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 چکيده

درون میزبان مورد بررسی قرار گرفت و میزان  های ساختاری مختلف پلاسمید برکارایی انتقال بهدر پژوهش حاضر، تاثیر شکل هدف:

 های میزبان بررسی شد.برسلولهای مختلف پلاسمید سمیت حاصل از شکل

های سلول به هاساختار پلاسمید از ژل آگارز تفکیک شد. این خطیبرش خورده و  ، نیمهیحلقو ،سوپرکویلهای فرم ها: مواد و روش

HEK293 کنیک تکارایی انتقال و سمیت حاصل از هر یک از این اشکال با استفاده از  انتقال داده شد وMTT فترمورد سنجش قرار گ. 

تر از بقیه اشکال  درون میزبان، بسیار بیش به +pcDNA3.1نتایج نشان داد که میزان ورود شکل سوپرکویل پلاسمید  نتایج:

دهنده تر از سایر اشکال است. بنابراین نتایج نشان ها برای میزبان در حالت خطی بسیار بیشاست و میزان سمیت پلاسمید

 باشد.افزایش کارایی انتقال و کاهش مرگ سلولی میمناسب بودن فرم سوپرکویل برای 

گیری  طور چشم توانند با استفاده از فرم سوپرکویل پلاسمید در فرایندهای انتقال ژن کارایی این فرایند را بهمحققان می گيري: نتيجه

 افزایش دهند.

 HEK293های انتقال ژن، فرم سوپرکویل پلاسمید، سلول  انتقال ژن، سمیت سلولی، حامل واژگان کليدي:
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 مقدمه

های اخیر تعداد زیادی از  طی دهه. ها هستند های بسیار مهمی برای تبادل اطلاعات ژنتیکی بین باکتری پلاسمیدها حامل

پلاسمیدها دارای اشکال مختلف . (1ها استخراج شده است ) باکتری  های مختلفی  مانند پلاسمیدها شناسایی و از میکروب

 مونومرهایی شکل به توانند می موارد پلاسمیدها برخی در  این، بر  علاوه. هستند و خطی  خورده برش نیمه سوپرکویل، حلقوی،

(. 2استفاده نمود ) الکتروفورز ژل از توان می پلاسمید مختلف های فرم تفکیک و مشاهده برای کاتنان باشند. وکانکاتمر  ازجمله

های رونوشت و پایداری ساختاری، بسیاری از دانشمندان از  های خاص پلاسمیدها، ازجمله تعداد بالای نسخه دلیل ویژگی به

های  که قرار دادن ژن طوری (، به3کنند ) منظور بیان و درنهایت تولید محصولات نوترکیب در تحقیقات خود استفاده می ها به آن

. شود ها محسوب میکاری بیان ژن های مختلف، یک تکنیک مهم برای دست سلول ها به خارجی در پلاسمیدها و انتقال آن

 ییها یماریدر ب یعنوان مثال، از روش ژن درمان باشد. به یکیژنت یها یماریدرمان ب یبرا یا چهیتواند در یروش م نیا نیچن هم

 برای ذکر است که استفاده شده است. لازم به گرید یها یماریاز ب بسیاریو  سیبروزیف کیستیس، یلیسرطان، هموف لیازقب

منتقل فکشن،  طی فرایند ترانس زبانیدرون سلول م به دیاست که ژن مورد نظر توسط پلاسم ازیموفق، ن یژن درمان کیانجام 

های  شود که شیوهفاکتور بسیار مهم محسوب میها یک های پلاسمیدها، روش انتقال آن برای استفاده از ویژگی .(4شود )

های انتقال  (. روش4درون میزبان وجود دارد ) ها به های شیمیایی و فیزیکی برای انتقال این سازه مختلفی ازجمله روش

وش باشد. این ر های پستانداران می منظور بیان ژن در سلول ها به ترین روش ی ترکیبات شیمیایی یکی از متداول باواسطه

های شیمیایی،  در میان حامل .های حامل بار مثبت و اسیدنوکلوئیک دارای بار منفی است ی واکنش یونی بین مولکول برپایه

بر  ترین میزان استفاده را دارند. علاوه دلیل تولید آسان، قیمت پایین و کارایی انتقال بالا بیش ( به5لیپیدهای کاتیونی )

(، کلسیم فسفات و 6مرهای کاتیونیک ) اخیر بسیاری از ترکیبات شیمیایی ازجمله پلی های لیپیدهای کاتیونی، در سال

های هوشمند  نانوسیستم ( و10، 9) هوشمند نانوذرات، (8نانوذرات مغناطیسی ) (،7)ها دندریمرهای کاتیونی شامل  نانوحامل

ه از کلسیم فسفات با وجود کارآمدی پایین انتقال میزبان استفاده شده است. استفاد منظور انتقال ژن به به (11کاربردی )چند

کارگیری  ها مورد استفاده قرار گرفته است، اما به طور گسترده برای این فرایند در آزمایشگاه ژن، حدود چهل سال است که به

حتی قابل استفاده را دارای کارایی بالایی در فرایند انتقال هستند و به 3000و  2000چون لیپوفکتامین  ترکیبات لیپیدی هم

های فیزیکی مثل الکتروپوریشن و نوکلئوفکشن برمشکل کارآمدی پایین  (. روش5باشند ) های مختلف می در بسیاری از میزبان

های میزبان را در طول فرایند انتقال  ومیر سلول فرایند انتقال توسط برخی ترکیبات شیمیایی غلبه کرده است اما میزان مرگ

 دانند. های میزبان را در این زمینه ضروری می نابراین محققان ارائه راه حلی جهت کاهش مرگ سلولدهد. بافزایش می

های انتقال دهنده ژن قرار گرفته است، میزان  ی سازه های سازنده شدت مورد توجه شرکت عامل بسیار مهم دیگری که به

ها،  ی انتقال ژن کننده برروی میزان سمیت ترکیبات کمکای  (. درمطالعه12های میزبان است ) سمیت این ترکیبات برای سلول

ها دارند، بنابراین باید  های کاتیونی توانایی بالایی در کشندگی سلول ثابت شد که بسیاری از این ترکیبات همانند لیپوزوم

البته،  .(13راهم کرد )وضعیت مناسبی را برای انتقال پلاسمید و ایجاد تعادل بین سمیت لیپیدی و کارآمدی فرآیند انتقال ف

خصوصا  in vivoو  in vitro طیدر شرا DNAانتقال  یرسد برا ینظر م به کیترونیزوئ یها پوزومیذکر است که نانول لازم به

عوامل غیرلیپوزومی برخلاف ترکیبات لیپوزومی اجازه  (.14) باشند دیها مف  برتر آن یو اثربخش یمنیمشخصات ا باتوجه به

طور پایدار انجام شود. بنابراین باعث کاهش سمیت و افزایش انتقال  فرآیند انتقال، درحضور سرم محیط کشت، بهدهند که  می

این  کرد آن به مر کاتیونی است. مکانیسم عمل یک پلی است که توربوفکت یکی از این فاکتورهای غیرلیپوزومی،. (15شود ) می
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که دارای بار  میزبان گیرندهسطح  بهکرده و این کمپلکس مثبت متراکم دارای بار  نانوذرهسمت  را به DNAشکل است که 

 .(17و16) کند ممانعت می DNAروی  لیزوزومال pH تاثیر پس از ادغام با اندوزوم ازو شود  منفی است متصل می

  یچنین اندازه های ذکر شده در فرایند انتقال، غالب بودن یک شکل ساختاری در پلاسمیدها و هم علاوه بر نقش حدواسط

(. بنابراین، اگر کارایی انتقال در یک شکل خاص از پلاسمید بالا باشد، با 6تواند در فرایند انتقال تاثیر داشته باشد ) ها نیز میآن

چنین مطالعات  هم .توان کارایی فرایند انتقال را بدون استفاده از ترکیبات بسیار گران حدواسط افزایش دادجداسازی آن می

(. بنابراین، یک عامل بسیار ضروری در بهبود 18و پلاسمیدها طی فرایند انتقال را ثابت کرده است ) DNAقبل سمیت 

های میزبان است. باتوجه اهمیت بالای  ، توانایی سازگار ساختن این ترکیبات وراثتی با سلول دهنده ژن های متعدد انتقال روش

ی حاضر جهت  ومیر سلول طی تیمار با پلاسمیدها برای اهداف بیان ژن، مطالعه یین بودن روند مرگمیزان انتقال ژن و پا

ی با استفاده از ماده HEK293ی سلولی  های مختلف پلاسمید در رده پذیری شکل بررسی میزان کشندگی و انتقال

 (.1شد )شکل انجام  2000لیپوفکتامین

 

 ها مواد و روش

کریم دکتر )اهدایی  +pcDNA3.1از پلاسمید در این مطالعه : تفکيک اشکال مختلف پلاسميدمنظور  الکتروفورز به

 E.coliر باکترید+pcDNA3.1  دیپلاسمبود استفاده شد.  GFPگر   که حاوی ژن گزارش دانمارک(-Aarhusدانشگاه -یرحیم

DH5α طیها در مح یباکتر ترانسفورم و Luria Bertani سیلین رشد داده شدند. پس از سانتریفیوژ و  آمپیبیوتیک  حاوی آنتی

استخراج و خالص  CsCl-EtBr غلظت بیش انیگراد فوژیو سانتر ییایقل زیلاستفاده از با  دیپلاسم جداسازی رسوب باکتری،

میکرو  30(. پس از آن، 14ی تعیین شد )اسپکتروفتومتر الکتروفورز وهای روشبااستفاده از  دیپلاسم یساز شد. خلوص آماده

منظور تفکیک  به 90ساعت با ولتاژ  2مدت  لود و به آگاروز یک درصد در ژلمیکروگرم در میکرو لیتر  1 غلظت ها با از آن لیتر

 اشکال مختلف پلاسمید، الکتروفورز انجام شد. 

رروی ژل باشکال مختلف پلاسمید  ی مشاهدهپس از هاي مختلف وکتور:  استخراج از ژل و تایيد ثابت ماندن شکل

منظور ثابت ماندن  . بهروی ژل بریده شدهای مختلف پلاسمید هستند از  ی شکل که نشان دهندهایجاد شده آگاروز، باندهای 

(. در این روش از 19از روش دستی جهت استخراج از ژل استفاده شد ) pHاشکال مختلف پلاسمید و حفظ شرایط دمایی و 

شود. قطعه  ت و در انتهای آن یک لایه نازک از پنبه قرار داده شده است استفاده مییک میکروتیوب که کف آن سوراخ شده اس

پلاسمید مورد نظر در میکروتیوب قرار داده شد. پس از قرار دادن این میکروتیوب در یک میکروتیوب دیگر  DNAژل حاوی 

 DNAدقیقه انجام شد. محلولی که در ته میکروتیوب جمع شده است حاوی  10مدت  به rpm 10000سانتریفیوژ با دور 

محیط است  pHباشد. نکته بسیار مهم در ثابت ماندن اشکال مختلف پلاسمید، حفظ شرایط دمایی و پلاسمید مورد نظر می

میکروگرم در  700گاه، مجددا مقدار از ثابت بودن اشکال مختلف پلاسمیدها طی شرایط آزمایشاطمینان  منظور به که

میکرولیتر از هر یک از اشکال پلاسمیدی استخراج شده از ژل در کنار نمونه پلاسمید اصلی برروی ژل آگاروز لود شد و مجددا 

 الکتروفورز انجام گرفت.

 DMEM (Lonzaدر محیط کشت  ها استفاده شد. سلول عنوان میزبان انتقال پلاسمید به HEK293سلولاز  :کشت سلول

Biowhittake درصد  5( با میزانFBS (Invitrogenبه )  درصد آنتی 1همراه ( بیوتیک پن استرپCorning Cellgro کشت داده )

 6های پلیت  هریک از خانه سلول به 20000ها، تعداد تکثیر سلول . پس ازگرفتندساعت در انکوباتور قرار  48مدت  و به ندشد

 .ساعت در انکوباتور قرار داده شد 24مدت  خانه منتقل و به
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ها ، مقدار یک میکروگرم از هر یک از اشکال پلاسمید شامل سوپرکویلد، خطی و حلقوی  منظور انتقال سازه بهفرایند انتقال: 

زمان مقدار سه ‎طور هم کشت فاقد سرم حل شد. به میکرولیتر محیط 100( در Nicked plasmidبا یک رشته برش خورده )

میکرولیتر محیط کشت فاقد سرم در میکروتیوب  100( در Thermo Scientific) 2000میکرولیتر از ترکیب لیپوفکتامین 

دقیقه بدون حرکت قرار داده  20مدت  دقیقه، محتوای این دو میکروتیوب مخلوط و به 5جداگانه مخلوط و پس از طی زمان 

های پلاسمید با  پس از آن کمپلکس ایجاد شده از هریک از شکل شد تا کمپلکس پلاسمید با لیپوفکتامین ایجاد شد.

مدت  های ایجاد شده به های تیمار شده با کمپلکس های پلیت انتقال داده شد. پلیت محتوی سلول داخل خانه‌لیپوفکتامین به

های پلیت  از خانههای یکی  منظور بررسی سمیت حاصل از لیپوفکتامین، سلول ساعت داخل انکوباتور قرار گرفت. به 48

 شود. گونه پلاسمیدی تیمار می تنهایی طبق مراحل بالا بدون استفاده از هیچ به

با استفاده از  نتقالا ساعت، کارایی 48پس از طی مدت زمان و انجام آزمایش کشندگي سلول:  انسميکروسکوپ فلورس

نانومتر  520ی دیداری نورسبز در طول موج  محدودهبا تنظیم در  (Invert fluorescent Ceti, Korea) انسمیکروسکوپ فلورس

ها با  ی سلول مشاهده. پس از شد استفاده سمیت سلولیبررسی میزان  جهت MTTاز تکنیک براین،  . علاوهبررسی شد

هریک از  به لیتر گرم بر میلی میلی 5با غلظت  MTT (Invitrogen) ی میکرولیتر از ماده 500، مقدارانسمیکروسکوپ فلورس

میکرولیتر ایزوپروپانول  100و ها خارج  مایع روی سلولمدت دو ساعت در انکوباتور قرار داده شد. سپس  و به اضافه ها خانه

شد و نهایتا جذب در ناحیه طول موج  در شیکر قرار داده پلیت ،مازانامنظور حل شدن کریستال فور به شد.اضافه هر خانه  به

 شد.نانومتر خوانده  540

 

 
 : چکیده گرافیکی از مطالعه حاضر1شکل 

 

 آناليز آماري 

محاسبه  05/0کمتر از  p-valueها بر اساس  استفاده شد و تمام داده 22نسخه  SPSSها از نرم افزار  جهت آنالیز آماری داده

 شدند.

 

 نتایج

 هاي مختلف وکتور  تایيد ثابت ماندن شکل
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منظور تفکیک اشکال مختلف پلاسمید، الکتروفورز روی ژل آگاروز یک درصد انجام شد و هریک از این اشکال پلاسمید که  به

محصولات تخلیص شده با تاکید بر  در نهایتشوند، از ژل جدا و تخلیص شدند.  صورت باندهایی با تفاوت اندازه دیده می به

ی ثابت  نشان دهنده UVآگاروز لود شدند که نتایج حاصل از ژل آگاروز زیر نورحفظ شرایط محیطی قبل، مجددا بر روی ژل 

 (.2باشد )شکل ماندن اشکال مختلف پلاسمید می

 

 
: پلاسمید طبیعی که 4: فرم سوپرکویلد، 3: شکل خطی، 2پلاسمید،  nicked: شکل 1: لدر ، Mدرصد، چاهک  1: اشکال مختلف پلاسمید بر روی ژل آگاروز 2شکل

 باشد.دارای هر سه فرم ساختاری می

 

 کارایي فرایند انتقال با اشکال ساختاري مختلف وکتور

وسیله شکل  را به GFPزیر میکروسکوپ فلورسنت، میزان بالای بیان پروتئین  GFPوسیله پروتئین  نتایج حاصل از نشر نور به

ی میزان بالای انتقال و بیان شکل  دهندههای پلاسمید نشان داد. این نتایج نشان بقیه شکل سوپرکویلد پلاسمید نسبت به

 (.3باشد )شکل ی اشکال آن می بقیه سوپرکویلد پلاسمید نسبت به
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که نشان دهنده ی میزان انتقال و بیان اشکال مختلف  400نمایی‌با بزرگ ستوسط میکروسکوپ فلورسان GFP( مشاهده ی خاصیت فلورسنتی پروتئین a: 3شکل

 هر چاهک. ( شدت نشر فلورسانس مربوط بهbپلاسمید، د: شکل سوپرکویلد پلاسمید.  nickedپلاسمید است. الف: پلاسمید کامل، ب: شکل خطی پلاسمید، ج: شکل 

 هاي مختلف پلاسميد براي سلول ميزبان ميزان سميت شکل

نانومتر خوانده شد. نتایج  540استفاده شد و جذب حاصل در طول موج  MTTها از تست  برای تعیین میزان کشندگی سلول

بقیه اشکال پلاسمید بود،  دهنده میزان سمیت بالای فرم خطی پلاسمید نسبت به داری نشان طور معنی حاصل از این آزمایش به

های زنده حاصل از  درصد کاهش داد. تعداد سلول 56میزان  های میزبان را به سلول مانی این ساختار پلاسمید، میزان زنده  که

تنهایی توسط لیپوفکتامین تیمار  های که به داری با سلول تفاوت معنی Nickوسیله اشکال سوپرکویلد و حلقوی دارای  تیمار به

 (.4شده بودند، نداشت )شکل 

 
 ساعت. 48طی گذشت مدت زمان : میزان کشندگی اشکال مختلف پلاسمید 4شکل

 

 بحث

در این زمینه، . درمانی نیز کاربرد دارد شناسی مولکولی است که در مطالعات ژن یک ابزار مهم در زیست DNAانتقال 

ها  های کاتیونی و لیپیدی که تاحد زیادی با میزبان و سلول های بزرگ دنیا برای بالاتر بردن کارایی انتقال، حدواسط شرکت

های مختلف و سمیت  هایی ازجمله یکسان نبودن احتمال انتقال در سلولاند. این مواد محدودیتباشند را تولید کردهسازگار 

عواملی مثل  تولید نشده است. کارایی انتقال به DNAها را دارند. تاکنون هیچ ماده تجاری غیرسمی برای انتقال  برای سلول

. (20)ی سلولی و کیفیت و کمیت نوکلئیک اسیدهای مورد استفاده بستگی دارد  هانتخاب روش انتقال، سلامت و زنده بودن رد

چنین مطالعات عملی یک فاکتور در سلول را  های نوترکیب و هم هرچه کارایی انتقال بالاتر باشد، شرایط تولید دارو و پروتئین

ختلف پلاسمیدها در فرایند انتقال مورد بررسی تری مورد بررسی قرار داد. در این مطالعه اهمیت اشکال م توان بادقت بیشمی

های دیگر پلاسمید بالاتر بود  قرار گرفت، که مشاهده شد میزان بیان و کارایی انتقال پلاسمیدها در شکل سوپرکویل از شکل

 DNAلوژی تاثیر توپو (21و همکاران ) Chrengعنوان مثال،  باشد. بهکه این شواهد با اطلاعات مطالعات قبل در توافق می

در دو رده   poly((2-dimethylamino)ethyl methacrylateکاتیون  های اتصالی آن بهپلاسمید را برروی ویژگی

باشد،  پلاسمیدها می DNAتوپولوژی  پذیری وابسته به ها نشان داد که فرایند انتقالسلولی مورد بررسی قرار دادند. نتایج آن

     شکل خطی پذیری مربوط به ترین میزان انتقال شکل سوپرکویل و کم  پذیری مربوط به ترین میزان انتقال که بیش طوری به

PEI (polyethylenimine )و  2000استفاده از لیپوفکتامین  ( با22) و همکاران Lehnerبراین،  باشد. علاوهمی

ها نیز های یوکاریوتی مورد بررسی قرار دادند که نتایج آنحلقوی و خطی شده را در سلو پلاسمید DNAپذیری  انتقال
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نشان داد. باتوجه  PEIو  2000پذیری بهتر شکل حلقوی پلاسمید نسبت به فرم خطی آن را در حضور لیپوفکتامین  انتقال

ی سلولی  ی مختلف پلاسمید برروی ردهها اهمیت میزان کشندگی پلاسمیدها برروی سلول میزبان، میزان سمیت شکل به

HEK293  بااستفاده از تستMTT  نانومتر خوانده شد، که نتایج  540مورد بررسی قرار گرفت و میزان جذب در ناحیه

های آن بود. این نتایج  بقیه فرم تر بودن فرم خطی پلاسمید نسبت به ی کشنده دهندهنشان 05/0تر از  کم p-Valueحاصل با 

که سمیت بالاتر فرم خطی نسبت به فرم حلقوی را نشان داده اند نیز  Lehnerو  Chrengهای  طالعات قبلی گروهنیز با م

 تیسم زانیو م دیپلاسم یو حلقو یخط یها فرم یریپذ انتقال یبررس مطالعات گذشته محدود به(. 22  ،21باشد ) راستا می هم

 دیپلاسم لیکه استفاده از فرم سوپرکو بار نشان داده شد مطالعه حاضر برای اولیندر اند.  بوده یسلولهای دو فرم در رده نیهم

مشخص کرد  MTTتست  جهینت که یطور به دهد یم شیافزا یریگ طور چشم هرا ب ندیفرا نیا ییانتقال ژن کارا یندهایدر فرا

که  یها با سلول یدار یتفاوت معن Nick یدارا یو حلقو لیاشکال سوپرکو لهیوس هب ماریزنده حاصل از ت یها که تعداد سلول

توان بیان کرد  در این پژوهش می  MTTبراساس نتایج حاصل از تست شده بودند، نداشت. ماریت نیپوفکتامیتوسط ل ییتنها به

 تراست.  تر باشد، میزان سمیت در سلول میزبان پایینکه هر چه ساختار وکتور فشرده

  

 گیرینتیجه

ها و داروهای با کارایی بالا و پایین بودن احتمال سمیت سلولی جهت تولید پروتئین سلول ژنتیکی بهاهمیت انتقال مواد 

درون  ای برای انجام مطالعه حاضر بود. مطالعه حاضر نشان داد که میزان ورود شکل سوپرکویلد پلاسمید بهنوترکیب انگیزه

ها برای میزبان در حالت خطی بسیار  طرفی میزان کشندگی پلاسمید ی اشکال پلاسمید است. از تر از بقیه میزبان، بسیار بیش

گر مناسب بودن فرم سوپرکویلد برای افزایش کارایی و کاهش مرگ  تر از مابقی اشکال پلاسمید است. این دو فاکتور بیان بیش

ای انتقال ژن کارایی این فرایند را توانند با استفاده از این فرم پلاسمیدی در فرایندهباشد. بنابراین محققان میها می سلول

 گیری افزایش دهند. طور چشم به
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Abstract 

Aim: In the present study, the effect of different structural forms of plasmids on the efficiency of their 

transfer into the host was investigated. The toxicity effects of various forms of plasmids on host cells 

were also investigated. 

Material and Methods: Supercoiled, circular, nicked, and linear plasmid forms were separated from 

agarose gel. These structural forms were transfected to HEK293 cells and the transfection efficiency 

and toxicity of each of these forms was evaluated using the MTT technique. 

Results: The results showed that transferring the supercoiled form of pcDNA3.1+ plasmid into the 

host is much higher than other forms. Moreover, the toxicity effects of the linear form on the host are 

much higher than in other forms. Therefore, the results indicate that the supercoiled form of the 

plasmid is suitable for increasing the transfect efficiency and reducing cell death. 

Conclusion: Researchers can use the supercoiled plasmid form in gene transfer processes to 

dramatically increase the efficiency of this process. 

Keywords: Gene transfection, Cytotoxicity, Gene transfection carriers, Supercoiled plasmid form, 

HEK293 cell 
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