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 چکیده

. روش وابسدته بده انددشدهکار گرفته به های حیوانداخل سلولبه DNAمواد ژنتیکی خصوصا  ارد کردنهای متعددی برای وروش هدف:

 مناسدیی نددارد. کارايی های حیوانیاز سلول ایدهعحال اين روش برای ترانسفکشن فسفات کلسیم روشی آسان و ارزان قیمت است با اين

   ترانسفکشن با واسطه فسفات کلسیم را افزايش داد.  کارايیدر اين مطالعه تلاش بر اين بود که بتوان 

ود لیزين بدالای که حاوی يک لامل پوشیده از پلیخانه 6های ظروف در هر يک از خانه HEK293T دويست هزار سلول ها:مواد و روش

فسدفات کلسدیم  توسط يک روش استانداردها سپس درصد در محیط مناسب رشد داده شدند. سلول 61کاشته شده و تا رسیدن به تراکم 

ترانسدفکت شددند.  GFP (Green Fluorescence Protein)با پلاسمید رمدز کنندده پدروت ین  فسفات کلروکیندر حضور يا عدم حضور 

 گیری قرار گرفت. مورد اندازه Image Jتوسط نرم افزار  GFPمورد مشاهده قرار گرفته و میزان بیان  ها با میکروسکوپ فلورسانسسلول

را بدا واسدطه فسدفات  HEK293Tهای ای ترانسفکشن سلولمیزان قابل ملاحظهتواند بهدهیم که فسفات کلروکین میما نشان می نتایج:

. فسدفات کلدروکین هدی  يابددمدیبرابر افدزايش  8های ترانسفکت شده تا تعداد سلول در حضور اين ماده کهطوریهکلسیم افزايش دهد ب

DMSO (Dimethyl sulphoxide )ترانسفکشن ايدن مداده در حضدور گلیسدرول و يدا  کارايیها نداشت ولی افزايش سمیتی برای سلول

 مشاهده نگرديد.

عدلاوه پیشدنداد بده کنیم.نسفکشن توسط روش فسفات کلسیم توصیه میترا کارايیافزايش  منظوربهما فسفات کلروکین را  نتیجه گیری:

   های ترانسفکشن مورد استفاده قرار گیرد. صورت تندا و در عدم حضور ساير محرکبه فسفات کلروکینشود می

 HEK293Tهایسلول، ترانسفکشن ،: فسفات کلروکینکلیدی واژگان
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 مقدمه

گردد کده در طدی آن اطلاق میها به فرآيندی ترانسفکشن سلول

هدا درون سدلولبده RNAيدا  DNAصدورت يک ماده ژنتیکی به

(. حاملین مولکولی مختلفی برای ترانسفکشن 1شود )فرستاده می

های پستانداران مورد استفاده قرار گرفته اند. اين حداملین سلول

دنیدال اتصدال بدا معمولا دارای بار الکتريکی مثیت هسدتند و بده

DNA هدا شوند. لیپدوزومسط پديده آندوسیتوز وارد سلول میتو

 DNAحاملین بسیار خدوبی بدرای انتلدال مدواد ژنتیکدی مانندد 

هدا تدوان توسدط آنهدا را مدیهستند زيرا اندوا  مختلدس سدلول

مناسدب  کدارايیترانسفکت کرد و ايدن ترانسفکشدن معمدولا بدا 

-4) هدا داردگیرد و اثرات سمی نسیتا کمی بر سدلولصورت می

کیفیدت و کمیدت  -هاحال عواملی مانند سلامت سلول(. با اين3

روش تدیه لیپدوزوم  -سرم موجود در محیط کشت -ماده ژنتیکی

و در ندايت مدت زمان ترانسفکشن از عواملی هستند که ممکدن 

و  5ها را کداهش دهندد )ترانسفکشن توسط لیپوزوم کارايیاست 

 ار گران قیمتی هستند. ها حاملین بسیعلاوه لیپوزوم(. به6

اولددین روش ترانسفکشددن وابسددته بدده فسددفات کلسددیم توسددط 

(. 7معرفی شد ) van der Ebو  Grahamهای نامدانشمندانی به

بدا محلدولی از کلريدد  DNAاين روش وابسته به مخلوط کدردن 

کلسیم است. سپس اين مخلوط به يدک محلدول بدافری سدالین/ 

گردد و در دمدای اتلداق ه میاضاف (saline/phosphateفسفات )

بدا کلسدیم تشدکیل گدردد.  DNAشود تا رسدوبات داری مینگه

هدا اضدافه سپس محلول حاوی ايدن رسدوبات بده کشدت سدلول

هدا توسدط پديدده آندوسدیتوز گردد که در نتیجده آن سدلولمی

/کلسیم را به خدود جدذن نمدوده و از طريد  DNAرسوبات ريز 

هسددته سددلول منتلددل  بدده DNA( endosomesهددا )آندددوزوم

 (.8و  3گردد )می

پدايین روش فسدفات کلسدیم در ترانسفکشدن  کدارايیرغدم علی

حرارت و تغییر غلظت  pH,ها و نیز حساسیت اين روش به سلول

هدای اين روش برای ترانسفکشن انوا  مختلفدی از سدلول ،سالین

علاوه اين روش (. به9و  6حیوانی مورد استفاده قرار گرفته است )

های ترانسفکشدن اده و ارزان قیمت است و در میان ساير روشس

طدور طییعدی در های کوچکی کده بدهتندا روشی است که از يون

 (. 11و  9کند )محیط کشت سلول وجود دارند استفاده می

در اين ملاله ما نتايج ديگر دانشمندان را مورد تايید قدرار داده و 

توسدط روش کلسدیم  نشان داديم که کیفیت پائین ترانسفکشدن

ندام ای بدهای توسدط مدادهمیزان قابل ملاحظهتواند بهفسفات می

( کده يدک داروی chloroquine phosphateفسفات کلدروکین )

بدا  افدزودن فسدفات کلدروکین ( بدیود يابد.11ضد مالاريا است )

 کددارايی( g/mlلیتددر )گددرم در هددر میلددیمیکددرو 35غلظددت 

ای را به میزان قابل ملاحظه HEK293Tهای ترانسفکشن سلول

هدا برابر( افزايش داد و جالب آنکده در ايدن شدرايط سدلول 8)تا 

ها مشاهده سلامت خود را حفظ کردند و کاهشی در حیات سلول

علاوه، نتايج ما نشان داد که گلیسرول و يدا دی متیدل به نگرديد.

کددده از  (DMSO, Dimethyl sulphoxide)سولفوکسددید 

اثدرات  ،شدوندهدا محسدون مدیسفکشدن سدلولهای ترانمحرک

هدا را از بدین افزايشی فسدفات کلدروکین در ترانسفکشدن سدلول

 برند. می

 

 هامواد و روش

 از باندک HEK293Tرده سلولی کشت سلول و ترانسفکشن: 

ايران خريداری شد. دويست هدزار سدلول  پاستور انستیتو سلولی

(52 X 10 )HEK293T 6ک ظدرف هدای يددر هر يک از خانده 

های جانوری( که حاوی يک لامل ای )مخصوص کشت سلولخانه

هدا در انکوبداتور لیزين بود کاشته شدند و سلولالپوشیده از پلی

گراد و درجه سانتی 37کشت سلول با شرايط استاندارد، در دمای 

درصد دی اکسید کربن و رطوبت مناسدب کشدت داده شددند.  5

درصدد سدرم  11حاوی    DMEMها از محیطبرای کشت سلول

 111( و آنتدی بیوتیدک )FBS, fetal bovine serumگوسداله )

لیتدر واحدد در میلدی 111لیتر پنی سیلین و میکروگرم در میلی

ها تلريیا به تراکم که سلولاسترپتومايسین( استفاده شد. هنگامی

ها ( رسیدند، محیط کشت سلولconfluencyدرصد ) 61رشدی 

میکروگددرم  در میلددی لیتددر فسددفات  35وی بددا محددیط تددازه حددا

( تعددويگ گرديددد. در Ipca laboratories, India) کلددروکین

مورد ارزيابی قدرار  DMSOهايی که اثرات گلیسرول و يا آزمايش

درصدد بده  11میدزان درصدد حجمدی ها بهگرفت، هر يک از آن

 3ها بدا ساعت سلول 3ها اضافه شدند. بعد از محیط کشت سلول

 GFPرم از يک حامل پلاسمیدی رمدز کنندده پدروت ین میکروگ

(Green Fluorescence Protein ترانسفکت شدند. يدک روش )

هدا استاندارد وابسته به فسفات کلسیم بدرای ترانسفکشدن سدلول

سداعت بعدد از ترانسفکشدن،  6(. 13مورد استفاده قدرار گرفدت )

 36ها با محیط فاقد فسفات کلروکین تعويگ شد و محیط سلول

بدا  GFPها برداشت شدند و برای بیان پروت ین ساعت بعد سلول

( مدورد Zeiss, Germanyاستفاده از میکروسکوپ فلوئورسنس )

 بررسی قرار گرفتند.
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برا اسرتفاده ام میکروسرکو   GFPآنالیز بیان پرروتیین 

 (:immunofluorescence microscopyفلورسرررران   

بعد از برداشدت، بدا  GFPهای ترانسفکت شده با پلاسمید سلول

( شستشدو داده PBS, phosphate-buffered salineمحلدول )

( PBSدرصددد پارافرمالدئیددد )در  4شدددند و سددپس در محلددول 

( شددند. fixدقیلده در درجده حدرارت اتداق ثابدت ) 15مددت به

درصدد  3/1ها مجددا شستشو داده شدند و توسط محلدول سلول

لده نفدوپ پدذير شددند. دقی 3مددت بده PBSدر  X-100تريتون 

دقیلده( توسدط  5های حاوی سلول سپس دو بدار )هدر بدار لامل

هدا بدر شستشو داده شده و سپس هدر کددام از آن PBSمحلول 

روی يک اسلايد میکروسکوپی تمیز حاوی يک قطدره کوچدک از 

      PBSدرصدد  11درصدد گلیسدرول و  91محیط چسینده شامل 

(mounting medium .قرار گرفتند )هدا توسدط های لامدلکناره

لاک ناخن مسدود شده و سپس توسط میکروسکوپ فلورسدانس 

(Zeiss, Germany مورد مشاهده قرار گرفتندد. میدزان تجلدی )

مورد اندازه گیری کمی  image Jتوسط نرم افزاز  GFPپروت ین 

قرار گرفت و انديکس تجلی پروت ین همانندد روش توضدید داده 

 (.13محاسیه گرديد ) 13شده در منیع شماره 

 نتایج 

تواننددد توسددط رسددوبات هددای سددلولی مددیبسددیاری از رده

DNA فسفات کلسیم ترانسفکت شوند که اين رسوبات به سدطد/

شدوند چسیند و توسط پديده آندوسیتوز وارد سلول میسلول می

 کدددارايی(. بدددرای مطالعددده نلدددش فسدددفات کلدددروکین در 14)

لاسدمید تجلدی دهندده با پ HEK293Tهای ترانسفکشن، سلول

( و بدددا يدددک روش GFPژن  cDNA)حامدددل  GFPپدددروت ین 

(. ژن 13استاندارد وابسته به فسفات کلسدیم ترانسدفکت شددند )

GFP  کدده پددروت ینGreen Flouroscent Protein  را تجلددی

 reporterعندوان يدک ژن گزارشدگر )طور گسترده بهدهد بهمی

geneفاده قرار گرفتده اسدت ( در مطالعات بیان ژنتیکی مورد است

برابدر میدزان ترانسفکشدن  8(. تیمار با فسفات کلدروکین تدا 15)

ها با گلیسرول و يا که تیمار سلولها را افزايش داد در حالیسلول

DMSO (. 1ها نداشت )شکل تاثیری بر ترانسفکشن سلول 

 

 

 GFP (Greenبا پلاسمید کد کننده پدروت ین  HEK293Tهای سلول ،: الس( نتیجه يکی از آزمايشات ايمونوفلورسانس که در آن1شکل 

Flouroscent Protein ترانسفکت و با موادی که در شکل معرفی شدده اندد  "هامواد و روش"( همانند روش توضید داده شده در قسمت
هدا مدی باشدد کده در سلول GFPن طور معرف میزان بیان ژهای ترانسفکت شده و همیناند. ن( نمودار معرف نو  تیمار سلولتیمار شده

 ،لدسا )همانند آزمايش نشان داده شده درگیری نتايج سه آزمايش مختلس گیری شده است. متوسط اندازهاندازه Image Jتوسط نرم افزار 
 .در اين شکل نشان داده شده است
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طور کامدل به DMSOها با گلیسرول و يا جالب آنکه تیمار سلول

ر افزايشی فسفات کلروکین بدر ترانسفکشدن باعث از بین رفتن اث

ها شد که بیانگر آنست که هر يک از اين دو ماده به ندوعی سلول

هدا باعث از بین رفتن اثر فسفات کلروکین بر ترانسفکشن سدلول

 (.1گردد )شکل می

هدای گیدری میدزان ترانسفکشدن بدر اسداا تعدداد سدلولاندازه

رزيابی قرار گرفدت مورد ا GFPترانسفکت شده و شدت بیان ژن 

که هر دو اين عوامل در حضور فسدفات کلدروکین افدزايش پیددا 

مدورد  Image Jتوسدط ندرم افدزار  GFPکردند. شدت بیان ژن 

 گیری قرار گرفت.اندازه

هدای ما همچندین در ايدن مطالعده دريدافتیم کده تیمدار سدلول

HEK293T  میکروگدرم  در میلدی 35با غلظدت( لیتدرg/ml  )

سداعت )بعدد از ترانسفکشدن( باعدث  6مدت کین بهفسفات کلرو

 (. 3شود )شکل ها نمیگونه کاهشی در بلای سلولهی 

 

هدا را در (. اين شکل جمعیت سدلولdiamidino-2-phenylindole) DAPIها با رنگ ای از رنگ آمیزی هسته سلولالس( نمونه :3شکل 

 گیری کمی نتايج است.دهد. ن( نمودار بیانگر اندازهرد ملايسه قرار میحالت تیمار شده و تیمار نشده با فسفات کلروکین مو

 

 بحث

ها با روش وابسته بده فسدفات کلسدیم روشدی ترانسفکشن سلول

ايدن  کدارايیحدال آسان و از نظر اقتصادی به صرفه است. با ايدن

(. 16های آزمايشگاهی کافی نیست )روش برای بعضی از سنجش

میدزان دهیم که فسفات کلدروکین بدهمی در اين مطالعه ما نشان

را با  HEK293Tهای ترانسفکشن سلول کارايیای قابل ملاحظه

 دهد. روش فسفات کلسیم افزايش می

هاست در درمدان مالاريدا ای است که مدتفسفات کلروکین ماده

(. گزارشداتی اسدت میندی بدر 17مورد استفاده قرار گرفته است )

مداده و يدا در معدرر قدرار گدرفتن  های بالای ايدناينکه غلظت

هدا سدمی اسدت و ها با اين ماده برای سدلولطولانی مدت سلول

حدال در غلظدت مدورد (. بدا ايدن18گدردد )ها میباعث مرگ آن

لیتدر( و زمدان میکروگدرم در میلدی 35استفاده در اين مطالعده )

ساعت(، فسفات کلروکین هیچگونه اثر سدمی بدر  6ترانسفکشن )

 نداشت. HEK293Tهای سلول

توسددط فسددفات کلددروکین يکددی از  DNAبازدارندددگی تجزيدده 

های محتمل در افزايش میزان ترانسفکشن توسدط ايدن مکانیسم

های پلاسدمید از باشد. در طی ترانسفکشن، اکثر مولکولماده می

شدوند و در ايدن مرحلده  طري  پديده آندوسیتوز وارد سلول مدی

DNA علدت ته سدلول برسدد بدهممکن است قیل از آنکه به هس

( توسددط lysosome( و لیددزوزوم )endosomeادغددام اندددوزوم )

(. ادغدام 19های نوکل از لیزوزومال مورد تجزيه واقع گردد )آنزيم

تواند توسط عوامل لیزوزوموتروپیدک مانندد اندوزوم و لیزوزوم می

فسددفات کلددروکین، کدده از ادغددام اندددوزوم و لیددزوزوم ممانعددت 
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یری شددود )لازم بدده پکددر اسددت کدده مددواد کننددد، جلددوگمددی

ها طور ترجیحی در لیزوزوملیزوزوموتروپیک موادی هستند که به

تواندد (. در حلیلت فسفات کلروکین مدی8کنند( )تجمع پیدا می

pH  اندوزوم را تنظیم کند و فرآيند اسیدی شدن را بر هم بزند و

هدا زيکدولبنابراين باعث افزايش اسمولاريته و در ندايت پارگی و

داخدل سیتوپلاسدم پلاسمیدی بده DNAگردد که در نتیجه آن 

 (. 11و  9گردد )آزاد می

ترانسفکشن  کارايیاين نکته قابل پکر است که فسفات کلروکین 

هدای سدرطانی ( و سدلولSW480های سدرطانی کولدون )سلول

تواندد تفداوت ( را افزايش نداد. دلیل اين امر میPC-3پروستات )

هدای ت بیولوژيک )مانند تراوايی غشايی( میان سلولدر خصوصیا

HEK293T رسد نظر میهای پکر شده باشد. بنابراين بهو سلول

طدور ترجیددی تنددا باعدث افدزايش که ماده فسفات کلروکین به

 شود.ها میای از سلولترانسفکشن عده

 DNAهدا بدا فسفات کلروکین اول بار برای ترانسفکشدن سدلول

( و از آن زمدان 31ا مدورد اسدتفاده قدرار گرفدت )ويروا پولیوم

عنوان يک ماده موثر در ترانسفکشدن بدرای عدده ای از تاکنون به

(. 33و 31های پستانداران مورد استفاده قرار گرفته اسدت )سلول

ترانسفکشن توسط فسفات کلروکین به نو   کارايیمیزان افزايش 

محیط کشت و روش ترانسفکشن بستگی دارد و بندابراين  -سلول

محللددین ديگددری کدده از فسددفات کلددروکین بددرای تحريددک 

اند میدزان افدزايش متفداوتی را ترانسفکشن سلولی استفاده کرده

اند. برای مثدال در مدورد رده سدلولی است وسدارکوما تجربه کرده

برابری ترانسفکشن توسط فسدفات کلدروکین گدزارش  3افزايش 

اندد ترانسفکشددن ( و يددا گدروه ديگدری توانسددته33شدده اسدت )

برابدر توسدط  6ويدروا پولیومدا تدا  DNAهای رت را بدا سلول

(. گروه ديگدری ترانسفکشدن 31فسفات کلروکین افزايش دهند )

( را بدا پلاسدمید Chinese hamster ovary) CHOهدای سلول

pSV2neo  اندد برابر افدزايش داده 31توسط فسفات کلروکین تا

دهدیم (. با روش توضید داده شده در اين ملاله ما نشان مدی31)

طدور قابدل بده HEK293Tهدای ترانسفکشدن سدلول کارايیکه 

تواند توسط فسدفات کلدروکین افدزايش برابر می 8ای تا ملاحظه

سدرول و يدا دهدیم کده دو مداده گلیعلاوه مدا نشدان مدیهيابد. ب

DMSO هدا های ترانسفکشدن سدلولعنوان محرک)که هر دو به

انددد( اثددر افزايشددی ترانسفکشددن توسددط فسددفات شددناخته شددده

برند. بنابراين با توجه به نتايج فوق توصدیه کلروکین را از بین می

 ها توام با فسفات کلروکین مورد استفادهکنیم که اين محرکنمی

 قرار گیرند.

 نتیجه گیری 

هددای طدور خلاصده بدا توجده بده اسدتفاده گسدترده از سدلولبده

HEK293T مدا فسدفات کلدروکین را  ,در مطالعات بیان ژنتیکی

ترانسفکشدن  کدارايیعنوان يک مداده بدا ارزش بدرای افدزايش به

کندیم. بدا توسط روش ارزان قیمت فسدفات کلسدیم توصدیه مدی

د که فسدفات گردحال با توجه به نتايج اين ملاله پیشنداد میاين

عندوان تنددا محدرک در واکدنش ترانسفکشدن مدورد کلروکین به

هدا مانندد استفاده قرار گیرد و از استفاده توام آن با ساير محدرک

 خودداری گردد.   DMSOگلیسرول و 
 

 تشکر و قدردانی

صدورت اهددايی از به GFPحامل پلاسمیدی رمز کننده پروت ین 

یلوانیا در کشدور آمريکدا( )از دانشدگاه پنسد Peter Kleinدکتدر 

 31/86113کار توسط طرح پژوهشی شدماره دريافت گرديد. اين

صددندوق حمايددت از پژوهشددگران رياسددت جمدددوری و معاونددت 

 پژوهشی دانشگاه تدران مورد حمايت مالی قرار گرفته است.  
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Abstract 

Aim: Different methods have been used for introducing DNA into mammalian cells. Calcium 

phosphate-based transfection protocols are inexpensive and easy to perform, however, the transfection 

efficiency in some cases is not satisfactory. In this study we try to increase the efficiency of calcium 

phosphate-mediated cell transfection.   

Material and Methods: 2.0×105 HEK293T cells were plated in each well of a 6-well plate containing 

a 10% poly L lysine-coated coverslip and grown to 60% confluency. The cells were then transfected 

with a plasmid encoding GFP (Green Fluorescence Protein), using a standard calcium phosphate 

protocol in the presence or absence of chloroquine phosphate. GFP protein expression was observed 

by immunofluorescence microscopy and quantified with the help of Image J software.   

Results: We have shown that chloroquine phosphate can highly improve the efficiency of calcium 

phosphate-dependent transfection in the HEK293T cells, leading to an approximate 8-fold increase in 

the number of transfected cells. Chloroquine phosphate was not toxic to the cells, however, its positive 

effect on transfection efficiency was abolished in the presence of glycerol or DMSO (Dimethyl 

sulphoxide). 

Conclusion: we recommend chloroquine phosphate for increasing the efficiency of transfection by the 

inexpensive method of calcium phosphate. In addition, we recommend that chloroquine phosphate to 

be used alone and not along with other inducers of cell transfection.   

Keywords: Chloroquine phosphate, Transfection, HEK293T cells 
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