت شرکت )آلمان،  

 شد استفاده نيليس يآمپ تريل يليم بر کروگرميم

 صيتخل ليقب از يمولکول يها يدستکار هيکل.

 يها واکنش و نگيکلونوکتور DNA ،T/A و ديپلاسم

، يص از ژل، غربالگري، تخليميآنز يها برش ،يميآنز

 ينمونه ها يآگاروز، انبوه ساز ژل الکتروفورز

ون يگاسيون و ليترانسفورماس يها ، واکنشيديپلاسم

 سازنده يها شرکت دستورالعمل اساس برره يغ و

 ينمونه ها يخالص ساز شد. انجام ت هايک

با استفاده از  مطالعه نيا در شده استفاده يديپلاسم

 (Qiagen)آلمان، از  Miniprep  و Maxiprepت يک

( Roche)آلمان، ز از يت استخراج از ژل نيانجام شد. ک

 محدود کننده ازآندونوکلئاز  يمهايد. آنزيه گرديته

گاز از يل T4 DNAم يآنز و (Fermentas، يتواني)ل

ز ين (Primers) آغازگرها است. سنتز شده هيپرومگا ته

انجام  ( Gen Fanavaran، رانيا) توسط شرکت

 رفت.يپذ

ژن هورمون رشد  PCRق حاضر از محصول يدر تحق

و به شماره  bp 515به طول  H. huso يل ماهيف

 استفاده شد. (NCBI) يبانک ژندر  AB 517597ثبت

از بافت  يک نمونه برداري يژن، ط cDNAن قطعه يا

ده قطعه از فيل ماهيان مرکز تکثير و ز يپوفيغده ه

به  پرورش ماهيان خاوياري دکتر شهيد بهشتي،

آزمايشات در اين  .ساخته شده استPCR - RTروش

 تحقيق شامل دو بخش مولکولي و سلولي مي باشند.

آزمايشات بخش مولکولي شامل دو مرحله کلونينگ 

نخست کلون ژن هورمون رشد فيل ماهي در است، 

و  (pTZ57R/T ناقل غير ويروسي )کلونينگ وکتور

-pNL) دوم اتصال اين ژن به ناقل لنتي ويروسي

EGFP/CMV- WPRE ) و سپس انجام آناليز هاي

 بنام زين يروسيو ين لنتيناقل بياني و عملکردي است.

 pLV-EGFP (pNL-EGFP/CMV-WPRE) يها

)ناقل  pCD/NL-BH*ΔΔΔا ترانسفر(، ي)ناقل انتقال 

(، از ي)ناقل غشائ LTR-Gروس(، يو يبسته بند

 . (Pluta et al., 2005)ه شدند يته Reiserشگاه يآزما

 يميآنز برش گاهيجا دادن قرار با ازين مورد يآغازگرها

آنها  ساخت سفارش و يطراح ′5 يانتها در مناسب

 12 يط آن PCR واکنش برنامه .(3)جدولداده شد

 GH ژن ياختصاص يمرهايپرا يب برايترت بهکل يس

 يواسرشت ساز: ن قرار استيبه ا فيل ماهي

(Denaturation) يواسرشتگ و قهيدق 5مدت  به هياول 

درجه  C 31° يدر دما کي هر هيثان 12 مدت به هيثانو

 يبرا آغازگر (Annealing)اتصال  يدما ،گراديسانت

 ليطو يه، دمايثان 15 مدت به GH °C51 قطعه ژن

قه يدق 3به مدت  C 22° (Extension)شدن و بسط 

 وون يانکوباس يبرا C 22° يز در دمايقه نيدق 32و 

 bp515 يک قطعه ژن که  PCRمحصول  انتها در

 .شد نگهداشته گراد يسانت درجه 1 يدما دراست 

که  يدرون ژن يمرهايتوسط پرا PCRط واکنش يشرا

را  bp122به گونه ايي طراحي شده اند که يک قطعه 

 12يبرا ،توليد نمايند فيل ماهي GHدرون ژن 

 يواسرشت ساز يقه برايدق 5: از  عبارت استکل، يس

در ه هر دو يثانو يواسرشت ساز يبراه يثان 12 ه وياول

 يبرا  C 1/52° يه در دمايثان C 31، 15° يدما

 32بسط و  يبرا  C 22° يقه در دمايدق 3اتصال، 

 ون.يانکوباس يبرا C 22° يقه در دمايدق

 

 

 
 

 آن ها PCRمحصولات  قطعات طول هورمون رشد و يسازه ژن قطعات ريتکث يبرا شده يطراح يآغازگرها يدينوکلئوت يتوال .3جدول
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وم يديات با %3آگارز  ژل يرو PCR محصولات واکنش

 با و شده يزيآم رنگ (Ethidium bromide) ديبروما

دستگاه مستند ساز ژل  بنفش ماورا اشعه زا استفاده

 مورد ژن يباندها. شد مشاهده( UV)دستگاه مولد 

  صيتخل تيک از استفاده با و دهيبر ژل يرو از نظر

DNAاز ژل، High pure PCR product 

purification kit  آلمان، محصول شرکت(Roche )

در اولين مرحله از کلونينگ  ص شد.يتخل افت ويباز

 ريتکث GH قطعه ژنژن هورمون رشد فيل ماهي، 

 نگ يکلون ناقل در جداگانه طور شده، به

pTZ57R/Tل(يتواني ،Fermentas)  طبق دستورالعمل

 يو ط InsTAclone™ PCR Cloning Kit تيک

 يدرجه سانت 35 يون( )دمايگاسيواکنش الحاق )ل

ند يفرآ د.يگردکلون ک شبانه روز( يگراد به مدت 

به  يديپلاسم DNA  ون و انتقاليترانسفورماس

 Top ه يسو E. coli مستعد شده ييايباکتر يسلولها

رفت. يانجام پذ يک شوک حرارتيبا استفاده از تکن10

ب ترانسفورم شده با ينوترک يدهايز پلاسميسپس آنال

اندونوکلئاز  يم هايله آنزيو بوس يميهضم آنزروش 

و توسط ( 3-تعريف شده توسط کيت )شکل

  PCRزيز روش آناليژل آگارز و ن يالکتروفورز بر رو

ه شده يتعب يميآنز يها ه جايگاهبا توجه ب انجام شد.

مد نظر در  يميآنز جايگاهز ينو  pTZ57R/Tدر وکتور 

، pNL-EGFP/CMV-WPRE يروسيو يوکتور لنت

در وکتور حامل و برش وکتور ناقل  GH برش ژن

 محدود کننده يمهايتوسط آنز يروسيو يلنت

(EcoR1/BamH1)  ن يو بد (3-)شکل رفتيپذصورت

-pLV يروسيو يدر ناقل ترانسفر لنتGH  شکل ژن

EGFP  در فرادست ژنEGFP بواسطه قطعه IRES 

-pLV-GH ييب نهايد نوترکيوند زده شده و پلاسميپ

IRES-EGFP  دييتأ يبرا .(1و2)شکل  ده شدينام 

 هضم و واکنش PCR، واکنش يينها ديصحت پلاسم

انجام  ديپلاسم نيا در ن  قطعاتيا يبرا يميآنز

 يطراح هاآغازگر ،يژن سازه يتوال نييتع ي. براپذيرفت

، رانيشد )ا ارسال يتوال نييتع به منظورنمونه  همراه و

Gen Fanavaran .)ديپلاسم pLV-GH-EGFP يبرا 

 ديص پلازميتخلت يبا ک يبعد مراحل در استفاده

Maxiprep ،آلمان( Qiagen.استخراج شد )
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 pTZ57R/T  (InsTAclone™ PCR Cloning Kit).پلاسميد . 3شکل

 

 
کلون  سابدر تحقيق حاضر،  (Reiser, 2000). .(pNL-EGFP/CMV-WPRE) يروسيو ياز ناقل لنت يکيشمات ينما .2شکل

نيز در آن تعبيه گرديده است که در تصوير  EcoR1/BamH1 هاي ديگري از اين وکتور پايه تهيه شده است که جايگاه هاي آنزيمي

 نشان داده نشده است.

 

 

 

و  GH يک توالي ين ناقل دارايا. (pLV-GH-EGFP)يل ماهيب حامل ژن هورون رشد فينوترک يروسيو ياز ناقل لنت يشمائ .1شکل

 باشند. يم CMVاست، که مجموعاً تحت کنترل پروموتور  IRES-EGFPک کاست ي
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 يها با اقتباس از روش يه مراحل بخش سلوليکل

رفته ياستاندارد انجام پذ يشگاهيآزما

از  يروسيمولد و يها سلول (Freshney, 1994).است

ه شدند و يپاستور ته ياز بانک سلول  HEK-293Tرده

 يحاو High Glucose DMEMط کشت يدر مح

 کروگرميم 322ن و يليس يپن تريل يليم بر واحد 322

 / Penک يوتيب ين )آنتيسيتر استرپتومايل يليم بر

Strep ،)2 سرم 32به همراه  نيگلوتام مولار يليم %

درجه  12ط يمرطوب با شرادر انکوباتور ، (FBS)يگاو

 ي)تمامکشت و پاساژ داده شدند CO2% 5گراد و يسانت

ز يگر مواد لازم نيد .کا(ي،آمرGibcoمواد از شرکت

، (PBS) ي، محلول بافر نمکNaHCO3عبارتند از: 

 ن ، فلاسک ي، محلول ترپس 2X HBSمحلول 

T75وT25پان بلو و لام يکشت سلول ، تر يت هاي، پل

د يو تول (Transfection)ترانسفکشن يبرا .نئوبار

 يدر پتر HEK-293T ون سلوليليم 2روس، حدود يو

گرد مخصوص کشت  متري يسانت 32 يش هايد

ساعت قبل از ترانسفکشن کشت داده شدند  21سلول 

ش را پر يد يپتر ي% فضا52-52تا در روز بعد حدوداً 

هزار  122ز تعداد ين يروسيو يآلوده ساز يند. براينما

 ساعت قبل از 21خانه و  5 يتهايول در پلسل

 يراب ( کشت داده شدند.ي)آلوده ساز ترانسداکشن

ب و فعال از روش ينوترک يروس هايو يد لنتيتول

ت ين و ازکيپوفکتاميل -DNAترنسفکت با کمپلکس 

 DNA-LipofectamineTM  يها کمپلکس يحاو

ن يا ي( استفاده شد. براInvitrogen، کاي)آمر2000

ت، يمنظور، بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده ک

ساعت قبل از  2روس را يمولد و يها ط سلوليمح

 5/3وژ يکروفيلوله م 2ض کرده و يترنسفکشن تعو

همزمان  3د. در لوله شماره يآماده گرد يتريل يليم

کروگرم از يم 22زان يرا به م يروسيو يسه ناقل لنت

ن بسته ياز ناقل کيکروگرم از هريم 35 ناقل ترانسفر و

 522ل به حجم يخته و با آب استرير يو غشائ يبند

ط يز از محين 2 تر رسانده شد. در لوله شمارهيکروليم

DMEM تر و از يکروليم 125زان يبدون سرم، به م

خته، يتر ريکروليم 25 زانين به ميپوفکتاميمحلول ل

د، سپس يپتاژ گرديپ يهر دو لوله بخوب يها محلول

اضافه کرده، پس از  3را به لوله شماره  2لوله شماره 

قه در يدق 12پتاژ مجدد محلول حاصله را بمدت يپ

ر هود نگه داشته شد، تا محلول ياطاق و ز يدما

ن محلول را يد. سپس ايبدست آ DNAاز  يمطلوب

د. يها اضافه گرد به سلول يو به آرام يبصورت قطره ا

 Transfected)ترنسفکت شده  يپس از آن سلول ها

cells) 5با  مرطوب ساعت در انکوباتور 5-5مدت ه ب  

 يسانت درجه 12حرارت  و کربن دياکس يدرصد د

ط يط کشت آنها با محيگراد انکوبه شدند. روز بعد مح

DMEM 32و  نيمولار گلوتام يليم 2 يد حاويجد 

د. بعد يض گرديتعو(FBS) گوساله  نيجن درصد سرم

 يروس و رها سازيود يها تا تول ن مراحل سلولياز ا

مذکور در بالا  يط انکوباتوريط در شرايآن به مح

 ط کشت سلولين منظور، محيا يبرا.شدند ينگهدار

 يمحتو ييمولد ترانسفکت شده )سوپ رو يها

 از پس ساعت 13و  21ب( در ينوترک يها روسيو

ميکرون  15/2جمع آوري شده و از فيلتر ترانسفکشن 

 است داده نشان ما آزمايشات مقايسه ايگذرانده شد. 

 ژن انتقال و آلودگي از قدرت ترکيبي، چنين که

لتر شده به يط فيمح سپس است. برخوردار بالاتري

 Amicon-100نيص پروتئيتخل يها درون ستون

MW (Millipore) قه يدق 32مدت ه و بشده خته ير

ن يد. ايفوژ گرديقه سانتريدور در دق 1522سرعت با 

لتر يمرحله منجر به عبور بخش اعظم سوپرناتانت از ف

 يه محلول ميستون فوق و عملاً جدا شدن آن از بق

 از ون،يلتراسيف مرحله کي انجام ن گونه بايشود. بد

شده و  حاصل نانياطم ييايباکتر يآلودگ وجود

 يلتر که محلوليمانده در پشت ستون فيمحلول باق

 ياست، حجم يونيريره و مملو از ذرات ويظ، تيغل

ن محلول را به يتر را داراست. ايکروليم 522معادل 

وژ منتقل کرده و بعنوان استوک يکروفيم يلوله ها

 يبلافاصله مورد استفاده قرار داده شد. برا يروسيو

از  يمختلف يهدف حجم ها يها آلوده ساختن سلول

به را تر( يکروليم 222و 322،  52ري)مقادن استوک يا

به صورت  يت سلوليخانه پل 5ب به سه خانه از يترت
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ط رشد ذکر ياضافه کرده و در شرا يبه آرامو  يقطره ا

ان ترانس ژن فلورسنت يتا ب ،ديشده در بالا انکوبه گرد

ها در مراحل ترانسفکشن و  ر سلوليت شود. تصاويرو

فلورسنت کروسکوپ ير ميدر ز يروسيو يآلودگ

ان ژن نشانگر ين گونه بيره شد. بديمشاهده و ذخ

EGFP ان يکروسکوپ فلورسنت آشکار شده و بيبا م

mRNA با روش   يل ماهيژن هورمون رشد  ف RT-

PCR روسيو يلنت ديتول دييتأ منظور بهد.يمحرز گرد 

 يسيدر سطح رونو انيب يفيک يو بررس بينوترک يها

 ،ن راستاياستفاده شد. در ا RT-PCRک يتکن ژن، از

با  ترانسفکت شده يها سنتز شده در سلول  RNAکل

ت ي، با استفاده از کيروسيو يب لنتينوترک يسازه ها

، از شرکت RNAX plusموسوم به  RNAص يتخل

سنتز  يسپس برا استخراج شد.( Cinnagenران، ي)ا

cDNA ،3 کروگرم از نمونه يمRNA مار شده با يت

DNAase از  يو عارRNAase م رونوشت يرا، با آنز

 (M-MLV reverse transcriptase)بردار معکوس 

 يقه در دمايدق 52مار بمدت يت يمخلوط کرده و ط

گراد و در حضور آغازگر هگزامر  يدرجه سانت 12

و  RNaseو مهارکننده  (Random Hexamer)يتصادف

گراد، يدرجه سانت 22 يقه ماندن در دمايدق 32 تاًينها

نان يرفت. پس از اطميمعکوس آن صورت پذ يسيرونو

ژل،  يحاصله در رو يها cDNAاز سالم بودن 

 25حجم  چرخه در 12به تعداد  PCRواکنش 

 cDNA ،25/2 تريکروليم 2تر، با استفاده از يکروليم

 dNTP،3مولار  يليم MgCl2، 5/2مولار  يليم

  مرازيپل Taqم يواحدآنز 1/2تر از هرآغازگر و يکروليم
(ABI, USA) AmpliTaq Gold DNA polymeras 

 .شد انجام استاندارد دستورالعمل براساس

 

 جي. نتا3

از جمله نتايج اين تحقيق مهندسي ژن هورمون رشد 

 515قطعه  است، بدين شکل که (GH)فيل ماهي 

نگ موسوم يک ناقل کلونيابتدا  GHژن  يجفت باز

واکنش الحاق متصل شده و  يطpTZ57R/T به 

و واکنش هضم  PCRز ينگ با روش آناليصحت کلون

ن يا (. در ادامه1د قرار گرفت )شکل ييمورد تا يميآنز

ک واکنش ي يط( يجفت باز 515)GH قطعه ژن 

ه جدا ين ناقل اولياز ا (EcoR1/BamH1)يميهضم آنز

-pNL يروسيو يبدنه ناقل لنت رد شده و

EGFP/CMV-WPRE ساب ( 3222 ي)جفت باز

 يروسيو يب در وکتور لنتين ترتيبد د.يگرد کلون

pLV-EGFP  ژنGH   در فرادست EGFPوند زده يپ

در حدود  يبا طول يينها بينوترکد يو پلاسم شد

 .ده شدينام pLV-GH-EGFP يجفت باز 32122

 و ساب نگيکلون مراحل تمام يدرست و صحت

 5)شکل  شد دييتأ يميآنز زيآنالو PCR با نگيکلون

توسط شرکت ژن  pLV-GH-EGFP زيندرآخر (. 5و

 فقدان ،يتوال نييتع جيشد. نتا ين توالييتع فن آوران

ل يهورمون رشد ف ژن در زا يماريب جهش هرگونه

 .قرار دادد ييتامورد را  يماه

 
 - GH .Mحامل ژن pTZ57R/T د يدر پلاسم يدرون يمرهايبا پرا PCRقطعات حاصل از واکنش  يالکتروفورزر ژل يتصو .1شکل

 .GH ب حامل ژنيد نوترکيپلاسم -2و  )کنترل( GH ژن -3، (Fermentas)شرکت جفت باز 322استاندارد با وزن  مارکر
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مارکر  -M .(EcoR1/BamH1) يمهايآنز توسط يميند برش آنزيفرآ يغربال شده ط يها از کلون ير ژل الکتروفورزيتصو .5شکل

 .ميو برش خورده توسط آنز يخط يدهايپلاسم -2،1،5،5،2 يفهاي(، ردMetabion)شرکتيلو بازيک 3 استاندارد با وزن

 

 
. GHژن  ياختصاص يمرهايبا استفاده از پراpLV-GH-EGFP  بينوترک يدهايپلاسمPCR محصول  ير ژل الکتروفورزيتصو .5شکل

M- شرکت  322استاندارد با وزن مارکر( جفت بازFermentas) ،3-  محصولPCR  ژنGH ،2-2-  محصولPCR يدهايپلاسم 

 .(H2O)يکنترل منف -Cب، ينوترک

 

 روسيد ويها و تول ترانسفکشن سلول. 3-2

روس يمولد و HEK-293T ينيجن ياديبن يها سلول 

-pLV-GH  نوترکب يروسيو يناقل لنت يريبا بکارگ

EGFPپوفکشن ترانسفکت شدند. حدوداً يبه روش ل

در  EGFPن گزارشگر يان پروتئيساعت بعد ب 32

کروسکوپ ير ميترنسفکت شده، در ز ينمونه ها

ان نمونه ير حاصل از بيتصاو وفلورسنت مشاهده شد 

 ساعت پس از ترانسفکشن عکس EGFP ،21+ يها

 (.2شدند )شکل  يبردار

 
ط يپوفکشن را در شرايبه روش ل  pLV-GH-EGFPيانيد بيبا پلاسم HEK-293Tترانسفکت شده يسلول ها يکروسکوپير ميتصو .2شکل

 دهد. يبدون نور فلورسنت)الف( و نور فلورسنت)ب( نشان م

در  GHان ژن يبها و  سلول ترانسداکشن .3-3

  mRNAسطح 

 يروسيو يتوسط ناقل لنتکه  HEK-293T يسلولها

با  TU/ml 323 تريبا تpLV-GH-EGFP نوترکب 

ب در سه يتر به ترتيکروليم 222و 322،  52ريمقاد

و  (Transduce)وس يخانه ترانسد 5ت يخانه از پل

 22روز ) 1ند. پس از گذشت ه بودشد يآلوده ساز

 EGFPن نشانگر يان پروتئيساعت(، شروع به ب
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ان ژن تحت يب ي(. در بررس3نمودند)شکل 

 5ت يکروسکوپ فلورسنت مشخص شد که در پليم

% از سلولها، در خانه دوم  52خانه، در خانه اول حدود 

GFP% از سلولها  25% و در خانه سوم حدود 322
+ 

ک ين است که حدود ين امر نشان دهنده ايبودند و ا

ظ شده يتر( از استوک تغليکروليم 322پنجم )

 % سلولها را آلوده سازد.322باً ي، توانسته تقريروسيو

روس، يآلوده شده به و يها سلول RNAبا استخراج 

واکنش  ،توسط آنها EGFPان ينان از بيپس از اطم

RT-PCR ان يد بييات يبراGH  و سنتزcDNA  انجام

سنتز شده  ير سازه ژنيت تکثيدر نها (.3)شکلشد

آلوده  يها سلول DNA ياز رو PCRتوسط واکنش 

د ييات PCR محصول ين توالييز تعيو نسازي شده 

  .بود زبانيم سلول ژنوم درGH  يسازه ژن دکننده ورو

 
. pLV-GH-EGFPروسيو يآلوده شده با لنت HEK-293T يتوسط سلولها EGFPن يان پروتئيکروسکوپ فلورسنت از بير ميتصو .3شکل

 دهد. يبدون نور فلورسنت)الف( و نور فلورسنت)ب( نشان مط يشده را در شراآلوده  يها ر سلولين تصويا

 
-pLV-GHروس ناقل يآلوده شده به و HEK-293Tيسلول ها RT-PCRواکنش  يياز محصولات نها ير ژل الکتروفورزيتصو .3شکل

EGFP .M- شرکتيلو بازيک 3 مارکر استاندارد با وزن(Metabion،)3- سنتز شده با  يسازه ژنcDNA يبا لنتشده  آلوده يسلول ها 

 ب.ينوترک يروس هايو يترانسفکت شده با لنت يسلول ها cDNAسنتز شده با  يسازه ژن -2ب، ينوترک يروس هايو

 

 يريجه گي. بحث و نت4

نه يقات در زميت تحقير اکثرياخ يدر طول دهه ها

ان، برانتقال ژن هورمون رشد يک آبزيژنت يمهندس

است  ين ژنيتر ن ژن معموليشده است و ا متمرکز

ک يع رشد و اصلاح ژنتيش و تسريکه به منظور افزا

قرار گرفته است  ي، مورد بهره برداريان پرورشيآبز

(Anathy et al., 2001) .ز، ژن يق حاضر نيدر تحق

د يده و به منظور توليرا برگز يل ماهيهورمون رشد ف

ژن  cDNAب حامل ينوترک يها روسيو يلنت

 ين ژن، در سازه هاينگ ايکلون، (GH)هورمون رشد

 يرفت، سپس برايانجام پذ يروسير ويو غ يروسيو

ح ژن هورمون رشد، ينان از عملکرد صحيحصول اطم

 يانسان ينيجن ياديبن يها ن ژن در سلوليان ايب

 يبعنوان مدل پستانداران( يک رده سلولي)

 قرار گرفت. يابيک، مورد ارزيوتيوکاري

ان، يهورمون رشد ماه ياز ژنها ياديتاکنون تعداد ز

عنوان ه ب Escherichia coli يکليا اياشرش يدر باکتر

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=12573051&query_hl=80&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=12573051&query_hl=80&itool=pubmed_docsum
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ان شده است که در يک کلون و بيوتيک مدل پروکاري

 يان از کاربردهايه ماهيک و تغذيولوژيزيمطالعات ف

 ;Chen et al., 2000)برخوردار بوده است  ياريبس

Ben-Atia et al.,1999; Sekine et al.,1985).  اما با

از  ياريوت است و بسيک پروکاري E. coliن وجود يا

د يتول يندهاير فرآينظ يعيو طب يات اصليخصوص

نها و اصلاحات پس يپروتئ ين، تاه خوردگيپروتئ

وتها متفاوت است. از يوکاريآن، اساساً با  ييترجمه ا

پس  يندهايدر فرآE. coli  نيت پائيظرف يطرف

ب ينوترک يها نيد پروتئيباعث شده تول ييترجمه ا

 De Bernardez)رد يفعال در آنها کمتر صورت پذ

Clark, 1998). يها ستميشرفت سيبا توسعه و پ 

ن مورد از هورمون رشد يک، چنديوتيوکاري يانيب

 چون مخمر يکيوتيوکاري يها ان، در سلوليماه

Saccharomyces cerevisiae   وPichia pastoris   و

 Tsai)ان شده است يب زينHeLa cell line  يسلولها

et al.,1994; Feng, 2006). چ يه ن وجود تاکنونيبا ا

ان در يان ژن هورمون رشد ماهيبر ب يمبن يگزارش

منتشر  HEK- 293Tک يوتيوکاري ياديبن يسلولها

 روسيو ينکه  لنتيبا توجه به ا ينشده است. از طرف

 ها از گر روشياس با ديدر ق ژن انتقال بحث در ها

تا  شده ن امر سببيا برخوردارند. ييبرجسته ا يايمزا

 يبرا برتر، ژن نيناقل عنوانبه  ها روسيو يلنت از

ک استفاده يو ترنس ژن يتکامل -يکيولوژيزيمطالعات ف

 نوع دو هر قادرند يروسيو يلنت يها را ناقلي، زدگرد

ق ير را از طريم ناپذيتقس و ميحال تقس در هدف سلول

که   (Preintegration) يش الحاقيپ کمپلکس ليتشک

ژنوم سلول کنند و ژن را در  يم عبور هسته يغشا از

ن امر باعث انتقال يسازد، آلوده سازند. ا يق ميتلف

 ,.Ansorge et al)ژن خواهد شد  يان بالايموثر و ب

2010).   

ان مستقل يب يک اساساً برايسترونيس يب يوکتورها

ده يژن گزارشگر( ا يگريدا و ديژن کاند يکيدو ژن )

در ساختار   IRESرا بخاطر وجود عناصريز ،آل هستند

دا و ژن يان همزمان ژن کانديوکتورها امکان ب نيا

ار يبس ييل شده است. امروزه کارايگزارشگر تسه

 يها ستميک در سيسترونيس يب ين وکتورهايا يبالا

ده يان و پستانداران به اثبات رسيماه يانيب

ق ين رو در تحقياز ا. (Anathy et al., 2001)است

با  يروسيو يک لنتيسترونيس يک وکتور بيحاضر از 

 ييد نهايستفاده شد و پلاسما EGFPژن گزارشگر 

شد.  ينامگذار pLV-GH-IRES-EGFPساخته شده 

ان ياز ب ينشانگر سهم EGFPان يب بين ترتيبد

ک نشانگر يز، است و تراکم رنگ سبز يهورمون رشد ن

در مطالعه حاضر،  ان ژن است.يبر شدت ب يمبن يقو

ب ناقل ينوترک يروسيو يلنت يپس از ساخت سازه ها

ن يکلون شده در ا ي، تواليل ماهيف ژن هورمون رشد

شده و  ين توالييناقل، توسط شرکت ژن فن آوران تع

با  NCBIآن در  يدينوکلئوت يتوال BLASTپس از 

، صحت يل ماهيهورمون رشد ف يدينوکلئوت يتوال

 يانيز بيج حاصل از آناليد شد. بعلاوه نتايينگ تايکلون

 يروسيو ين سازه لنتينشان داده است که اولاً ا

ل يژن هورمون رشد ف ينوترکب توانسته است، توال

آلوده شده به  يها اً سلوليان کند. ثانيرا ب يماه

قادر به سنتز و ترشح هورمون  ،زيب نيروس نوترکيو

گر ياز د ط خارج شده اند.يرشد بالغ و فعال به مح

 يترنسفکشن سلول يها ق بهبود روشين تحقيج اينتا

را اگرچه يپوفکشن است زياز روش ل يريبا بهره گ

ک روش يم يفسفات کلس -DNA يک هم رسوبيتکن

مشکل بوده  يترانسفکشن است اما روش يمعمول برا

زان حجم ير بالا بودن مينظ ييها تيو با محدود

DNA ها به حضور  ت سلولي، حساسيب مصرفينوترک

مواجه است   pHراتييو تغ يرسوب يها کينتيک

(Ansorge et al., 2010; Toledo et al., 2009) . در

 يار ساده تريبس يپوفکشن کاربريکه روش ليحال

 -DNA يپوپلکسيل کمپلکس ليداشته و تشک

 يت کمتريها از سم سلول ين آن، برايپوفکتاميل

 بودن سلول EGFP +برخوردار است و بالا بودن نرخ 

 ن امر است. يد ايها در مرحله ترانسفکشن مو

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=12573051&query_hl=80&itool=pubmed_docsum
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تر از يکروليم 322زان يمق حاضر نشان داد که يتحق

 يتمام يآلوده ساز يظ شده برايتغل يروسياستوک و

نفکت يکه نرخ ايها مناسب است، در حال سلول

EGFPو
 222ها در دوز بالاتر ) بودن سلول +

انگر ين امر بيزان قبل بود و ايتر(، کمتر از ميکروليم

 ست.ا ها سلول يروس، برايو يبالا يت دوزهايسم

Sanches  يدر بررس 2221و همکارانش در سال 

 نيان پروتئيروس و سطح بيو ين دوز مصرفيرابطه ب

را کسب کرده و نشان  يج مشابهيب نتاينوترک يها

 يها برا روسيو يکه، اساساً مقدار دوز مصرف دادند

ن با يهدف و ترشح پروتئ يها سلول يآلوده ساز

 توانند يبالا م يمواجه است و دوزها ييها تيمحدود

ک داشته و منجر به يتوپاتيها، اثرات س بر سلول

در  يمنيستم ايک سييتوتوکسيد سيشد يها واکنش

از  .et al., 2004) (Sanchesآلوده گردند  يها سلول

ها بواسطه  روش انتقال ژن به سلول يابيلحاظ ارز

ن يق حاضر نشان داد که، اي، تحقيروسيو ين لنتيناقل

وس يترانسد يبرا ييار بالايبس ييک از کارآيتکن

لذا در  برخوردار است، پستانداران يها کردن سلول

 ارائه ژن به سلول يتوان از آنها برا ينده ميمطالعات آ

ان ترنس يد ماهيدر بحث تول انيماه يجنس يها

و  ياريان خاويماه يگر گونه هايک )بالاخص ديژن

استفاده کرد. د محصول ارزشمند آنان( يش توليافزا

ن يتوان ا يز ميدارو ن يدر عرصه انبوه ساز بعلاوه

د آن در يزان توليص کرده و ميرا تخل رشد هورمون

 د. نمون ييمولد مستعد تع يها سلول

  يتشکر و قدردان

مصوب در دانشگاه  ينه طرح پژوهشين مطالعه با هزيا

ده است. يخرمشهر به انجام رس ييايعلوم و فنون در

ق در ين تحقيا يشگاهيه مراحل آزمايکن کليل

 يست فناوريک و زيژنت يمهندس يپژوهشگاه مل

ه يت و کليريد که از مدياجرا گرد (NIGEB)تهران 

ج يز مرکز مطالعات خلين پژوهشگاه و نيکارکنان ا

مانه يها، صميگر همکاريفارس بخاطر ارسال ژن و د

 گردد.  يم يسپاس گذار
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Abstract 

Caviar-producing fish with their economically valuable product are important in fisheries. The cDNA 

growth hormone (GH) of Beluga sturgeon (Huso huso) was constructed using total RNA from 

pituitary glands. To construct the recombinant and active lentiviruses carring GH gene, this DNA 

sequence was inserted into the cloning vector pTZ57R/T and subsequently cutted from pTZ57R/T by 

endonuclease enzyme and incorporated into lentivirus vector pNL-EGFP/CMV-WPRE on upstream 

of an IRES cassette. We also insert a reporter EGFP gene downstream of IRES so transfection and 

transduction steps can be traced. Using this vector plus virus packaging and envelope vectors, HEK-

293T cells was co-transfected by DNA-Lipofectamine complexes method. Cell supernatant full of 

virions was collected 48 hours later and concentrated using Amicon columns to obtain a high-titer 

virus stock. Nearly 1/5 of this stock was applied to a new batch of cultured HEK-293T. After 72h 

expression of EGFP gene was detected and the cells was collected for further analysis. Total RNA of 

these transduced cells was extracted and GH mRNA expression was revealed by RT-PCR. Results 

showed that, lentiviral vectors (LV) as a gene transfer system provide efficient delivery, integration 

and long-term expression by establishing a stable provirus in target cells and could be important tool 

in aquaculture and fisheries biotechnology research to increase the growth rate of farmed fish by 

transferring growth hormone (GH) transgenes into fish. 

Key words: growth hormone, Huso huso, Lentivirus, Gene Expression,Transgene. 
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