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Introduction: Subcloning of specific genes in plasmids and transfecting them into target cells 

for producing therapeutic proteins or cell differentiation, is suggested as one of the most effective 

treatment methods for different diseases. Nerve growth factor (NGF) is one of the members of the 

neurotrophin family. Neurotrophins are a family of proteins that regulate the survival, differentiation, 

and function of different types of neurons. Studies showed that NGF gene expression in stem cells 

induces differentiation toward neuron-like cells as well as the growth of axons and its branching. 

Materials and Methods: In this research, enzymatic digestion on a plasmid carrying NGF gene 

was performed and extracted. NGF gene was subcloned into pSecTag2/Hygro secretory plasmid. 

The subcloned plasmid was precipitated and concentrated. It was then transfected by Lipofectamine 

into PC12 cell line. NGF gene expression and protein production were evaluated using RT-PCR 

and western blot methods. Results: Sequence determination indicated that secretory plasmid 

subcloning process has been correct. Expression of NGF gene in transfected PC12 cells was shown 

by RT-PCR method and production of its protein was proved by the results from western blots. 

Conclusion: Subcloning of NGF gene in pSecTag2 secretory vector is a suitable technique for 

transfer to eukaryotic cells.
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ه چــــــــكيد

كليد واژه ها:
1. ترانسفکشن

2. ناقلین ژنتیکي
3. فاکتورهاي رشد عصبی

PC12 4. سلول های

 

مقدمه: ساب کلونینگ ژن های اختصاصي در پلاسمیدها و انتقال آن ها به سلول های هدف به منظور تولید 
پروتئین های درمانی يا تمايز سلول به عنوان يکی از مؤثرترين روش های درمان براي بیماري هاي مختلف 
نوروتروفین ها  است.  نوروتروفین ها  خانواده  اعضای  از  يکی   )NGF( عصب  رشد  فاکتور  مي شود.  پیشنهاد 
خانواده ای از پروتئین ها هستند که میزان بقاء، تمايز و عملکرد انواع مختلف نورون ها را تنظیم مي کنند. 
مطالعات نشان دادندکه بیان ژن NGF در سلول های بنیادی موجب القاي تمايز به سمت سلول های شبه 
نورون و رشد آکسون و شاخه هاي آن مي گردد. موادوروشها: در اين تحقیق هضم آنزيمي بر روي يك 
 pSecTag2 در پلاسمید ترشحی NGF انجام گرديد و اين ژن استخراج شد. ژن NGF پلاسمید حامل ژن
ساب کلون گرديد. پلاسمید ساب کلون شده رسوب گیری و تغلیظ گرديد. سپس با استفاده از لیپوفکتامین 
به داخل سلول های ردۀ PC12 ترانسفکت شد. بیان ژن NGF و تولید پروتئین آن با استفاده از روش هاي 
RT-PCR و وسترن بلات ارزيابی گرديد. یافتهها: تعیین توالی نشان داد که فرايند ساب کلونینگ پلاسمید 
 RT-PCR به وسیلۀ روش PC12 در سلول های ترانسفکت شده NGF ترشحی درست بوده است. بیان ژن
نشان داده شد و تولید پروتئین آن در نتايج وسترن بلات اثبات شد. نتیجهگیری: ساب کلونینگ ژن 
NGF بر روی وکتور ترشحی pSecTag2 يك روش مناسب جهت انتقال به سلول های يوکاريوتي مي باشد.
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مقدمه
ژن درمانی يکی از روش های با ارزش در درمان بیماری ها و تولید 
از روش  استفاده  با  امروزه  ويژه می باشد.  يافتۀ  تمايز  سلول های 
ساب کلونینگ، ژن های خاصی با هدف تشخیصی و حتی درمانی 
انتقال ژن  برده می شوند. مطالعات گسترده ای در زمینۀ  به کار 
مختلف  بیماری های  درمان  يا  ژنی  نقص  کردن  برطرف  جهت 
صورت گرفته است )4-1(. يکی از جنبه های با ارزش ژن درمانی، 
انتقال ژن های خاص به درون سلول های بنیادی يوکاريوتی جهت 
انتقال  براي  می باشد.  ويژه  بالغ  سلول های  به  آن ها  تمايز  القای 
ژن درمان کننده از پلاسمیدها که مولکول هاي کوچکي از مارپیچ 

دولايه DNA مي باشند، استفاده مي شود.
به  ژن ها  انتقال  برای  مختلفي  روش هاي  از  مختلف  تحقیقات  در 
سلول های بنیادی استفاده شده است. از جملۀ اين روش ها می توان 
از  استفاده  و  الکتروپوريشن3  میکرواينجکشن2،  لیپوفکشن1،  به 
وکتورهای ويروسی اشاره کرد که هر کدام واجد مزايا و معايب مربوط 
آسان  تر،  هزينه  کم  غیرويروسي،  انتقال  خود می باشند. روش  به 
از سال  مي باشد )5(.  تر  ايمن  به روش های ويروسی  نسبت  و  تر 
1980 از لیپوزوم های مصنوعی نیز برای انتقال اسید نوکلئیك ها 
به درون سلول استفاده شد. ترانسفکت سلول ها با واسطۀ لیپوزوم، 
هم برای ترانسفکت گذرا و هم ترانسفکت پايدار امکان پذير است. 
در روش لیپوفکشن جهت انتقال ژن به داخل سلول های يوکاريوتی 
از لیپید های کاتیونی استفاده می شود. از میان لیپیدهای کاتیونی، 

لیپوفکتامین بیشترين بازده انتقال را دارد )6(.
بقاء،  میزان  که  هستند  پروتئین ها  از  خانواده اي  نوروتروفین ها 
تمايز و مرگ انواع مختلف سلول های عصبی را تنظیم مي کنند 
به  نوروتروفین ها  ژن  انتقال  از  مختلف  تحقیقات  در   .)7-10(
استفاده شده  بیماری ها  بنیادی جهت درمان  داخل سلول های 
است. برای مثال Masao و همکاران در سال 2007، سلول های 
بنیادی ترانسفکت شده با ژن 4BDNF را به ناحیۀ آسیب ديدۀ 
نخاع پیوند زدند و نتايج گزارش شده بسیار قابل توجه بوده است 
)Jie Ding .)11 و همکاران در سال 2011 سلول های استرومايی 
مغز استخوان ترانسفکت شده با ژن 5NGF و Noggin را برای 
يك  در  همچنین   .)12( بردند  کار  به  نخاعی  ضايعات  درمان 
تحقیق انجام شده توسط Li-Yan Li و همکاران، نشان داده شد 
که سلول های استرومايی مغز استخوان ترانسفکت شده به  وسیلۀ 
NGF در بهبود بیماری آلزايمر مؤثر می باشد )NGF .)13 جهت 
فعالیت بیولوژيکی خود به گیرندۀ اختصاصی خود بر روی غشای 

سلولی به نام 6Trk A اتصال می يابد )15 ،14(.
در اکثر تحقیقات از پلاسمیدهای حامل استفاده شده است که 
و  کرده  منتقل  میزبان  سلول  سیتوپلاسم  به  را  نظر  مورد  ژن 
در  می دهد.  قرار  تأثیر  تحت  را  سلول  همان  و  می گردد  بیان 
استفاده   pSecTag2/Hygro ترشحی  پلاسمید  از  مطالعه  اين 
گرديد. زمانی که از پلاسمید ترشحی استفاده می شود، پروتئین 

 Murine حاصل از بیان ژن، به دلیل دارا بودن سیگنال پپتید
Ig kappa قادر می باشد از سیتوپلاسم آن سلول خارج گشته و 
در محیط بین سلولی قرار بگیرد. ترشح پروتئین در محیط بین 
سلولی اين امکان را به آن پروتئین می دهد تا سلول های مجاور 
و خود آن سلول را تحت تأثیر قرار دهد. لذا کارايی روش درمانی 
ژن  داشتن  دلیل  به  پلاسمید  اين  همچنین  می شود.  بیشتر 
مقاوم به هیگرومايسین، امکان جدا کردن سلول های يوکاريوتی 
ترانسفکت شده از سلول های ترانسفکت نشده را فراهم می کند. 
داشتن محل های مختلف جهت فعالیت آنزيم های محدود کننده 

از ديگر مزايای اين پلاسمید ترشحی می باشد.
موش  کلیۀ  فوق  فئوکروموسیتوماي7  از   PC12 سلولی  ردۀ 
صحرايی به دست می آيد. تحقیقات مختلف نشان داده است که 
اين رده سلولی در حضور NGF شروع به گسترش نوريت هاي8 
سلولی کرده و فنوتیپ آن به سمت سلول های شبه عصبی پیش 

می رود )16(.
مواد و روش ها

ترانسفورم و تكثير پلاسميدها
پلاسمید  و   NGF ژن  محتوی   pCMV-SPORT6 پلاسمید 
از  استفاده  با  شده  خريداری   pSecTag2/Hygro ترشحی 
 42 گرمايی  شوک  و  مولار  میلی   100 کلرايد  کلسیم  محلول 
 Top10 سويه E.coli  درجۀ سانتی گراد به درون باکتری مستعد
ترانسفورم گرديد. باکتری ترانسفورم شده در محیط کشت لوريا 
کشت  سیلین  آمپی  بیوتیك  آنتی  حاوی  جامد   (LB) برتاني9 
محیط  در  و  تهیه  کلون  تك  استريل،  شرايط  در  و  شده  داده 
کشت لوريا برتاني مايع به مدت يك شب در دمای 37 درجۀ 
سانتی گراد انکوبه گرديد. پلاسمید حامل ژن NGF و پلاسمید 
ترشحی به صورت جداگانه کشت و تکثیر داده شد و با استفاده 
High pure plasmid isolation kit-( از کیت استخراج پلاسمید

Roche( طبق دستورالعمل شرکت سازنده، استخراج شد. غلظت 
پلاسمیدهای استخراج شده با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر 
در طول موج 260 نانومتر بررسی گرديد. جهت ارزيابی میزان 
خلوص و ساختار پلاسمیدها الکتروفورز افقی با ژل آگارز يك 

درصد انجام شد. 
ساب كلونينگ ژن NGF در پلاسميد ترشحی 

پلاسمید )pCMV-SPORT6 )Invitrogen و پلاسمید ترشحی 
کنندۀ  محدود  آنزيم های  وسیلۀ  به   pSecTag2  )Invitrogen(
جداگانه  طور  به   Xho1  )Fermentas( و   Kpn1  )Fermentas(
 2 مدت  به  آنزيمی  برش  عمل  گرديدند.  مرحله اي10  دو  هضم 
ساعت در دمای محیط ادامه يافت. سپس آنزيم ها با قرار گرفتن 
غیرفعال  دقیقه،   20 مدت  به  سانتی گراد  درجۀ   80 دمای  در 
 NGF شدند. محصول واکنش هضم آنزيمی پلاسمید حامل ژن
و پلاسمید ترشحی به طور جداگانه بر روی ژل الکتروفورز برده 

1 Lipofection
2 Microinjection
3 Electroporation
4 Brain-derived neurotrophic factor
5 Nerve growth factor

6 Tyrosine kinase receptor
7 Pheochromocytoma
8 Neurites
9 Luria Bertani
10 Double digest
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شدند و صحت برش آنزيمی بررسی گرديد.
به  الکتروفورز  محصول  روی  بر   NGF ژن  به  مربوط  باند 
 Silica Bead DNA Gel( ژل  از   DNA استخراج  وسیلۀ کیت 
ترشحی  پلاسمید  شد.  جدا   )Extraction Kit- Fermentas
به  بود  شده  خطی  آنزيمی  هضم  دلیل  به  که  هم   pSecTag2
دستورالعمل  طبق  و  کیت  همان  از  استفاده  با  جداگانه  طور 
NGF خطی  از  نانوگرم  شرکت سازنده جداگرديد. مقدار 300 
و 100 نانوگرم از پلاسمید ترشحی pSecTag2 خطی شده، به 
وسیلۀ آنزيم )T4 DNA ligase )Fermentas طبق دستورالعمل 
شرکت سازنده به همديگر اتصال پیدا کردند. پلاسمید ترشحی 
pSecTag2 حاوی ژن NGF به داخل باکتری ترانسفورم شده و 
باکتری به مدت يك شب در انکوباتور کشت داده شد. پلاسمید 
درصد  يك  آگارز  ژل  روی  بر  و  استخراج  شده  کلون  ساب 
الکتروفورز گرديد. پلاسمید ترشحی ساب کلون شده دوباره به 
وسیلۀ همان آنزيم های محدود کننده هضم دومرحله اي و سپس 
 NGF ژن  به  مربوط  باند  گرديد.  الکتروفورز  آگارز  ژل  روی  بر 
 Silica( شناسايی و از بقیۀ ژل جدا شده و با استفاده از کیت
Bead DNA Gel Extraction Kit- Fermentas( از ژل استخراج 
شد. واکنش زنجیره ای پلیمراز جهت اثبات وجود ژن NGF به 
کار برده شد. پلاسمید ساب کلون شده جهت تعیین توالی به 
شرکت TAG Copenhagen ارسال شد. نتايج تعیین توالی ژن 
NGF جهت تطابق با ژن هاي موجود )Gene ID: 4803( در بانك 

ژنی در سايت www.ncbi.nlm.nih.gov/blast بلاست گرديد.
ترانسفكت سلول های PC12 با پلاسميد ساب كلون شده 
يوکاريوتی،  سلول های  در  ژن  بیان  بررسی  جهت  ادامه  در 
 PC12 ردۀ  سلول های  داخل  به  شده  کلون  ساب  پلاسمید 
پلاسمید  انتقال  جهت   2000 لیپوفکتامین  از  شد.  ترانسفکت 
سلول های  منظور  اين  برای  گرديد.  استفاده  سلول ها  داخل  به 
ردۀ PC12 در داخل يك فلاسك کشت داده شدند تا به تراکم 
تعويض  برسند. محیط کشت سلول ها  بالای 80 درصد  سلولی 
دستورالعمل  شد. طبق  استفاده  سرم  بدون  محیط کشت  از  و 
شرکت سازنده، 750 میکرولیتر محیط کشت بدون سرم در يك 
میکروتیوب ريخته و 25 میکرولیتر از لیپوفکتامین به آن افزوده 
شد. در يك میکروتیوب ديگر نیز 750 میکرولیتر محیط کشت 
بدون سرم ريخته و به آن 10 میکروگرم از پلاسمید ساب کلون 
شده  پیپتاژ  خوبی  به  میکروتیوب  دو  هر  گرديد.  افزوده  شده 
گرديدند. سپس  انکوبه  دمای محیط  در  دقیقه  به مدت 20  و 

میکروتیوب حاوی لیپوفکتامین بر روی میکروتیوب ديگر اضافه 
شد و به مدت 25 دقیقه انکوبه گرديد. سپس به آرامی بر روی 
سلول ها افزوده شد. سلول ها در انکوباتور شیکر دار به مدت يك 

شب انکوبه شدند و سپس محیط کشت تعويض گرديد. 
استخراج RNA، سنتز cDNA و واكنش زنجيره ای پليمراز

تريپسینه  سلول،   8×105 حدود  ترانسفکت،  از  بعد  ساعت   48
 High PureRNA(  RNA استخراج  کیت  از  استفاده  با  و  شده 
 RNA ،طبق دستورالعمل شرکت سازنده )Isolation Kit-Roche
کل استخراج شد. سپس از آنزيم DNase I به منظور از بین بردن 
افزايش خلوص RNA استفاده گرديد. cDNA مربوط  DNA و 
 Reverse سلول های ترانسفکت شده به وسیلۀ آنزيم mRNA به
با  گرديد.  سنتز  معکوس  رونويسی  مرحلۀ  طی   Transcriptase
بررسی توالی مربوط به ژن NGF پرايمر های مناسب جهت انجام 

RT-PCR طراحی و سفارش داده شدند. 

F-Primer: 5′-CAACAGGACTCACAGGAGCA-3′  
R-Primer: 5′-GTCTGTGGCGGTGGTCTTAT-3′ 

باز  جفت   116 دارای  پرايمر ها  اين  از  شده  تولید  محصول 
خواهد بود. برای انجام واکنش زنجیره ای پلیمراز، 2 میکرولیتر 
 Master mix 2X )Fermentas( از  میکرولیتر   25  ، cDNA از 
کدام  هر  از  پیکومول   50 شد.  ريخته  میکروتیوب  داخل  در 
آب  با  نهايی  حجم  و  شده  افزوده  میکروتیوب  به  پرايمر ها  از 
Nuclease free به 50 میکرولیتر رسانده شد. میکروتیوب بعد 
از مخلوط شدن در دستگاه ترموسايکلر قرار داده شد و برنامه 

مناسب طبق جدول 1 تعريف گرديد.
SDS-PAGE و وسترن بلاتينگ

ترانسفکت  سلول های  در   NGF پروتئین  سنتز  بررسی  جهت 
ابتدا حدود يك میلیون سلول  اين روش استفاده شد.  از  شده 
تريپسینه شده و بعد از سانتريفیوژ با سرعت rpm 5000 مايع 
داده  شستشو  سالین  فسفات  بافر  با  سلول ها  و  تخلیه  رويی 
 Protein Extraction kit-( شدند. رسوب سلولی با بافر لیز کننده
مدت  به  و  شده  پیپتاژ   )ProteoJET™ Membrane  Fermentas
سپس  شد.  داده  قرار  محیط  دمای  در  شیکر  روی  دقیقه   10
محتوی  که  رويی  شفاف  مايع  و  شده  سانتريفیوژ  میکروتیوب 
همراه  به  پروتئینی  نمونۀ  گرديد.  جدا  است  سلول ها  پروتئین 
نشانگر11 پروتئینی در چاهك ژل پلی اکريل آمید قرار داده شد. 

جدول 1- مراحل انجام واکنش زنجیره ای پلیمراز در دستگاه ترموسايکلر.
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مشاهده می شود. اين باند نشانگر ژن NGF می باشد که در اثر  
هضم دو مرحله اي از پلاسمید حامل جدا شده است.

همان طور که در تصوير 2 ديده می شود وزن پلاسمید ساب کلون 
 pSecTag2 پلاسمید  خود  به  نسبت   pSecTag2- NGF شدۀ 

حدود 1200 جفت باز  سنگین تر شده است.
انجام  کلون شده،  پلاسمید ساب  روی  بر  آنزيمی مجدد  هضم 
شد. نتايج مطابق انتظار نشان داد يك باند با وزن حدود 1200 

جفت باز از آن جدا گرديد )تصوير 3(. 
سايت در  ژنی  بانك  در   NGF ژن  توالی  بلاست  نتايج 

 99 مشابهت  دهندۀ  نشان   www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
درصدی توالی بود. اين نتايج درستی فرايند ساب کلونینگ ژن 

NGF بر روی پلاسمید ترشحی را نشان می دهد. 

در  شده  کلون  ساب   NGF ژن  می دهد  نشان   RT-PCR نتايج 
داخل سلول های PC12 بیان گرديده و محصولی با وزن حدود 
116 جفت باز ايجاد کرده است. باند پروتئینی مربوط به پروتئین 
 13 مولکولی حدود  وزن  با  ايمنوبلاتینگ13  محصول  در   NGF
کیلو دالتون نیز بیانگر تولید پروتئین NGF در داخل سلول های 

ترانسفکت شده PC12 می باشد )تصوير 5 ،4(.

در اين تحقیق از ژل جداکنندۀ 12 درصد و ژل متراکم کنندۀ 
باند های  شد.  استفاده  پروتئین ها  الکتروفورز  جهت  درصد   4
نیتروسلولز  کاغذ  روی  بر  آمید  اکريل  پلی  ژل  روی  پروتئینی 
آلبومین سرم گاوی 3 درصد جهت مرحلۀ  از  انتقال داده شد. 
نیتروسلولز شستشو  استفاده گرديد. سپس کاغذ  مسدود سازی 
داده شده و آنتی بادی اختصاصی اولیه افزوده شد. در ادامه بعد 
بلات  کاغذ  افزوده شد.  ثانويه  بادی  آنتی  مجدد،  از شستشوی 
شده بعد از شستشو در محلول سوبستراي 12TMB قرار داده شد 

تا باندهای پروتئینی قابل مشاهده گردد.
يافته ها 

فرايند  داد  نشان  شده  استخراج  پلاسمید های  الکتروفورز  نتايج 
ترانسفورم پلاسمید ها با استفاده از محلول کلسیم کلرايد و شوک 
گرمايی ، کشت باکتری و تخلیص پلاسمید ها به خوبی انجام شده 
 DNA از  ناشی  اسمیر  آمده هیچ گونه  به دست  نمونه های  و در 
باکتريايی وجود ندارد. میزان خلوص پلاسمید ها هم با توجه به 

نسبت جذب A260/280 برابر با 1/8 و در حد استاندارد بود.
از  بعد  حامل،  پلاسمید  الکتروفورز  نتايج  به  مربوط   1 تصوير 
مرحلۀ هضم آنزيمی است. در الکتروفورز هضم آنزيمی پلاسمید 
باز  جفت   1200 حدود  وزن  با  باند  يك   pCMV-SPORT6

12 Tetramethylbenzidine
13 Immunoblotting

تصويــر 1- الکتروفــورز پلاســمید حامــل، بعــد از مرحلۀ هضم 
 GeneRuler 1 kb DNA Ladder )آنزيمــی. ســتون ســمت چــپ
1 و 2( پلاســمید pCMV-SPORT6 هضــم آنزيمــی شــده و 

ــت. ــده اس ــدا ش ــه NGF از آن ج ــوط ب ــد مرب بان

ــدۀ  ــون ش ــاب کل ــمید س ــورز پلاس ــر 2- الکتروف تصوي
ــتون  ــمید pSecTag2. س ــراه پلاس ــه هم pSecTag2- NGF ب
ــمید  ــپ( GeneRuler DNA Ladder Mix 1( پلاس ــمت چ س
pSecTag2/Hygro بــا وزن حــدود bp 5700 2( پلاســمید 
 bp بــا وزن حــدود pSecTag2- NGF ســاب کلــون شــدۀ
ــدازۀ وزن ژن  ــه ان ــده ب ــون ش ــاب کل ــمید س 7000. پلاس

NGF افزايــش وزن نشــان می دهــد.
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بحث و نتيجه گيري
برای سال های متمادی درمان بسیاری از بیماری ها با استفاده 
از سلول درمانی، صورت  گرفته است. در اين روش سلول ها با به 
کار بردن مواد القاء کننده در محیط کشت به سمت سلول های 
هدف تمايز داده می شوند )18 ،17(. در سال های اخیر، بسیاری 
از محققین به ژن درمانی بر پايۀ سلولی روی آورده اند. در اين 
روش ژن مورد نظر به وسیلۀ پلاسمید های حامل به داخل سلول 
فاکتور های درمانی خاصی  و  اين سلول ها، ژن ها  وارد می شود. 
درمانی  فاکتور های  اين  مدت  طولانی  ترشح  می کنند.  بیان  را 
در اين روش، باعث موفقیت درمان می شود زيرا ژن وارد شده 
به سلول، به طور مداوم بیان شده و سلول را تحت تأثیر قرار 

می دهد. لذا فرايند تمايز سلول مقطعی و گذرا نخواهد بود.
از نوآوری های تحقیق حاضر، استفاده از پلاسمید ترشحی  يکی 
انجام شده،  pSecTag2 بود. در بیشتر تحقیقاتی که در گذشته 
سلول ها به وسیلۀ پلاسمید حامل ترانسفکت شده اند. اين پلاسمید ها 
بعد از ورود به سیتوپلاسم سلول ترانسفکت شده، داخل همان سلول 

بیان شده و فقط همان سلول را تحت تأثیر قرار می دهند. 

ترانسفکت  کارايی  افزايش  جهت  عامل  چندين  تحقیق  اين  در 
تولید شده در  پروتئین  اثر  بازدهی  افزايش  و   PC12 سلول های
 pSecTag2 نظر گرفته شده است. استفاده از پلاسمید ترشحی
حاوی ژن NGF در تحقیقات آتی موجب می شود که ژن مورد 
بیان شود. پروتئین  نظر وارد سلول شده و در داخل آن سلول 
حاصل به دلیل دارا بودن سیگنال پپتید از سیتوپلاسم آن سلول 
خارج گشته و در محیط بین سلولی قرار مي گیرد. ترشح پروتئین 
در محیط بین سلولی اين امکان را به آن پروتئین می دهد تا خود 
سلول و سلول های مجاور را تحت تأثیر قرار دهد. لذا کارايی و اثر 

پروتئین حاصل بیشتر می شود. 
ترانسفکت  اثر  در  میر سلولی  و  میزان مرگ  کاهش  منظور  به 
افزوده  از  قبل  نظر  مورد  پلاسمید  شده،  کلون  ساب  پلاسمید 
شدن به  محیط کشت سلول ها با روش رسوب گیری پلاسمید با 
استفاده از ايزوپروپانول تغلیظ گرديد. طی اين فرايند حجم کمتری از 
پلاسمید با خلوص و غلظت بیشتر جهت ترانسفکت سلول ها به کار 

برده شد.
سلول ها  ترانسفکت  جهت  لیپوفکشن  روش  از  ما  مطالعۀ  در 

تصويــر 3- الکتروفــورز هضــم آنزيمــی پلاســمید ســاب 
 GeneRuler DNA Ladder )1 pSecTag2-NGF ــدۀ ــون ش کل
Mix 2( هضــم آنزيمــی پلاســمید ســاب کلــون شــدۀ 
pSecTag2-NGF. بــه دنبــال هضــم آنزيمــی پلاســمید 
ــا دو آنزيــم KpnI و XhoI ژن NGF از  ســاب کلــون شــده ب

ــد. ــدا گردي ــون شــده، ج ــاب کل پلاســمید س

تصويــر 4- بررســی بیــان  ژن NGF در ســلول های 
 DNA )1 RT-PCR ــا اســتفاده از روش ترانســفکت شــده ب
ــت  ــدود 116 جف ــا وزن ح Ladder 100 bp 2( ژن NGF ب

ــاز. ب

 NGF ــر 5- تصويــر وســترن بــلات مربــوط بــه تولیــد پروتئیــن تصوي
در ســلول های ترانســفکت شــده. 1( کنتــرل مثبــت: شــامل 20 نانوگــرم 
ــلول های  ــده در س ــد ش ــن NGF تولی ــص 2( پروتئی ــن NGF خال پروتئی

.PC12 ترانســفکت شــده
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منابع 

نسبت لیپوزوم  واسطۀ  با  سلول ها  ترانسفکت  گرديد.  استفاده 
مواد شیمیايی صورت  واسطۀ  به  که  مشابه  روش های  ساير  به 
اين  مزيت های  بزرگترين  از  يکی  دارد.  مزيت هايی  می گیرد، 
 In vitro و   In vivo دو محیط  هر  در  ترانسفکت  امکان  روش 
پلاسمیدهايی  ترانسفکت  امکان  آن  مزايای  ديگر  از  باشد.  می 
با اندازه بزرگ، کارايی بالا در انتقال DNA و امکان ترانسفکت 
انواع خاصی از سلول ها که به کلسیم فسفات يا روش های ديگر 
مقاومت نشان می دهند، می باشد. در تحقیقات مختلف، از روش 
نوروتروفین  ژن های  حامل  پلاسمید  انتقال  جهت  لیپوفکشن 

استفاده شده است )19(.
در  ترانسفکت شده  ژن  از  تولید شده  پروتئین  تحقیق  اين  در 
سلول های PC12 با استفاده از روش وسترن بلات قابل مشاهده 
بود. در بیشتر مطالعات قبلی پروتئین حاصل از ژن ترانسفکت 

شده به میزان کمتری تولید شده و به طور عموم با روش وسترن 
نشان  تحقیق  اين  نتايج   .)20( است  نبوده  قابل مشاهده  بلات 
کلونینگ  ساب  فرايند  طی  مهم  عامل  چند  کنترل  با  می دهد 
و ترانسفکت سلول ها، میزان بیان ژن و تولید پروتئین می تواند 

افزايش يابد.
کلون  ساب  پلاسمید  تولید  که  تحقیق  اين  هدف  به  توجه  با 
اثر ژن بر روی سلول ها  NGF جهت بهبود کارايی  با ژن  شده 
بوده است ، نتايج حاصل نشان می دهد ساب کلونینگ اين ژن 
به درستی انجام شده است. تصاوير RT-PCR نشان دهندۀ بیان 
تولید  بیانگر  هم  بلات  وسترن  نتايج  و  سلول ها  در   NGF ژن 
پروتئین NGF در سلول های ترانسفکت شده می باشد. پلاسمید 
ساب کلون شده آماده به کارگیری در تحقیقات مختلف جهت 

افزايش کارايی اثر ژن NGF می باشد.
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