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 چكيده
اي مهم براي مطالعه يك پروتئين اختصاصي در بيولوژي مولكولي، كلـون كـردن و بيـان آن در     هاي پايه يكي از تكنيك سابقه و هدف:

هاي  از ژنيكي د. نباش تر، آسانتر و ايمنتر مي هزينه كه كم استباشد. از جمله روشهاي منتقل كردن ژن، روشهاي غير ويروسي  سلول مي
سيسـتم   گليالهاي  در سلول است ويكي از اعضاي خانواده نوروتروفيك  . اين ژناست NT4 دارد ژن يفراوانمهم كه كاربردهاي باليني 
هدف از انجام اين  .هاي مختلف نوروني شركت دارد بقا و تمايز رده ،ين نوروتروفين در بيان ژنيا شود. ميبيان اعصاب محيطي و مركزي 

كلونينگ و ترانسفكت اين ژن به منظور مطالعه و دسترسي بيشتر با توجه به نياز به اين فاكتور نوروتروفيك در فعاليتهاي  ساب ،پژوهش
 .   ژن درماني است
 و پـس از آن در بـاكتري اشرشـياكلي   گشته كلون pCMV-SPORT6 در پلاسميد  PCR با روش NT4 در اين تحقيق، ژن مواد و روشها:

پلاسـميد   ازNot I ,Sal I  با اسـتفاده از آنـزيم    NT4ژنپلاسميد نوتركيب از باكتري ميزبان استخراج و . ترانسفورم شد DH5-α سوش
 درون NT4ژن بـرش داده شـد و    Hind III و انجـام كلونينـگ بـا آنـزيم     NT4 قطعه براي پذيرش در مرحله بعد پلاسميد. جدا گرديد
سيلين كشـت داده   حاوي آمپي LB محصول واكنش اتصال در باكتري فوق ترانسفورم و در محيط. كلون شد ساب pEGFP-NIپلاسميد 

گرديـد  ترانسفكت  PC12با استفاده از كيت استخراج پلاسميد، از باكتري تخليص و در مرحله بعد در سلول ب وتركيپلاسميدهاي ن. شد
 .  مورد بررسي قرار گرفت  SDS PAGE ,western blottingب با روشو در خاتمه بيان پلاسميد نوتركيب

توالي صحيحي بوده و تطابق كامل با توالي ژن مورد نظـر  داد پلاسميد ژن مورد نظر حاوي  نشانتعيين توالي  و آنزيمي آناليز ها: يافته
كيلودالتـون   45 ، بانـدي حـدود  SDS-PAGEهاي ترانسفكت شـده بـا روش    هاي جدا شده از سلول آناليز پروتئينرد. در در بانك ژن دا

 .ييد قرار گرفتأبادي مونوكلونال در آناليز وسترن بلات مورد ت مشاهده شد كه با آنتي
 . باشد مناسب مي بيان ارزيابي و يوكاريوتي سيستم به انتقال جهت ،حصحي ساختار دليل به پلاسميد اين گيري: نتيجه

 هاي ژنتيكيوكتور، 4مولكولي، نوتروفين  لونينگشن، كترانسفك واژگان كليدي:
 :به اين مقاله به صورت زير استناد نماييد لطفاً

Sadat Khoramgah MS, Keramati Nia AA, Zarghami NA, Karim far MH, Mohades Ardebili M. Transfection of PC12 
cell line by pEGFPNI- NT4 and protein expression analysis. Pejouhandeh 2012;17(2):91-7. 
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اختصاصي در بيولوژي مولكـولي، كلـون كـردن و بيـان آن در     
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 تر، آسانتر و ايمنتر بـراي اجـرا    كه كم هزينه استغير ويروسي 

 نظـر، بايـد يـك    براي انتقال ژن درمان كننده مـورد  د.نباش مي
 وكتورهــاي). 1حامــل تحــت عنــوان وكتــور اســتفاده شــود ( 

 DNAهــاي كــوچكي از مــارپيچ دولايــه  مولكــول ،پلاســميدي
باشند كه به طور گسترده در انتقال ژن پسـتانداران و بيـان    مي

شوند. ژن طراحي شده بـه درون پلاسـميد وارد    آن استفاده مي
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مورد نظر انتقال  سپس پلاسميد به درون جمعيت سلولي ،شده
يابد. ورود پلاسميد به درون سلول بوسـيله مـواد شـيميايي     مي

باشـد   شود. پلاسميد داراي اجزاي پروموتور ويژه مي تسهيل مي
برند. همچنين اغلـب   كه ساخت پروتئين مورد نظر را پيش مي
 باشـند.  بيوتيـك مـي   محتوي شاخصهاي مقاومت در برابر آنتـي 

انتقـال ژن غيرويروسـي، بيـان ژن     هاي شـايع محدوديتيكي از 
يي كـم آن  آكه نتيجه كـار است صورت ناپايدار در اين روش  به

ترانسـفكت  ). در تحقيقات مختلف به طور متـداول  2( باشد مي
شـود. ايـن سـه روش عبارتنـد از     نمودن به سه روش انجام مي

اســـتفاده از فســـفات كلســـيم، اســـتفاده از ليپـــوزوم (روش 
ــتفاده ــن) و اس ــي. از دو روش اول از  ليپوفكش ــاي ويروس ناقله

ــت      ــر جه ــوقتي و از روش آخ ــودن م ــفكت نم ــت ترانس جه
). در 3شـود (  ترانسفكت نمودن پايـدار و دائمـي اسـتفاده مـي    

يـك   ،ترانسفكت كردن با استفاده از ليپـوزوم  ،روش ليپوفكشن
باشـد.   روش براي وارد كردن ماده ژنتيكي به داخل سـلول مـي  

يي هستند كه به دليل داشتن فسـفوليپيد  ها ها وزيكول ليپوزوم
 .باشـند  ها مـي  دو لايه، به راحتي قادر به اتصال به غشاي سلول

راه را براي انتقال بسياري از فاكتورهاي مورد  ،اين روش انتقال
 ).4ها فراهم كرده است ( نياز به داخل سلول

ها  رونواستفاده از فاكتورهاي رشد و عوامل محافظت كننده ن
آزمايشـات  شده است. به وسيله محققين مختلف بررسي  سالها

 درتجربي اثر حفـاظتي فاكتورهـاي رشـد    هاي  مختلف در مدل
هـاي مغـزي يـا     بيماريهاي سيستم عصبي مركزي مانند سكته

. انـد  تيـو را اثبـات كـرده   اژنر رودوضربات مغزي و بيماريهـاي ن ـ 
تفاده مورد اسها  مانند نوروتروفينبعضي از اين فاكتورهاي رشد 

هـا   اي از پروتئين ها خانواده نوروتروفين. اند نيكي قرار گرفتهيكل
تمـايز و مـرگ جمعيتهـاي مختلفـي از      ،هستند كه ميزان بقـا 

 كننـد.  حسي و حركتي را تنظيم مـي  ،دوپامينرژيك يها نورون
رشد سيستم  درها را آزمايشات مختلف اثر تروفيك اين فاكتور

مكانيزم دقيق اثـر حفـاظتي    ،وجودبا اين . اند عصبي نشان داده
 .)5( ها نشـان داده نشـده اسـت    رونون رويبر اين فاكتور رشد 

 NT4ژن  ،نوروتروفيــكفاكتورهــاي  يكــي از اعضــاي خــانواده
سيسـتم اعصـاب محيطـي و     گليـال هاي  كه در سلول باشد مي

بقا و تمايز  ،ين نوروتوروفين در بيان ژنيا شود. ميبيان مركزي 
وي ر مختلــف نــوروني شــركت دارد. ايــن فــاكتور بــرهــاي  رده

در دوران قبل از تولـد ميـزان    قرار دارد و 19Q13.3كروموزوم 
). در صورت فقدان يا جهـش در ژن  6( كند آن افزايش پيدا مي

سيسـتم عصـبي    يبسـياري از بيماريهـا   ،مربوط به اين فاكتور
همچنـين ژن   .كننـد  همانند هانتينگتون امكان بروز پيـدا مـي  

مربوط به اين فاكتور در كانسر پستان باعث تنظيم بقـا و رشـد    

 ييك اثر اتوكرين محافظتي بـر رو  NT4). 7( شود ها مي سلول
هاي آسيب ديـده در ضـايعات سيسـتم عصـبي مركـزي       رونون

ــيهاي .دارد ــي  بررس ــان م ــيمي نش ــه   ايمونوهيستوش ــد ك ده
 يـن فـاكتور  حاوي ژن ترانسـفكت شـده ا   هاي ترانسپلنت سلول

يي آبـه منظـور افـزايش كـار    . فـوق هسـتند  ماركر قادر به بيان 
هاي  سلول) 8(و همكاران  Huang، فعاليت نوروتروفيك اين ژن

سـاز عصـبي و    هاي پيش بنيادي جنيني موش را ابتدا به سلول
سپس با كلونينگ ژن حامل اين فاكتور و  ،گليايي متمايز كرده

بـه منطقـه صـدمه    و تزريـق آن   ها ترانسفكت آن به اين سلول
بـه نتـايج مهمـي     ،CCIديده موش صحرايي به وسيله تكنيك 

د كـه ترانسـپلنت ايـن    نلفين گزارش كردؤم .دست پيدا كردند
باعـث   هاي بنيادي تمايز يافته بـه منطقـه آسـيب ديـده     سلول

بهبود در رفتارهاي حسي و حركتي اين موشهاي صـحرايي در  
 .شـود  مـي  ،قايسه با گروه كنتـرل در م ،هفته تا يك ماه 2مدت 

روز بعـد از   40جم منطقه آسـيب ديـده در مـدت    حهمچنين 
   .)9( آسيب به مقدار قابل توجهي كم شده بود

تـرين روشـهاي    ترانسفكت و كلونينـگ ژن در زمـره ضـروري   
 ، وتشـخيص بيماريهـا   ،بيولـوژيكي ، مرتبط با مطالعات تكـاملي 

با توجه به  رود. شمار ميمچنين درمان و پيشگيري از آنها به ه
آن  بر ،نياز به اين فاكتور نوروتروفيك در فعاليتهاي ژن درماني

زمينـه را بـراي    ،نآو ترانسـفكت  كلونينـگ   بـا سـاب   تا شديم
 . فراهم كنيم NT4دسترسي بيشتر به ژن 

 

 مواد و روشها
   نگيساب كلون

در سـويه   ابتدا وكتور حامل به منظـور تكثيـر  در اين مطالعه، 
DH5-α  باكتريE.Coli هاي ترانسفورم  ترانسفورم شد. باكتري

انكوباتور  Shakerدر داخل  (LB) لورياني برانتشده در محيط 
سيلين اضـافه گرديـد.    . به محيط كشت آمپيندكشت داده شد
جهـت   هـاي رشـد كـرده از انكوبـاتور خـارج و      روز بعد باكتري

اسـتخراج بـا اسـتفاده از كيـت      .استخراج پلاسميد آماده شدند
High pure plasmid isolation (fermentas)    .بـه  انجـام شـد

بـا   نزيميآاز هضم ، روي وكتور حاملر ييد وجود ژن بأمنظور ت
تـك و دوتـايي   بـه صـورت    NotI, Sal I هـاي  آنـزيم استفاده از 

سـپس محصـولات اسـتخراج پلاسـميد و هضـم       استفاده شـد. 
 گرديد. runروي ژل آگاروز ر آنزيمي ب

 

 امپليفيكاسيون  
 طراحي وكتور از ژني قطعه جداسازي براي مناسب پرايمر ابتدا
پلاسميد به عنوان الگـو اسـتفاده شـد. پـس از طراحـي       از شد و
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ي تنظيم ـه برنام ـ با ترموسايكلرز تكثير ا براي ،مناسبهاي پرايمر
 ـ درجه 58 دقيقه، 6 درجه 95 سيكل 30 صورت به و  دقيقـه ك ي

و  دقيقـه  10ه درج ـ 72 نهايي سيكل يك و دقيقه يك درجه 72
 بـه  پرايمرل اتصاف مختل دماهاي استفاده شد. دقيقه 5 درجه 25

ه درج ـ 65 دمـاي و  ،گرفـت  قـرار  آزمايشد مور PCRالگو جهت 
ي طـور ر پرايم ـ .شـد  ي بهينـه انتخـاب  دما عنوان به گراد سانتي

ر قـرا  ژني انتهاو  ابتدا در كهي برش هاي سايت كه گرديد طراحي
ن پـايي  درد پلاسـمي ي آنزيم هاي سايتع تجم محل در ،گيرند مي

 نداشـته د وجـو  ژند خـو  روي بـر  و داشـته د وجو پروموتر دست
 cleanاز با استفاده بود  شدهتكثير  PCRقطعه ژني كه با  .باشند

up gene kit نظر در  همزمان وكتور بياني مورد سازي شد. خالص
 Hind IIIسـتفاده از آنـزيم   بـا ا  شـد و  و تكثيركشت  LBمحيط 

 (ligation) الحاق خطي شد. سپس قطعه ژني مذكور طي فرآيند
وارد به وكتور مـورد نظـر    T4 DNA ligaseآنزيم  با استفاده ازو 

 4آن محصول الحاق به مـدت يـك شـب در دمـاي      پس از شد.
وارد گـراد انكوبـه شـد. محصـول حاصـل از الحـاق        درجه سانتي

ييد ورود ژن بـه داخـل وكتـور    أبراي ت و پروسه ترانسفورم گرديد
 در بيوتيك كشت داده شـد.  نتيآهاي حاوي  روي پليتر مقصد، ب

 شـدند.  Colony PCRهاي تكثير يافته، وارد مرحله  نهايت كلوني
 ــ در ايـن مرحلــه كلــون  روي پليــت حــاوي ر هــاي رشـد كــرده ب

 همراه بـا پرايمرهـاي   وشده بيوتيك بوسيله سمپلر برداشته  نتيآ
Reverse ،Forward  ــزيم وارد  Taq DNA polymeraseو آنـ

ميكروتيوب شده و در دستگاه ترموسايكلر قرار گرفتند. محصـول  
PCR هـاي مثبـت كـه     نمونه ز الكتروفورز شد ووآگارروي ژل ر ب

حـاوي   LBباند مشخصي را ايجاد كرده بودند به محـيط كشـت   
 High  كيتط توسمحصول  ،روز بعد ديد.بيوتيك اضافه گر نتيآ

pure plasmid isolation kit ز آنــالي، در ادامــه .شــد تخلــيص
ر بـاف  بـا و  زمـان مه آنزيم دو وسيله به ،نوتركيب پلاسميدي آنزيم
 پلاسميدي رو بر آنزيم دو اين اثر محل. تگرف انجام هانآك مشتر

مدت يـك  ها به  نمونه .داشت قرارشده  insert قطعهي سوو د در
هـا بـر    و سپس كل نمونه نددرجه انكوبه شد 37ساعت در دماي 

هـايي كـه در آنـاليز آنزيمـي الگـوي       . نمونـه ديگرد runروي ژل 
بـه   تعيـين تـوالي   و ييصحيحي را نشان دادند بـراي تأييـد نهـا   

 نتيجهسپس  شدند.كشور آلمان فرستاده  sequence labشركت 

ســـايت  BLASTه برنامـــز اه اســـتفاد بـــا تـــوالي تعيـــين
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast هـاي موجـود    جهت تطابق با ژن

 در بانك ژنتيكي بررسي شد.
 

 ترانسفكشن  
در مرحله بعد به منظـور ورود ژن بـه داخـل سـلول از روش     

ژن طراحـي شـده بـه     ،در ايـن روش  .ترانسفكشن استفاده شد

سپس پلاسـميد بـه درون جمعيـت     ،درون پلاسميد وارد شده
ترانسـفكت در ظـروف كشـت     يابـد.  انتقـال مـي   PC12سلولي 

ساعت قبل در آن سلول كشـت داده شـده    48-24خانه كه  6
هـا بـه    گيرد. در زمان ترانسفكت تعداد سـلول  صورت مي ،است
10P

5
P×5/2 رسد. ترانسفكت كردن با اسـتفاده از   در هر ظرف مي

 ترانسـفكت كـردن ليپـوزومي معمـولاً     شـود.  ليپوزوم انجام مي
شـود. در ايـن روش از    هاي اسـتاندارد انجـام مـي    بوسيله كيت

ــرم از     ــك ميكروگ ــد: ي ــتفاده ش ــت اس ــن تروبوفك  DNAراژي
از محيط فاقـد سـرم اضـافه كـرده و      μL350پلاسميدي را به 

بطـور   بمانـد. دقيقه در دماي اتاق بـاقي   30دهيم كه  اجازه مي
و ه محـيط افـزود   از μL350از توربوفكت را به  μL10همزمان 

دقيقــه در دمــاي محــيط بــاقي  30ايــن مخلــوط را بــه مــدت 
دقيقـه   30پـس از گذشـت    .مخلـوط شـود   تا كاملاً ميگذار مي

محتواي اين دو تيـوب را بـا يكـديگر مخلـوط نمـوده و اجـازه       
گـراد   درجـه سـانتي   37دهيم به مدت يك ساعت در دماي  مي

، محتـواي ميكروتيـوب را   مـدت باقي بماند. پس از گذشت اين 
ساعت در انكوبـاتور قـرار    4به مدت آنرا ها ريخته و  روي سلول

سرم اضـافه   وها محيط كشت  در نهايت به اين سلول .دهيم مي
پــس از  د.نشــو ســاعت در انكوبـاتور قــرار داده مـي   48 شـده و 

در روز بعــد از هــا  ســلول ،ترانســفكت نمــودن محــيط كشــت
 .گرديدترانسفكت تعويض 
نوتركيب در  هاي توليد پروتئينجهت بررسي در اين پژوهش 

وسـترن   و SDS-PAGEي هاهاي يوكاريوتي از آزمايش ـ سيستم
 اوليـه  واكنش پايه بر بلاتينگ وسترن .بلاتينگ استفاده گرديد

 بلاتينـگ  ابتـدا  روش ايـن  در. باشـد  مـي  بـادي  آنتي و ژن آنتي
 ژل از پروتئينـي  باندهاي بلاتينگ در. شود مي انجام ها پروتئين

 پروتئين هاي مولكول بلاتينگ عمل در. شوند مي منتقل غشا به
 قـرار  موقعيـت  همـان  در غشـا  سـطح  در و خـارج  ژل زمينه از

 غشـا  بـه  شـده  منتقـل  هـاي  پروتئين شخيصت براي .گيرند مي
 .كـرد  اسـتفاده  اختصاصي هاي بادي آنتي يا ليگاندها از توان مي
ــن در ــژوهش ايـ ــدا پـ ــا ابتـ ــدهاي SDS-PAGE روش بـ  بانـ

 در سـپس . شـدند  جـدا  يكـديگر  از رويـي  مـايع  هـاي  پروتئين
  NT4اختصاصـي  نوكلونـال وم بـادي  آنتـي  بـا  ،بلاتينگ وسترن
 .  گرديد بررسي نتايج و ،مجاور

 
 ها يافته

ز پـس ا  .وكتور به منظور تكثير وارد پروسـه ترانسـفورم شـد   
 High pure plasmidكيــت  هــا توســط گيــري نمونــه رسـوب 
 Not I, Salهاي هضم كننـده   استفاده از آنزيمو با شد  تخليص

I محصولات هضـم و   از ليترميكرويك  سپس ناليز آنزيمي شدآ
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 صـحت ز ا حاكي نتيجه كه شد لود آگاروز ژل روي برپلاسميد 

ميد جهـت  س ـسـپس پلا  .)1(شـكل  بـود  و هضـم  تخلـيص  كار
امپليفيكاسـيون بــه دســتگاه ترموســايكلر منتقــل شــد كــه در  

 ).2(شـكل  ژن مورد نظر به مقدار لازم تكثير پيدا كـرد  ،نتيجه
 آوران ارسال و بعد پلازميد جهت تعيين توالي به شركت ژن فن

 .ييد توالي و بلاست وارد مرحله بعدي گرديدأتاز 
 

 
 ميدساستخراج پلا محصول .1شكل

 pCMV-SPORT6-NT4 :3و  2ستون  bp 1000ماركر  :1تونس
 

 
 NT4 ژنPCR  .2شكل

 NT4ژن : 2ستون ، 100bpماركر  :1ستون
 

بوسـيله هضـم    PCRمحصـول   ،فرآيند امپليفيكاسيوناز بعد 
به منظور ايجـاد انتهـاي چسـبنده آمـاده گرديـد و بـا       آنزيمي 

 سـازي شـد. همچنـين    خـالص  clean up gene kitاسـتفاده از  
تكثير يافتـه و   LBبا كشت در محيط  pEGFP-Nl بيانيوكتور 

ينـد  آبـراي فر  خطي شـد و   Xho Iتوسط آنزيميند هضم آبا فر
محصول مورد نظـر در دمـاي    ،الحاقاز بعد . الحاق آماده گرديد

ساعت انكوبه شد و وارد پديده  14گراد به مدت  درجه سانتي 4

 ـ    هـاي   روي پليـت ر ترانسفورم گرديـد و محصـول ترانسـفورم ب
   .بيوتيكي كشت داده شد آنتي
از  Colony PCRه و با اسـتفاده از  مثبت جدا گشت هاي ونهنم

 LBدر محـيط   سـپس  .)3 (شـكل  ندنظر ورود ژن تأييـد شـد  
محصـول   .كشت داده شده و استخراج پلاسـميد انجـام گرفـت   

آنـاليز آنزيمـي   ، Xho Iو  Hind IIIهاي  بوسيله آنزيماستخراج 
سـپس  . )4د (شكليژل مشاهده گرد يمورد نظر برو ژنشد و 
نمونـه   اني ـو در پا) 5 (شـكل  شـد ژن انجام  يبرا PCRآزمون 

 ،يپـس از بررس ـ  .ارسـال شـد  تعيين توالي  ياستخراج شده برا
   بود.تعيين توالي  دييو تا نگيكلون تياز موفق يحاك جينتا
 

 
 محصول الحاق     Colony PCR. 3شكل

 هاي مثبت نمونه: 2-5 ستون ،bp 1000ماركر  :1ستون 
  

 
 Xho,Hind III Iهضم آنزيمي  بوسيله  .4شكل 

  pEGFP-Nl-NT4: 1-4ستون 



 95/ و همكاران خرمگاه سادات ميمر                                                                                    1391 ريخرداد و ت، 86پي  در ، پي2شماره 

 

 
 الحاق از بعد NT4ژن PCR . 5 شكل

 NT4 : ژن2-5ستون ، bp 100ماركر  :1ستون 

 
 RNAبعد از انجام ترانسـفكت بـه منظـور بررسـي بيـان ژن،      

آنها تهيه  cDNAهاي ترانسفكت شده استخراج گرديد و  سلول
از آن  بعـد . )6(شـكل   شـد انجام  PCR آنهابر روي سپس  .شد

 ProteoJET™ Membraneسلولهاي ترانسفكت شـده توسـط   

Protein Extraction Kit – Fermentas     ليـز شـدند و پـس از
مـورد بررسـي قـرار     تئينپـرو جهت ارزيابي بيـان  ، ژيفيوسانتر

 ين ـيئبانـد پروت  SDS PAGEكـه ابتـدا بـا اسـتفاده از      گرفتند
 (شـكل  شد دأييت نگيوسترن بلات توسطشد و سپس مشاهده 

 ).8و  7
 

 
 رانسفكتتاز بعد  NT4ژن  RT-PCR. 6شكل 

 
 NT4ژن  SDS PAGE .7 شكل

 

 
 Western blotting NT4. 9 شكل

 

 بحث
 ،ها هستند كه ميـزان بقـا   اي از پروتئين ها خانواده نوروتروفين

 ،دوپامينرژيـك  يها تمايز و مرگ جمعيتهاي مختلفي از نورون
يكـي از اعضــاي   NT4 كننـد.  حسـي و حركتـي را تنظـيم مــي   

سيسـتم   گليـال هاي  كه در سلول باشد خانواده نوروتروفيك مي
يـن نوروتـوروفين در   ا شـود.  ميبيان اعصاب محيطي و مركزي 

 درهاي مختلف نـوروني شـركت دارد.    بقا و تمايز رده ،بيان ژني
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مــان فاكتورهــاي نوروتروفيــك بــه منظــور دراز  دهــه گذشــته
). 6و  5استفاده شـده اسـت (  ضايعات مغزي  خصوصاًها، بيماري
در  NT4 ژن و ترانسـفكت  كلونينـگ  ساب ،مطالعه اين از هدف

يي ايـن فـاكتور   آبه منظور افـزايش كـار   pEGFP-NIپلاسميد 
پلاسميد مورد  باليني دارد. هگستردنوروتروفيك بود كه كاربرد 

بـود   invitrogenشـركت   pEGFP-NIاستفاده در اين مطالعـه  
بيان بـالاي آن نسـبت بـه وكتـور      ،كه دليل انتخاب اين وكتور

كلونينـگ ژن   2009پينگ و همكارانش در سال  مقصد بود. لي
NT4 كـي در  يويروس را به منظـور اسـتفاده كلين   در يك لنتي

و ثابـت كردنـد    هانجام داد P53درمان سرطان همراه با فاكتور 
هـاي سـرطاني    به آپوپتوز سـلول  تواند منجر كه اين فاكتور مي

توانسـتند بـا اسـتفاده از    برخي ديگـر از محقققـان   . )10( شود
هاي  ي از فقدان سلولدر درمان ناشنوايي ناشژن كلونينگ اين 

با  1996در سال  اريكسونو  ديگر بيماريها قدم بردارند مويي و
آن به بررسـي  هاي نوروتروفيك و بيان  استفاده از كلونينگ ژن

بـا   در ايـن تحقيـق  ). 11-14(ن پرداخـت  ژن و فعاليـت آ اين 
در ژن درمـاني و درمانهـاي    NT4ن ژتوجه به نيـاز بـه توليـد    

ــي ــن ، كلينيك ــتفاده از روش  ژناي ــا اس ــميد PCR ب  در پلاس
pCMV-SPORT6    كلون و پس از آن در بـاكتري اشرشـياكلي

سـپس پلاسـميد نوتركيـب از    . ترانسفورم شـد  DH5-α سوش
 Not I با استفاده از آنـزيم   NT4ژنباكتري ميزبان استخراج و 

,SaI I بـراي   در مرحله بعـد پلاسـميد  . از پلاسميد جدا گرديد
 Hind III و انجام كلونينگ نيـز بـا آنـزيم    NT4 قطعهپذيرش 

كلـون   ساب pEGFPد درون پلاسمي NT4 برش داده شد و ژن
اتصال در بـاكتري فـوق ترانسـفورم و در    محصول واكنش . شد

پلاسـميدهاي  . سيلين كشـت داده شـد   حاوي آمپي LB محيط
با اسـتفاده از كيـت اسـتخراج پلاسـميد، از بـاكتري       نوتركيب

ترانسفكت گرديد و در  pc12تخليص و در مرحله بعد در سلول 
 ,SDS PAGE ب بــا روشخاتمــه بيــان پلاســميد نوتركيبــ

western blotting بررسي قرار گرفت مورد.  
 سـاختار  دليـل  بـه  پلاسـميد  اين ،با توجه نتايج اين تحقيق

 بيـان  ارزيـابي  و يوكـاريوتي  سيسـتم  بـه  انتقال جهتصحيح 
 هـاي مزيت وجـود  بياني باكتريايي بـا  سيستم. باشد مناسب مي

 مقيـاس  افـزايش  در سـهولت  بيـان،  بالاي سطح جملهاز  زياد
 انجـام  در توانـايي  عـدم  دليـل  بـه  هزينـه بـودن،   كم و توليد

 براي ،ترجمه از پس تغييرات و برداري از نسخه پس اصلاحات
. نيست مناسب پروتئين اين مثل هاي يوكاريوتي پروتئينتوليد 

از  پـس  اصـلاحات  شـامل  هـاي يوكـاريوتي   سيسـتم  مزايـاي 
توليـد   بـراي  سيسـتم  اين كه باشد، ترجمه مي و برداري نسخه
بنابراين مـا   .است فرد به منحصر يوكاريوتيهاي  پروتئين بالاي

سـلول   اين .استفاده كرديم PC12در اين تحقيق از رده سلولي 
در  اغلـب  و گرفتـه  قـرار  مـورد مطالعـه   اي گسـترده  طـور  بـه 

در  گيـرد و  مي قرار استفاده پزشكي مورد و بيولوژيك تحقيقات
مونوكلونـال   بادي آنتي توليد براي ثابت يك سكوي حاضر حال

 است. كرده نوتركيب ايجاد هاي پروتئين و
توسـط عوامـل مختلفـي     PC12هـاي رده   ترانسفكشن سلول

توان به رسـپتور اسـتروژن    انجام شده است كه از آن جمله مي
) ويژگيهــاي 1990( ســوزان و همكــارانش .)15( اشــاره كــرد

ناپايـدار آنهـا را مـورد     ترانسـفكت  و NGF-PC12هـاي   سـلول 
آنها با استفاده از ليپوفكتين توانستند ميزان  .بررسي قرار دادند

هـا را در رده   مقـدار زنـده مانـدن سـلول     يي ترانسـفكت و آكار
ولي نوع ترانسفكت آنهـا مـوقتي    ،بهبود ببخشند PC12سلولي 

بـا ترانسفكشـن    2009و همكـاران در سـال    گـاردنر  ).16بود (
توسط يك عامل واسطه  NGFتوسط فاكتور  PC12هاي  سلول

Fuegene Reagen    به نتايج مناسبي رسيدند و اين نتـايج را بـا
 ). 17( ساير عوامل ترانسفكت كننده مقايسه كردند

ــانكر ــا ترانســفكت ســلولهاي1990و همكــاران ( ي  PC12 ) ب
GAP-43توسط  P

 
P    توانستند به اين نتيجه برسند كه ايـن عامـل

در اين  .)18( كند نقش ايفا مي NGFدر پتانسيل عمل فاكتور 
تـوان   مي آنپژوهش يك محصول پروتيئني ايجاد گرديد كه از 

گـامي بـزرگ در درمـان     . اين امربراي ترانسپلنت استفاده كرد
اي است كه در  لهأاين مس ويد آ هاي عصبي به حساب ميبيماري

 .پژوهشهاي قبلي به آن اشاره نشده است

 
  گيري نتيجه

پلاسميد ژن مورد نظر  داد نشانتعيين توالي  و آنزيمي آناليز
حاوي توالي صحيحي بوده و تطابق كامل با توالي ژن مورد نظر 

هاي  هاي جدا شده از سلول در آناليز پروتئين .در بانك ژن دارد
ــا روش   ــده ب ــفكت ش ــدود SDS-PAGEترانس ــدي ح  45 ، بان

نـال در آنـاليز   بادي مونوكلو كيلودالتون مشاهده شد كه با آنتي
تـوان   در پايان اينگونه مـي  .ييد قرار گرفتأوسترن بلات مورد ت

بـراي    صـحيح  سـاختار  دليل به پلاسميد ايننتيجه گرفت كه 
 .مناسب بود بيان و ارزيابي PC12رده سلولي  به انتقال
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