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  چكيده

هاي كبدي جوجه نـژاد لگهـورن در دو سـطح ترانسفكشـن و      و انتقال ژن به سلول DNAهدف از اين مطالعه بررسي كارائي جذب  :هدف
 .باشد دت بيان ترانسژن ميهاي نوتركيب و ش ترانسدوكشن با لنتي ويروس

خانـه كشـت داده شـدند و در مراحـل مختلـف بـا        96هـاي   ها در پليت براي ترانسفكشن يا ترانسدوكشن ويروسي، سلول :ها مواد و روش
 Grid Cellافـزار    بـا نـرم  ) GFP )Green Fluorescent Protein-positiveهاي  تعداد سلول. ميكروسكوپ فلورسنس مشاهده گرديدند

Counter افزار   و شدت بيان ترانسژن با نرمImageJ ها با نرم افزار  محاسبه و دادهSPSS آناليز شدند.  

 Chicken hepatoma( LMHو ) (HEK Human Embryonic Kidneyهـاي   ، در سطح ترانسفكشن، در سلولGFPبيان ژن  :نتايج

cell line ( ساعت بعد مشاهده شـدند  36ساعت و  22حله ترانسدوكشن به ترتيب ساعت بعد از انتقال ژن و در مر 9ساعت و  6به ترتيب .
 DNAدرصد  35درصد و  40به ترتيب  LMHو  HEKساعت پس از ترانسفكشن نشان دادكه سلول هاي  GFP+، 48هاي  شمارش سلول

سـاعت   96و  72هـاي مثبـت    لولشمارش س. درصد رسيد 48درصد و  95ساعت بترتيب به   72اين مقادير در . اند را دريافت و بيان كرده
ليكن آناليز شدت بيان . توسط دو رده سلولي مزبور را به اثبات رسانيد DNAپس از ترانسدوكشن ويروسي نيز الگوئي مشابه از نظر دريافت 

GFP  نشان داد كه ردهHEK  وLMH  درصد  89 درصد و 74بترتيبGFP داري  را با اختلاف معني(P<0.01) بيان كردند .  

برخـوردار هسـتند بـا ايـن حـال       DNAاز قدرت جذب بالاتري بـراي دريافـت    HEKهاي  نتايج حاصله نشان داد كه سلول: يجه گيرينت
 .هاي خارجي را با شدت بيشتري بيان نمايند قادرند ژن LMHهاي  سلول

  ، لنتي ويروس، ترانسفكشن، ترانسدوكشنLMHجوجه،  :واژگان كليدي

 
 



 عباس رحيمي شم آبادي و همكاران                                                      ...رده هاي جوجه قابليت ترانسفكشن و ترانسدوكشن سلول 

  1389 تانزمس، 2، شماره 1جلد مجله علمي پژوهشي سلول و بافت،                                                                                                                      48

  مقدمه
كه تخم مرغ و جنين جوجـه بعنـوان مـدلي     ساليان زيادي است

مناسب براي مطالعات فيزيولوژيكي، تهيه آنتي باديهاي تجـاري و  
دلايل اين رويكـرد   زا. گيرد واكسن بيماريها مورد استفاده قرار مي

ــاه    مــي ــرغ، دوره كوت ــوه تخــم م ــد انب ــائين تولي ــه پ ــوان هزين ت
بت بـه  انكوباسيون، سيكل زندگي و توليد مثل كوتـاه طيـور نس ـ  

پستانداراني كه بعنوان حيوان آزمايشگاهي مطرح هستند و وجود 
بـدين علـت روشـهاي    . محيط استريل داخل تخم مرغ را نام بـرد 

چنـدين  استخراج و تخليص پروتئينهاي مختلف از تخم مرغ نيـز  
  ). 3و 2( سهولت قابل انجام استه و ب) 1( ابداع شده دهه قبل

ــات و توليــدات بيو مطالعــاتدر عرصــه  ــوژي، توليــد حيوان تكنول
تراريخته بعنـوان مـدل بيماريهـاي صـعب العـلاج و نيـز بعنـوان        
بيوراكتورهاي قابل دسترس و مطمئن در سـالهاي اخيـر مرسـوم    

جوجـه طيـور از جملـه حيوانـاتي اسـت كـه        .)7-4( شده اسـت 
در مقايسـه  . )10-8( بصورت تراريخته توليد و گزارش شده است

، طيـور از مزايـاي خاصـي بخصـوص در     با ساير مدلهاي حيـواني 
ايـن مزايـا   . عرصه توليد مولكولهاي آنتـي بـادي برخـوردار اسـت    

مزاياي بيولـوژيكي  ) 1: شوند عمدتا بر سه دسته تقسيم بندي مي
كه بيان درست پروتئينها و پردازش مناسـب آنهـا در طـي بيـان     

مثل گليكوزيلاسيون و سياليلاسـيون آنتـي باديهـا متناسـب بـا      (
شـود،   را شامل مـي ) 11) (دهد در سلولهاي انساني روي مي آنچه

مزاياي سرعت و ميزان توليـد بـدلايلي از قبيـل زمـان كوتـاه      ) 2
هفته و زمان نسبتا كوتاه پرورش يـك نسـل    3انكوباسيون يعني 

هفته و سرعت و سـهولت افـزايش سـطح توليـد      20يعني حدود 
هزينـه   )3نسبت بـه سيسـتمهاي ديگـر و     (Scale-up)محصول 

پائين توليد از جمله عدم نياز به فرمانتورهـاي بـزرگ و روشـهاي    
پيچيده و پرهزينـه استريليزاسـيون، تخلـيص و تغلـيظ محصـول      

)12.(  

انتقال ژن خارجي بـه درون سـلولها كـه لازمـه ايجـاد حيوانـات       
باشد عمدتا بدو روش غير ويروسي و ويروسي انجـام   تراريخته مي

ير ويروسي ميـزان موفقيـت انتقـال ژن    هاي غ در روش. پذيرد مي
توان انتظار داشت كه قطعـه ژن هـدف بميـزان     پايين بوده و نمي

درصد الحاق ترانسژن در ژنوم سلول . بالايي وارد ژنوم سلول شود
اين در حاليست ). 13(باشد  و ميزان بيان آن نيز عموما پايين مي

تقـال و الحـاق   ها به طور طبيعي از توانايي بالايي در ان كه ويروس
بعـلاوه بـا افـزايش    ). 14(ژنوم خود در سلول ميزبان برخوردارنـد  

اطلاعات در مورد چرخـه زنـدگي و سـاختار ژنتيكـي ويروسـها و      

هــاي هدفمنــد بــر روي ژنــوم آنهــا، كــارائي و  نتيجتــا دســتكاري
پتانسيل ناقلين ويروسي براي انتقال ژنهاي خارجي و الحاق آنهـا  

  ).15(د شو ميسازي  در ژنوم ميزبان بهينه

در سال  Chicken hepatoma cell line LMH هاي  رده سلول
ها بـا دي اتيـل نيتـروز     توسط كيتاگاوا در پي تيمار سلول 1981

هـاي سـرطاني    اين رده سلولي از سلول. )16( آمين تثبيت گرديد
 ـ   كبد جوجه نژاد لگهورن جدا شـده  دريتي انـد و از مورفولـوژي دن

  LMH-2Aرده ديگـري بنـام   هـا  از اين سـلول . برخوردار هستند
ــا       ــتروژن ب ــده اس ــا ژن گيرن ــه در آنه ــت ك ــده اس ــتق ش          مش

              ).18و  17(ده اسـت  استفاده از تكنيك ترانسفكشـن تثبيـت ش ـ  
ــايت   ــود درســـــ ــات موجـــــ ــابر اطلاعـــــ                    ATCC بنـــــ

(American Type CultureCollection)  هـاي   سـلولLMH  
هـاي   قابليت نسبتاً خوبي بـراي ترانسفكشـن و دريافـت تـوالي    از 

 .باشند نوكلئوتيدي برخوردار مي

پتانسيل سلولهاي جوجـه در دريافـت و بيـان ژن خـارجي بـراي      
در اين راستا و در . هاي تراريخته اهميت زيادي دارد توليد جوجه

و دريافـت   LMHقابليـت ترانسفكشـن سـلولهاي     مطالعه حاضـر 
          رســـوب وتيـــدي خـــارجي بـــا اســـتفاده از روشتـــوالي نوكلئ

DNA –  ــا ســلول              هــاي اســتاندارد فســفات كلســيم بررســي و ب
Human Embryonic Kidney (HEK)-293T    مقايسـه شـده

بـالنتي   LMHما همچنين قابليت ترانسداكشن رده سلولي . است
اي ه ـ ويروسهاي نوتركيب با منشاء انساني را بررسـي و بـا سـلول   

HEK-293T مقايسه كرديم.  
  

  مواد و روش ها

           نـــاقلين لنتـــي ويروســـي بنامهـــاي :بيولـــوژي مولكـــولي
pNL-EGFP/CMV-WPRE )ناقـــل انتقـــال يـــا ترانســـفر( ،

pCD/NL-BH*∆∆∆ )   و ) ناقل بسـته بنـدي ويـروسLTR-G 
). 19(تهيــه شــد  Dr. J. Reiserاز آزمايشــگاه ) ناقــل غشــائي(

ــه  ــازي نمون ــالص س ــا خ ــت  ه ــتفاده از كي ــا اس ــميدي ب ي پلاس
Maxiprep و براساس دسـتورالعمل سـازنده آن انجـام     از كياژن

  . شد
  

سـلولهاي مولـد   ) 20(بر طبق گـزارش قبلـي مـا    : كشت سلول
ــا مختصــرا ( HEK-293Tويروســي از رده  در محــيط ) HEKي

DMEM) (Dulbecco’s Minimal Eagle Medium   بهمـراه
 CO2درصــد  5درجــه و  37در شــرايط  FBSدرصــد ســرم  10
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. پاسـاژ داده شـدند   Confluencyدرصد  90-80كشت و در حد 
ميليـون سـلول در پتـري     2براي ترانسفكشـن و توليـد ويـروس    

ساعت قبل  24د و مخصوص كشت سلول اگر سانتي 10ديشهاي 
 60-50از ترانسفكشن كشت داده شـدند تـا در روز بعـد حـدودا     

  .ددرصد فضاي پتري ديش را پر نماين

بانـك   از ATCC, CRL-2117بـا مشخصـات    LMHهاي  سلول
تهيـه شـده و عينـا    ) تهـران -انستيتو پاستور ايـران (سلولي ايران 

          ). 21(مطـــابق گـــزارش قبلـــي كشـــت و تكثيـــر داده شـــدند 
ــلولها از       ــن سـ ــت ايـ ــراي كشـ ــه بـ ــور خلاصـ ــيطبطـ          محـ

Waymouth MB 752/1 )  از شـركتGIBCO (  درصـد   10بـا
FBS ،100  ــر پنــي ــر ميلــي ليت  100 ســيلين و ميكــرو گــرم ب

ليتر استرپتومايسـين و انكوباسـيون در دمـاي     ميكروگرم بر ميلي
بـراي كشـت   . استفاده شد CO2 درصد 5و گراد  سانتيدرجه  37

 1مجدد سلولها، كف فلاسكها و پليتهاي سلولي در ابتدا با ژلاتين 
چسبندگي كامـل   دقيقه پوشانده شد تا از 30درصد  براي مدت 

براي سهولت در شمارش سـلولهاي  . سلولها اطمينان حاصل شود
GFP+ ترانسفكشـــن و ترانسدوكشـــن هـــر دو رده ســـلولي در ،

سـلول  از هـر دو رده    3000خانه و با كاشت اوليـه   96پليتهاي 
  .صورت پذيرفت

  

 :تغليظ ويروس و آلـوده سـازي سـلولهاي هـدف     توليد و
). 21(بق گزارش قبلي انجام گرديد تمامي مراحل فوق الذكر مطا

بطور خلاصـه بـراي توليـد لنتـي ويروسـهاي نوتركيـب و فعـال،        
سلولهاي مولد ويروس همزمان بـا سـه ناقـل لنتـي ويروسـي بـه       

ميكروگرم از هريـك   10 ميكروگرم از ناقل ترانسفر، و 15  ميزان
ــوب    ــتاندارد رس ــا روش اس ــائي ب ــدي و غش ــته بن ــاقلين بس      از ن

DNA- توضـيح بيشـتر آنكـه    . ات كلسـيم ترانسـفكت شـد   فسف
ميلي مولار فسفات كلسيم بـا افـزوده    125بهمراه  DNAمقادير 

 ميكروليتـر رسـانده و بصـورت قطـره اي بـه      500آب استريل به 
 X HBS 2 X Hepes Buffered 2)(ميكروليتـر محلـول   500

Saline  2). اضافه شـد X HBS: NaCl: 174 mM, KCl: 10 

mM,  Na2HPO4.7H2O: 1.4 mM, D-Glucose: 15 
mM, HEPES: 42 mM)  . دقيقــه انكوباســيون  20پــس از

مخلوط بدست آمده در دماي اطاق، قطره قطره به سلولهاي زنده 
بدنبال آن سلولها تـا توليـد ويـروس و    . در پليت كشت اضافه شد

رها سازي ذرات ويريون به محيط در شرايط انكوبـاتوري مـذكور   
 24محيط سلولهاي ترانسـفكت شـده در   . ي شدنددر بالا نگهدار

ساعت بعد جمع آوري شده و پس از فيلتراسيون بـا   48ساعت و 

 عينـا مطـابق   Amicon-100 MW (Millipore)از  اسـتفاده 

براي آلوده سـاختن سـلولهاي   ) . 21(گزارش قبلي تغليظ گرديد 
از ايـن  ) بـه بخـش نتـايج رجـوع شـود     (هاي معينـي   هدف حجم
ظ شده ويروسي به آرامي به سلولها اضـافه شـد و در   استوك تغلي

شرايط رشد ذكر شده در بـالا انكوبـه گرديـد تـا بيـان ترانسـژن       
تصـاوير سـلولها در مراحـل ترانسفكشـن     . فلورسنتي رويت شـود 

سلولي و ترانسدوكشـن ويروسـي را بـا اسـتفاده از ميكروسـكوپ      
  .فلورسنس جمع آوري و براي آناليزهاي بعدي ذخيره گرديد

  

 10هـا حـدود    براي شمارش سـلول : +GFPمحاسبه سلولهاي 
خانه مورد استفاده  96ميدان ميكروسكوپي مختلف از هر چاهك 

قرار گرفت و با استفاده از تصاوير اين ميـادين، درصـد سـلولهاي    
GFP+    با اسـتفاده از نـرم افـزارGrid Cell Counter    محاسـبه
  ).22(گرديد

  

آناليز شـدت بيـان در مرحلـه    براي : GFPمحاسبه شدت بيان 
) چاهـك  3(ترانسدوكشن ويروسي، سـلولها بصـورت تريپليكيـت    

خانه كشت و بـا يـك    96براي هر رده سلولي در چاهكهاي پليت 
هفتاد و دو سـاعت پـس از   . دهم از استوك ويروسي آلوده گرديد

ترانسدوكشن تصاوير فلورسنتي از سلولها گرفته شد تا براي آناليز 
بار و هر بار بطور مجزا تكـرار   3اين آزمايش براي . رودبعدي بكار 

چاهك از هر نمونه تصوير برداري شده و  9گرديد و در مجموع از 
چاهك تيمار شده بـا ويـروس،    9ر علاوه ب. مورد آناليز قرار گرفت

چاهـك در هـر    2(چاهك دست نخورده از هـر رده سـلولي    6 از
داري شـد تـا بعنـوان    نيز در زير نور فلورسـنت عكسـبر  ) آزمايش

پس از اين مرحله مجموع سلولهاي . زمينه در محاسبات بكار رود
موجود در هر چاهك تيمار شده  با ويروس به روش رنگ آميـزي  

براي آناليز شـدت بيـان در تصـاوير از    . تريپان بلو شمارش گرديد
استفاده شد بدين ترتيب كه ابتدا ارقـام  ) ImageJ  )23نرم افزار 

ميـزان كـل فلورسـنت هـر چاهـك و سـپس مقـادير        مربوط بـه  
پس از تفريق مقـادير  . فلورسنت زمينه با اين نرم افزار بدست آمد

زمينه از مقادير كل، ميزان فلورسنت حاصله از هر چاهـك را بـه   
. نسبت مجموع سلولهاي موجود در آن چاهـك محاسـبه گرديـد   

را  چاهـك از هـر نمونـه    9نهايتا متوسط مقادير مربوط بـه همـه   
هاي حاصله را جهت تجزيه و تحليـل آمـاري    بدست آورده و داده

  . بكاربرده شد
  

داده هـاي منـدرج در تصـاوير نماينـده متوسـط       :آناليز آمـاري 
(Mean±SEM)  آزمايش جداگانه اسـت كـه بصـورت     3حد اقل
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براي آناليز تفـاوت بـين دو    .تريپليكيت و يا بيشتر تكرار شده اند
اســتفاده شــد و ) Student )Student’s t-testگــروه از تســت 

مـورد بررسـي    SPSS version 16با استفاده از نرم افزار متعاقبا 
 P<0.01دار و ارزشهاي  بصورت معني P<0.05ارزش . قرار گرفت

  .دار تفسير گرديد بصورت بسيار معني
  

  نتايج
  آغاز بيان ترانسژن در مرحله ترانسفكشن 

ــل ز  ــلولها در فواص ــتقيم س ــاهده مس ــد از  مش ــوالي بع ــاني مت م
بـه   LMHو  HEKدر سلولهاي  GFPترانسفكشن نشان داد كه 

ــان ترانسفكشــن قابــل رويــت   9و  6ترتيــب  ســاعت پــس از پاي
ســاعت از ترانسفكشــن، تعــداد  12پــس از گذشــت  .باشــد مــي

عدد در هر ميدان  51± 1مثبت بطور متوسط به HEKسلولهاي 
 LMHد سـلولهاي  اين در حاليست كه تعدا. ميكروسكوپي رسيد

عـدد   32±2ساعت پس از ترانسفكشن بطـور متوسـط    20مثبت 
آنـاليز آمـاري تفـاوت ايـن دو      ).الف -1نمودر (در هر ميدان بود 

  .(Student's t-test; P<0.01)دار نشان داد  گروه را بسيار معني
  

  آغاز بيان ترانسژن در مرحله ترانسدوكشن 
  ني پس از ترانسدوكشن، دوبراي مشاهده بيان در اولين فاصله زما

متعاقبـا  . رده سلولي با حداقل حجم استوك ويروسي آلوده شدند
ساعت بعد شروع بـه   36و  22بترتيب  LMHو  HEK سلولهاي

هــاي ســريالي از اســتوك  بكــارگيري حجــم. نمودنــد GFPبيـان  
 36در مقاطع زمـاني   +GFPويروسي و سپس شمارش سلولهاي 

 LMHساعت براي سـلولهاي   48و  HEKساعت براي سلولهاي 
نشان داد كه در يك محدوده از تيتـر ويروسـي، غلظـت ويـروس     
نوتركيب با تعداد سلولهاي بيان كننده ترانسژن در مـورد هـر دو   

ترانسدوكشـن   ).ب -1نمـودار  (رده سلولي رابطـه مسـتقيم دارد   
بـا يـك بيسـتم اسـتوك ويروسـي       LMHو  HEKسلولهاي رده 

برابـر بيشـتر از    3ايجاد نمـود كـه    +GFPسلول  10و 16بترتيب 
زماني است كه سـلولها رقـت يـك پنجـاهم ويروسـي را دريافـت       

هـاي يـك    از نقطه نظر آماري اين تفاوت نتيجه بين رقـت . كردند
 بـود دار  پنجاهم و يك بيستم براي هردو رده سلولي بسيار معنـي 

(Student t-test; P<0.001) .     افـزايش غلظـت ويـروس از يـك
 3يك دهم نيز تعداد سلولهاي مثبـت در هـر دو رده را    بيستم به

 4 بترتيـب بـه  LMH  و HEKبرابر ديگر افزايش داد و براي رده 
رسانيد و ايـن افـزايش بـراي هـر دو رده سـلولي       32± 3و  ±51

  .(P<0.001)دار بود  بسيار معني

  

   
 ب الف

 

ساعت پس از ترانسفكشن و  20و  12بترتيب  LMHو  HEKاين شمارش براي سلولهاي  :در آغاز ترانسفكشن +GFPشمارش سلولهاي   -الف: 1نمودار 
اين (ميدان ميكروسكوپي است  10هر ستون نماينده متوسط تعداد سلولهاي شمارش شده در . صورت گرفت سيا استفاده از ميكروسكوپ فلورسن

تفاوت . و با پيروي از دستورالعمل وبسايت محاسبه گرديد Grid Cell Counter كه با استفاده از نرم افزار) ايجاد شدند 100xميادين در بزرگنمايي 
شمارش سلولي . سلولها با رقتهاي سريالي از استوك ويروسي آلوده شدند -ب نشان داده شده است (P < 0.001) *** آماري بين دو گروه با علامت  

هر ستون نماينده متوسط تعداد سلولهاي شمارش شده در . وكشن صورت گرفتساعت پس از ترانسد 48و  36بترتيب  LMHو  HEKبراي سلولهاي 
. و با پيروي از دستورالعمل وبسايت محاسبه گرديد Grid Cell Counterميباشد كه با استفاده از نرم افزار ) 100xبزرگنمايي (ميدان ميكروسكوپي  10

براي تفاوتهاي آماري بين دو رده  (P<0.001) ***و يا  (P <0.01) **  علامت: ر استعلائم موجود در دياگرام حاصل آناليز آماري داده ها بشرح زي
براي تفاوتهاي آماري بين سلولهاي يك رده كه با رقتهاي يك دهم و يك پنجم از استوك   ##(P <0.01) سلولي در هر گروه از داده ها، علامت 

هاي آماري بين سلولهاي يك رده كه با رقتهاي يك پنجاهم و يك بيستم و يك دهم از براي تفاوت ‡‡‡(P <0.001) ويروس تيمار شده اند، علامت 
  .استوك ويروس تيمار شده اند
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ميكروليتـر از   100يعنـي  (بررسي سلولهايي كه حجم يك پنجم 
هاي بالاتر اسـتوك   و حجم) ميكروليتر استوك ويروسي 500كل 

بـيش از حـد   ويروس را دريافت كرده بودند نشان داد كه مصرف 
. شـد  مقدار ويروس باعث كاهش محسوس رشد و بقاء سلولها مـي 

ب مشخص اسـت تعـداد    -1به اين علت و همانطور كه در نمودار
ك ويروسي تيمـار شـده   كه با اين حجم از استو +GFPسلولهاي 

هـاي   مراتب كمتر از تعداد سـلولهايي بودنـد كـه حجـم    ه بودند ب
رونـد  بـه ايـن ترتيـب    . دنـد تر ويروس را دريافـت كـرده بو   ينئپا

با افزايش بيشتر غلظت ويروسي نه تنهـا   +GFPافزايش سلولهاي 
متوقف شد بلكه در حضور يك پنجم از استوك ويروسي معكوس 

بودند بترتيـب   +GFPكه  LMHو  HEKتعداد سلولهاي : گرديد
كاهش پيدا كرد و اين كاهش از نظر آماري  26± 2و  36 ± 2 به

  .(P<0.01)دار بود  ولي بسيار معنيبراي هر دو رده سل

هـاي   گروه از رقـت  3در هر  مقايسه سلولهاي بين دو رده مختلف
 نيز نشانگر آن) يعني يك بيستم، يك دهم و يك پنجم(ويروسي 

مراتب بيشـتر از  ه ب HEKاز رده  +GFPكه تعداد سلولهاي  ستا
 3باشد بطوريكه اين تفاوت از نظر آمـاري در هـر    مي LMHرده 
  ).ب -1نمودار ( (P<0.01)دار بود  بسيار معنيوه مزبور گر

  

  

  
  

در هـر دو   GFPاين تصاوير نمايـانگر بيـان ژن   . تصوير فاز كنتراست و فلورسنت از سلولهاي ترانسفكت شده: HEKو  LMH ترانسفكشن سلولهاي: 1شكل 
  100x: بزرگنمايي. رده سلولي ميباشد

  

  
  

ميـدان   10نماينده متوسـط تعـداد سـلولهاي شـمارش شـده در      ساعت پس از ترانسفكشن هر ستون  72و  48ر د +GFPشمارش سلول هاي : 2نمودار
تفـاوت آمـاري   .  و با پيروي از دستورالعمل موجود در وبسايت آن محاسبه گرديد Grid Cell Counterر ميكروسكوپي ميباشد كه با استفاده از نرم افزا

 *** ساعت در داخل يك رده سلولي با علامـت  72و  48و براي تفاوتهاي آماري  بين  ##(P <0.01) با علامت بين دو رده سلولي در هر مقطع زماني
(P <0.001)  
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  LMHو  HEKهايمقايسه ترانسداكشن سلول
رشـد سـلولها    ،با توجه به اينكه حجم هاي بالاي استوك ويروسي

 را تحت تاثير قرار داد مـا بـراي ايجـاد ترانسدوكشـن حـداكثري،     
 50يعنــي (ســلولها را بــا يــك دهــم از اســتوك اوليــه ويروســي  

 96سـاعت و   72. آلوده شـدند ) ميكروليتر 500 ميكروليتر از كل
تركيـب ايـن    هـا بـا ويـروس نـو     ساعت بعد از آلوده كردن سـلول 

ها در زير ميكروسـكوپ بررسـي و بـراي آنـاليز و محاسـبه       سلول
عكسـبرداري  ميزان بيان از بخشهاي مختلف چاهك كشت سلول 

ميـدان ميكروسـكوپي    10بـدين منظـور حـداقل    ). 2شكل (شد 
 3نمودار . مشخص براي هر نمونه چاهك مورد بررسي قرار گرفت

بـر ايـن   . دهـد  درصد سلولهاي مثبت را در اين بررسي نشان مـي 
 ـ LMHو  HEKساعت ميزان سلولهاي  72اساس، در ترتيـب   ه ب

 ± 2رتيب  ته ساعت ب 96و در  درصد 41 ± 3درصد و  87 ± 4
آناليز آماري اين داده هـا  . درصد بوده است 58 ± 5درصد و  97

نشان داد كه تفاوت بسيار معني داري بين دو رده سلولي در هـر  
  .(P<0.001)دو مرحله ترانسفكشن و ترانسدوكشن وجود دارد 

  

  
  

 GFPاين تصاوير نمايانگر بيان ژن . و فلورسنت از سلولهاي آلوده شده با ويروستصوير فاز كنتراست :  LMHو  HEKترانسدوكشن سلولهاي : 2شكل 
   100x: بزرگنمايي. در هر دو رده سلولي ميباشد

  

  
  

هـر سـتون   . سلولها با رقت يك دهم  از استوك اوليه ويروسي آلوده شـدند . ساعت پس از ترانسدوكشن 72و  48در  +GFPشمارش سلولهاي : 3نمودار
و بـا پيـروي از    Grid Cell Counter رميدان ميكروسـكوپي ميباشـد كـه بـا اسـتفاده از نـرم افـزا        10توسط تعداد سلولهاي شمارش شده در نماينده م

و بـراي تفاوتهـاي   (P <0.001) *** تفاوت آماري بين دو رده سلولي در هر مقطع زماني با علامت .  دستورالعمل موجود در وبسايت آن محاسبه گرديد
 .نشان داده شده است## (P <0.01)ساعت در داخل يك رده سلولي با علامت 96و  72بين آماري  
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 HEK-293Tرده  هـاي در سلول GFPمقايسه شدت بيان 
  LMHو 

تصاوير ميكروسكوپي سلولها پس از ترانسدوكشـن و نيـز    3شكل 
مطـابق  . دهـد  را نشان مي ImageJدياگرام حاصل از آناليز آنها با 

چاهـك از   9روشها گفته شد تصاوير فلورسنتي از  آنچه در بخش
رده سلولي آناليز شد و نشان داد كه متوسط شـدت بيـان در رده   

HEK 3 ± 74  درصد و در ردهLMH  7 ± 89 باشد درصد مي .
نسـبت بـه    LMHها نشان داد كه سلولهاي  آناليز آماري اين داده

تا قادرنــد پــروتئين ترانســژن را در ســطح نســب HEKســلولهاي 
بالاتري بيان نمايند و اين اختلاف شدت بيان بين دو رده سـلولي  

  ).4نمودار( (P<0.05)باشد دار مي معني

  

  
ساعت پس از ترانسدوكشن با رقت يك دهم از استوك ويروسي با  72اين تصاوير سلولي  :پس از ترانسدوكش HEKشدت بيان در سلولهاي : 3شكل

كل فيلد هر تصوير انتخاب شده و  ImageJسپس با قرار دادن تصاوير در نرم افزار  . 100x: بزرگنمايي(يه شده اند استفاده از ميكروسكوپ فلورسنت ته
   .شود هاي موجود كه نمايانگر شدت بيان ميباشد محاسبه گرديد كه حاصل آن بصورت دياگرام نشان داده ميPixelميزان 

  

  

  
توسط سلولهاي  GFPن آناليز ميزان فلورسنت ناشي از بيا: 4نمودار
HEK  وLMH 72 هر ستون . ساعت پس از ترانسدوكشن ويروسي

يك (ميدان ميكروسكوپي  9نماينده متوسط شدت بيان حاصل از 
كه با آناليز آماري داده هاي شكل   ميباشد) ميدان فراگير از هر چاهك

 تفاوتهاي آماري بين دو رده سلولي با علامت. ب بدست آمد-4الف و -4
* (P <0.05) مشخص شده است.  

  

   بحث
در اين مطالعـه، پتانسـيل سـلولهاي كبـدي جوجـه را در جـذب       

DNA      خارجي، در پذيرفتن لنتـي ويـروس نوتركيـب و الحـاق و
بعنـوان   HEKسـلولهاي انسـاني   . بيان ترانسژن آن بررسـي شـد  

هـاي نوتركيـب بـا     سلولهاي استاندارد براي توليـد لنتـي ويـروس   
در مقايسه با آنهـا،  . شود سيع بكار برده ميبطور و HIV-1منشاء 

توانايي ضعيف تري براي ترانسفكت شدن و نيـز   LMHسلولهاي 
در عـين حـال تعـداد    . آلودگي با لنتـي ويـروس را نشـان دادنـد    

را نسبت به مرحله ترانسفكشن بيـان   LMHبيشتري از سلولهاي 
نسـبت بـه    LMHجالب آنكه شـدت بيـان در سـلولهاي    . كردند
نهايتـا مـا توانسـتيم    . در هر مرحلـه بيشـتر بـود    HEKي سلولها

قدرت سلولهاي جوجه را در توليد و بسته بندي لنتي ويروسـهاي  
  .نوتركيب به اثبات برسانيم
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متعلـق بـه    Tبا برخـورداري از آنتـي ژن    HEK-293Tسلولهاي 
و در نتيجه مهار فعاليـت پـروتئين ضـد تومـوري      SV40ويروس 

pRb  )24  ( بالايي براي بيان اجـزاء ويروسـي و بسـته    از توانايي
بنابراين سلولهاي مزبور . باشند هاي كامل برخور مي بندي ويروس

كننـد و درصـد بـالاي     به سهولت ژنهـاي خـارجي را جـذب مـي    
نســبت بــه جمعيــت  HEKدر بــين جمعيــت  +GFPســلولهاي 

LMH هاي لنتي ويروسـي   غير منتظره نيست بخصوص كه سازه
  .گيرند منشاء مي HIV-1از ويروس انساني 

عوامل مختلفي مانند نوع و سلامت سـلول، نحـوه رشـد و پاسـاژ     
پلاســميدي مــورد اســتفاده،  DNAســلولي، كميــت و كيفيــت 

تركيبات مورد استفاده براي ترانسفكشن، و نهايتا تيتر ويروسي و 
اندازه توالي ترانسژن در جذب و الحاق ترانسـژن در ژنـوم سـلول    

نتـايج آزمايشـات مـا در مراحـل ابتـدائي       .باشـد  هدف مـوثر مـي  
هـاي   دهد كـه قابليـت ترانسفكشـن سـلول     ترانسفكشن نشان مي

LMH هاي استاندارد  سلول% 463حدودHEK باشد كه البته  مي
يكي . درصد كاهش پيدا كرد 50ساعت بعد به  72اين نسبت در 

 LMHهــاي  از دلايــل مهــم قابليــت ترانسفكشــن پــايين ســلول
هـا باشـد بـه طـوري كـه       تر بودن اندازه اين سلولتواند كوچك مي

است كه اين  HEKهاي  ها حدود يك سوم سلول اندازه اين سلول
  تواند باعـث تمـاس كمتـر سـطح سـلول بـا رسـوبات        موضوع مي

DNA –    ــه داخــل ــي ب فســفات كلســيم شــده و ورود ســازه ژن
هـاي   اين در حاليسـت كـه سـلول   . سيتوپلاسم سلول كمتر گردد

HEK  بر اندازه بزرگتر و رشـد سـريعتر، داراي چسـبندگي    علاوه
پهن شـده   سلول در حالت چسبيده به كف فلاسكزيادي بوده و 

توانـد   باشند كه ايـن موضـوع مـي    و داراي سطح تماس زيادي مي
هاي ژني طي مكانيسم فاگوسـيتوزي بـه    باعث افزايش ورود سازه

بندي تمايل زيادي به گروه  LMHسلول هاي . درون سلول باشد
در كف فلاسك و پليت كشت دارند و به دست آوردن يك كشـت  

بدين علـت  . باشد بسيار دشوار مي LMHيكنواخت از سلول هاي 
ها در نواحي مختلف فلاسك و پليت  تجمع غير همگون اين سلول

كاهش  HEKهاي  تواند كارائي ترانسفكشن را نسبت به سلول مي
لولها بـا ويروسـهاي   از سوي ديگر قابليت ترانسدوكشـن س ـ . دهد

نوتركيب، در كنار ويژگيهاي خود سلول و نوع پروموتر بكار رفتـه  
به عواملي همچـون نـوع ويـروس، سـاختار پوششـي آن و نحـوه       

ــتگي دارد  ــن بس ــطح    . ترانسدوكش ــده در س ــت آم ــايج بدس نت
، +GFPدهد كه از نظـر تعـداد سـلولهاي     ترانسدوكشن نشان مي

ليت ترانسدوكشن داشـته  درصد  قاب 58حدود  LMHهاي  سلول

اين نسبت . ها شده است و ژن هدف با اين نسبت وارد ژنوم سلول
قابليت ترانسداكشن . درصد بود 96حدود  HEKهاي  براي سلول

 60حـدود   HEK293Tنسبت به سلول هـاي   LMHهاي  سلول
مطالعات بيشتر با پروموترهاي مختلف،  با انجام. درصد برآورد شد

ل پولي برن و غيره ميـزان ترانسدوكشـن را   تركيبات شيميايي مث
توان درصد مزبور را بـالاتر بـرد تـا ميـزان      بنابراين مي. برد بالا مي

   . بيان نيز افزايش يابد

آزمايشات ما همچنين نشان داد كه بـا وجـود قابليـت پـائين تـر      
خارجي، شدت بيـان ترانسـژن    DNAدر جذب  LMHسلولهاي 

 HEKاز شدت بيان در سـلولهاي   در اين سلولها به مراتب بيشتر
اي راجـع بـه شـدت بيـان      تـاكنون هيچگونـه مطالعـه   . بوده است

ــلولهاي   ــژن در س ــلولي و   LMHترانس ــمهاي درون س و مكانيس
بنـابراين جوانـب مختلـف ايـن     . مولكولي آن گزارش نشده اسـت 

از جملـه  . موضوع از ديدگاه سلولي و مولكولي قابل بررسي اسـت 
لي در تنظــيم بيــان ژن و فاكتورهــاي   تفاوتهــاي دو رده ســلو 

با اين وصف، شايد . رونويسي موجود بايستي مطالعه و روشن شود
 DNAبالا بودن شدت بيان بتواند ضعف ايـن سـلولها در جـذب    

به اين ترتيب فزوني شدت بيان با اهداف . خارجي را جبران نمايد
متعددي از نظر استفاده از سلولهاي جوجه و بخصوص تخم مـرغ  

  .نوان بيوراكتور هم راستا خواهد بودبع
  

  نتيجه گيري
در مجموع مطالعـه حاضـر قابليـت ترانسفكشـن و ترانسدوكشـن      

را بـا همـديگر مقايسـه     LMHو  HEKويروسي دو رده سـلولي  
دهد كه قدرت جذب سلولهاي  نتايج حاصله نشان مي. كرده است

LMH  نسبت به سلولهايHEK  در جذبDNA   خارجي بطـور
از توانـايي   LMHدر عين حال سلولهاي . باشد پايين مي دار معني

دارند، موضوعي كه بايسـتي   بالايي در بيان ژنهاي خارجي برخور
توانـد در انتقـال ژن    نتايج ما مي. در سطح مولكولي بررسي گردد

به سلولهاي جوجه با اهداف مختلف تشخيصي و توليدي در كنـار  
  .مطالعات بنيادي موثر واقع شود

  

  و قدردانيتشكر 
از همكاري تكنيكي آقاي ياسين پنـاهي و خـانم سـحر شـجاعي     

  . شود سپاسگزاري مي
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Abstract 

Aim: The aim of this study is to examine the efficiency of DNA absorption and gene transfusion to 

chicken hepatoma cells line LMH at both transfection and transduction levels using recombinant 

lentiviruses. Then transgene expression level was studied. 

Material and Methods: The cells were cultivated in 96-well plates for viral transfection or 

transduction and then studied using fluorescent microscope in different stages. Green Fluorescent 

Protein-positive (GFP) cells counted by Grid Cell Counter software and transgen expression level 

calculated using ImageJ software. Data analyzed using SPSS. 

Results: GFP gene expression began 6 and 9 hours after transfection in HEK and LMH cells, 

respectively. These times were increased, respectively, to 22 and 36 hours post-transduction. Counting 

GFP+ cells 48 hours post-transfection showed that HEK and LMH cells have received and expressed 

40% and 35% of DNA. These levels increased to 95% and 48% respectively in 72 hours. Also 

counting HEK+ cells at 72 and 96 hours viral post-transduction confirmed the similar pattern of 

receiving DNA by both HEK and LMH cells. Therefore, analyzing of GFP expression level showed 

that HEK and LMH classes expressed GFP in 74% and 89% (P<0.01 significant). 

Conclusion: Overall, our results indicated that HEK cells have higher potential to absorption of 

foreign genes whereas the intensity of expression is higher in LMH cells. 

Keywords: Chicken, LMH, Lentivirus, Transfection, Transduction. 


