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Abstract 
Objective : Eukaryotic proteins generally have signal peptides which are not only crucial 
for their secretion efficiencies but are important for their expression levels. Coagulation 
factor IX (FIX) is a glycoprotein that plays a fundamental role in the blood coagulation 
pathway. Reduced levels or dysfunctional FIX are associated with hemophilia B. This 
study investigates the function of the human prothrombin signal peptide in an attempt to 
improve the human FIX (hFIX) secretion efficiency in a heterologous expression system. 
With this aim, we have used the SignalP and PrediSi programs for in silico evaluation of 
the signal peptide efficiency prior to conducting this experiment. 
Methods : We used molecular techniques to amplify and join the coding region of the 
human prothrombin signal peptide to the cDNA of mature hFIX. The chimeric fragment 
was examined for transient expression in a mammalian cell line (HEK293T) in 
comparison with the native hFIX, under a CMVp regulation. Using the neural network-
based prediction programs, we evaluated the scores for cleavage position and secretion 
efficiency of the human prothrombin and hFIX signal peptides. The expression 
efficiencies of hFIX expressed by the recombinant cells were analyzed by RT-PCR and 
ELISA.  
Results: In silico analysis more efficiently predicted the human prothrombin signal 
peptide with a high score compared to the native hFIX signal peptide. This data was 
confirmed by the RT-PCR and ELISA results obtained from expression analyses at the 
RNA and protein levels, respectively. 
Conclusion: The present study showed that the signal peptide derived from the human 
prothrombin has the potential for efficient secretion of hFIX as evidenced by the results 
taken from a transient expression system. The results were consistent with in silico 
analysis. This replacement could be evaluated in a stable state condition. 
 
Keywords: Human factor IX, Prothrombin, Secretion efficiency, Signal peptide 
 
 
Modares Journal of Medical Sciences: Pathobiology, Vol. 18 (2015-2016), No. 2, Pages: 27-39 

 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
05

 ]
 

                             1 / 13

mailto:zomorodi@nigeb.ac.ir
https://mjms.modares.ac.ir/article-30-9214-en.html


 اصیلمقاله 

 28 8314تابستان ، 2، شمارٌ 81، ديرٌ آسیب شىاسی زیستی مجلٍ علًم پسشکی مدرس: 82
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 HEK293T یدر رده سلول یانسان 9 فاکتور

3، مهرداد بهمنش*2پور علیرضا زمردی ،1شهره خورشیدی
 

 دانشجوي دكتزي تخصصي،گزوه صنتیک، دانشکذه علوم سیستي، دانشگبه تزبیت مذرط، تهزان، ایزان -1
 مهنذسي صنتیک و سیست فنبوري، تهزان، ایزانملي  شکذه بیوتکولوصي پششکي، پضوهشگبه، پضوهگزوه پششکي مولکولي،  دانشیبر -2
 دانشیبر، گزوه صنتیک، دانشکذه علوم سیستي، دانشگبه تزبیت مذرط، تهزان، ایزان -3

 
 گزوه پششکي مولکولي شکذه بیوتکولوصي پششکي،پضوه، صنتیک و سیست فنبوري مهنذسيملي  پضوهشگبه ،161/14۹65 پستي:صنذوق  ،تهزان ایزان، مسئول: نویسنذه *آدرط

Email: zomorodi@nigeb.ac.ir 

 
 15/24/۹4 مقبله: پذیزش 15/22/۹4 مقبله: دریبفت

 چكيذُ
یی تشؿش  داسوشذ ثه شٍ    آکٍ وٍ تىُب وقشؾ حوشًسی دس کشبس   َبی یًکبسیًتی داسای پپتیذ وـبوٍ َؼتىذ  ًًس عمذٌ پشيتئیه ثٍ: ّذف

کىشذ.   اوعقبدی، گهی ًپشيتئیىی اػت کٍ وقؾ حوًسی دس حؼیش اوعقبد خشًن ایاشب حشی    9 فبکتًسدس ثیبن پشيتئیه ویض اَمیت داسوذ. 
ی تشؿش   یش آافشضایؾ ي کشبس  ؿشًد. دس ایشه پشظيَؾ، ثشب َشذ        حشی  Bحىجش ثٍ ثیمبسی َمًفیهی  9 فبکتًسوقق یب کبَؾ تًلیذ 

بوٍ پشيتشيحجیه اوؼشبوی دس ػشبحبوٍ ثیشبوی َتشيلشًر ثشسػشی ؿشذ. ثشٍ ایشه حى شًس، کشبس          9 فبکتًس پشيتئیه یی آ، عمه شد پپتیذ وـ
 .ؿذاسصیبثی  كًست عمهیٍ ي ػپغ ث PrediSiي  SignalP ای سایبوٍ َبی اثتذا ثب ثشوبحٍ تشؿ  پپتیذَبی وـبوٍ

اَد ٍ رٍش ٍ  ت ثیش پپتیذ وـبوٍ پشيتششيحجیه اوؼشبوی ي الوشب      ًلی،َبی حًل ثب اػتابدٌ اص سيؽ ّا: ه  cDNAثخشؾ ثشبل     آن ثش
اوؼشبوی ثشب پپتیشذ وـشبوٍ ثشًحی دس سدٌ ػشهًلی        9 فشبکتًس قٌعٍ کبیمشیک حبكل دس حقبیؼٍ ثشب   اوؼبوی اوجبم ؿذ. ػپغ 9 فبکتًس

HEK293T ػیتًحگبلًيیشيع تى یم پشيحًتش توت (CMV)   ثشب اػشتابدٌ اص   ؿشذ بیؾ ًشًس عمهشی آصحش   ٍ دس ؿشایي گشزسا ثش .
یی تشؿش  پپتیشذ وـشبوٍ    آَبی علشجی، احتیشبصی ثششای گبیگشبٌ ثششؽ ي کشبس       افضاسَبی پیـگًیی کىىذٌ حجتىی ثش الگًسیتم ؿج ٍ وشم

-RTَشبی وًتشکیشت ثشب     ثیشبن ؿشذٌ دس حوشیي کـشت ػشهً       9 فشبکتًس اسصیبثی ؿذ. حیضان  9 فبکتًسپشيتشيحجیه اوؼبوی ي ثًحی 

PCR  ذ.ؿثشسػی  الایضاي 
شبوٍ ثشًحی            َبی سایبوٍ ثشسػیًتايج:  شبوٍ پشيتششيحجیه اوؼشبوی دس حقبیؼشٍ ثشب پپتیشذ وـ  9 فشبکتًس ای پیـگًیی ومًد کشٍ پپتیشذ وـ

 FIXیه وًتشکیشت  ئکشبیمشی ي ویشض پششيت    RNAعهیشٍ   الایضا ي RT-PCRَبی  کبسآحذتش اػت. ایه پیـگًیی ثب اػتابدٌ اص سيؽ
 ییذ ؿذ.  تأتشتیت  ثٍ

یی آاص کشبس 9 فشبکتًس قیق حبهش وـبن داد کٍ پپتیذ وـبوٍ پشيتشيحجیه اوؼبوی وؼجت ثٍ پپتیذ وـبوٍ ثشًحی پششيتئیه   تو گيزی: ًتيجِ
ٍ    ثیىشی  تشی ثشخًسداس اػت. ایه حًهًع ثب پیؾ ثبلا ٍ   َشبی حبكشل اص ثشوبحش ای حٌبثقشت داسد. وتیجشٍ ایشه گشبیگضیىی      َشبی سایبوش
 د.ؿًتًاوذ دس فبص ثیبن پبیذاس ثشسػی  حی

 
 پتیذ وـبوٍپ ،یی تشؿ آکبس ،اوؼبوی، پشيتشيحجیه 9 فبکتًس اٍصگاى:كليذ

 

 

 هقذهِ

َشبی اوعقشبدی    تشیه ثیمبسی ثیمبسی َمًفیهی ی ی اصؿبیع

 کٍ احتمب  يقًع آن دسحششدان   اػتطوتی ی ي ياثؼتٍ ثٍ گىغ 

 
ثیمشبسی  = Bفشاياوی ثیمبسی َمًفیهی وًع  .ثیؾ اص صوبن اػت

 30000- 25000 یک دس َش >(Christmas disease)کشیؼمغ
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 یاوساو 1ترشح فاکتًر  ییآبر کار یاوساو هیوشاوٍ پريتريمب دیپپت ریتاث
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َبی  ی ی اص چبلؾ. >1= ػٌ  گُبن اػت تًلذ وًصاد حزکش دس

اوعقشبدی   9 فبکتًسویبص ثٍ  Bعمذٌ دس دسحبن ثیمبسان َمًفیهی 

اص پلاػمب  9 فبکتًسپلاػمبیی یب وًتشکیت ثب دُص ثبلا اػت. تُیٍ 

دس حقیبع ثبلا ثب تًگٍ ثٍ حیضان اوذک آن دس خًن، َضیىٍ تًلیذ 

َشبی خشًوی ثشٍ دلیشل      آن سا ػىگیه ي خٌش ػششایت ثیمشبسی  

دَشذ.   صدایی اص آن سا افضایؾ حشی  حـ لات حًگًد دس يیشيع

اًوذ ثب تًگٍ ثٍ  ثٍ سيؽ وًتشکیت حی 9 فبکتًسثىبثشایه تًلیذ  ت

اَمیت ي وقؾ ایه عبحشل سيؽ حىبػشت ي ایمشه ثششای حشل      

 9 سفبکتً. >2= ثبؿذ Bحـ لات حًگًد دس دسحبن َمًفیهی وًع 

اًن یک پیؾ اوعقبدی کٍ ثٍ ػبص غیشفعب  دس گشیبن خًن دس  عى

يػیهٍ  ػبصی ثٍ حب  گشدؽ اػت، دس گشیبن اوعقبد پغ اص فعب 

( دس VIIa) فعشب   7ثشبفتی   فشبکتًس ( یشب  XIa) فعب  11فبکتًس 

. >3= کىشذ  حیبوی حؼیش دسيوی اوعقبد خشًن ؿششکت حشی    حشحهٍ

اػشیذ   461ثشب   9 فشبکتًس ػبص  حولً  تشگمٍ آن پشيتئیه پیؾ

، حیضثبن 9 فبکتًسآحیىٍ اػت. ثب تًگٍ ثٍ تغییشات ثعذ اص تشگمٍ 

وًتشکیشت،   DNAحىبػت ثشای تًلیذ آن ثب اػتابدٌ اص فىشبيسی  

بن دادٌ ؿذٌ اػت کٍ  ػهً  تىُشب  َبی پؼتبوذاسان َؼتىذ. احب وـ

تشؿوی  K يیتبحیه ثٍ ياثؼتٍ َبی پشيتئیه اص دسكذ 10کمتش اص 

ًًس کبحل گبحب کشثًکؼیهٍ ي  حبوٍ پؼتبوذاسان ثٍوًتشکیت دس ػب

ثٍ  9 فبکتًسپشيتئیه  صیؼتیگبیی کٍ فعبلیت  اص آن. اػتفعب  

کبسگیشی ٍ ث ثىبثشایهتغییشات كوی  ثعذ اص تشگمٍ حت ی اػت، 

حشاحشل  . اػشت اَمیشت   داسایحیضثبن حىبػت ثشای ایه حى شًس  

بحشب  پششي پپتیشذ، گ   -پشداصؽ ثعذ اص تشگمٍ ؿبحل: حز  پششی 

گهًتبحیششک اػششیذ اوتُششبی آحیىششی، ثتششب     12کشثًکؼیلاػششیًن 

. گبحب اػتَیذسيکؼیلاػیًن آػپبستیک اػیذ ي گهی ًصیلاػیًن 

ثیش اػبػشی دس عمه ششد ایشه    أکٍ تش  9 فبکتًسکشثًکؼیلاػیًن 

پشيتئیه داسد تًػي آوضیم گبحب گهًتبحیشل کشثًکؼشیلاص اوجشبم    

ٍ یک پشيتئیه داخل غـبیی ثب حذاقل  حی ٍ اػت ي  5ؿًد ک وبحی

حىٌقٍ اوتُبی کشثًکؼیل آن دس فوبی ؿج ٍ آوذيپلاػمی قشاس 

َشبی ياثؼشتٍ ثشٍ     . ثشسػی حولً  تشگمٍ پشيتئیه>4=گیشد  حی

بن حی Kيیتبحیه  اًن  اثتذا ثٍ 9 فبکتًسکٍ َمگی حبوىذ   دَذ وـ عى

اًلی    ؿً ػبص تًلیذ حی َبی پیؾ ل ً ًح وذ ي ؿشبحل َشش دي تش

بوٍ ي  آة پپتیشذ  پششي( َؼشتىذ.   -پشيپپتیشذ )پششی  گشیض پپتیذ وـ

بوٍ گبیبثی ي یت اَذکهیششذی دس وقـی َششب دس ایششه حیششبن   وـ

ی شششی اص  .>5=د یاب حیکىاغـبیی ي تشؿوی َشششبی  يتئشششیهپش

 9 فشبکتًس کبسَبی گبیگضیه ثشای دػشتیبثی ثشٍ ثیشبن اوجشًٌ      ساٌ

یىٍ شبوٍ    آػبصی فش ثُ یىذ تشؿ  ایه پشيتئیه ثب اوتخشبة پپتیشذ وـ

بوٍ پشپپتیذ یًتی سیًکبی َب  ػهًدس . حىبػت اػت ی َب يتئیهوـ

ایشه چىشیه    اغهشت   داسد. ًًآحیىٍ  اػیذ 30تب  15ثیه تشؿوی 

اًلی دس ا اًلی پپتیذ ثبل ، ثشب وتُبت ن آن عث ؿىبختٍ ؿذی آحیىی ت

 پپتیششذکثش د. اؿششً حششیتشؿوی يتئششیه یک پشان عىً ثٍپشششيتئیه 

بوٍَب  آحیىششی، ی وتُب( دس اNصی )قٌجی ثبحیششٍ یک وبداسای وـ

کؼشیل  کشثًی وتُب( دس اC) قٌجیی وتُب( ي اHگشیض ) آةَؼتٍ 

ثٍ   پشششيتئیه وتقبسا دس اوقؾ ثیـشتشیه   H. وبحیشٍ  >6= َؼشتىذ 

ي  Nس قهیششبیی وبحیششٍ  ثبدس یؾ افضداسد ي اپلاػمی يوذاؿج ٍ 

اًوذ تشؿ  پششيتئیه سا تشب    حی Hوبحیٍ  ی دسیضگش آةیؾ افضا ت

ثشوبحشٍ ثششای پیـشگًیی    چىشذیه  . >7= ثشاثش افشضایؾ دَشذ   5/3

بوٍ ثٍ ٍ   پپتیذَبی وـ َشبی   کبس گشفتٍ ؿذٌ اػت اص گمهشٍ ثشوبحش

PSORT، PHYSEAN، SignalP ي PrediSi =8<ٌَششششبی  . داد

کیایت ػشبختبسی ي   PrediSiي  SignalPحبكل اص دي ثشوبحٍ 

بوٍ سا پیـگًیی حی اگشش چشٍ   . >8=کىذ  گبیگبٌ ثشؽ دس پپتیذ وـ

بوٍ دس حیبن اًلی پپتیذ وـ  Kَبی ياثؼشتٍ ثشٍ يیتشبحیه     پشيتئیه ت

حتابيت اػت، يلی ؿجبَت قبثل تشًگُی دس وبحیشٍ پشيپپتیشذ    

 Kَبی ياثؼتٍ ثٍ يیتبحیه  داسوذ. وبحیٍ پشيپپتیذ دس حیبن پشيتئیه

ثشای اتلشب   ؿذیذاً حابظت ؿذٌ اػت ي یک گبیگبٌ ؿىبػبیی 

ثشای اوجبم گبحب کشثًکؼیلاػشیًن سا دس   آوضیم گبحبکشثًکؼیلاص

پشيتشششيحجیه اوؼششبوی، . >9= کىششذ َششب فشششاَم حشی  یشه پشششيتئیه ا

ای اػت کٍ دس کجذ تًلیذ ي رخیششٌ   گهی ًپشيتئیىی تک صوجیشٌ

د ي دس پلاػمبی خشًن ویشض يگشًد داسد ي دس حوشًس     ؿً حی

َبی کهؼیم ًی فشایىذ اوعقبد ثٍ تششيحجیه   تشيحجًپلاػتیه ي یًن

اػشت.   Kيیتبحیه ایه پشيتئیه ویض ویبصحىذ  تًلیذؿًد.  تجذیل حی

 کىذ ای سا کذ حی سيوًؿت پشيتشيحجیه یک پشيتئیه چىذ وبحیٍ

جًد ثیبن ي تشؿ  . >10= اوؼبوی  9 فبکتًسَذ  اص ایه ثشسػی، ثُ

شبوٍ    تأدس سدٌ ػهًلی پؼتبوذاسان ثب  کیذ ثش گشبیگضیىی پپتیشذ وـ
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 ي َمکاران یدیشُرٌ خًرش
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بوٍ پشيتشيحجیه اوؼبوی اػت. 9 فبکتًسثًحی   ثب پپتیذ وـ

 

 ّا هَاد ٍ رٍش
 افشاری ّای ًزم افشارّا ٍ رٍشًزم 

اًلی ثشای EBIي  NCBIاص ثبوک اًلاعبتی  ٍ ت بَی  دػتیبثی ث

 اوعقشششبدی 9 فشششبکتًسَشششبی  وًکهئًتیشششذی ي پشيتئیىشششی طن

(NC_000023.11 ي پشيتشيحجیه اوؼشبوی ) (NC_000011.10) 

ٍ    پیؾ ثشای ؿذ. اػتابدٌ شبو َشبی   ثیىی ثششؽ ي اسصؽ پپتیشذ وـ

 //:SignalP (http اص ثشوبحٍ آولایه 9 فبکتًسحختهف َمشاٌ ثب 

www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ ) =11< ي PrediSi 

(http://.www.predisi.de) =12<   اػشتابدٌ ؿششذ. ثشششای سػششم

شبوٍ ا   ومًداس آة  Eisenbergص الگشًسیتم  گشیضی پپتیشذَبی وـ

َبی کشيحبتًگشام حبكل اص  اػتابدٌ ؿذ. ثشای حٌبلعٍ فبیل >13=

اًلی اص وشششش    Blast /Blast.cgi افششششضاس  شمتعیششششیه تشششش

. BLASTblast.ncbi.nlm.nih.govhttp:// ي Chromas 2.01 

(http://www.softpedia.com/get/Science-CAD/Chromas 

-Lite.shtml)  .افشضاس   ًشاحی آغبصگشَب اص وشمثشای اػتابدٌ ؿذ

Gene Runner 3.4. (http://www.generunner.net )ي 

Oligo Analyzer3.1 (http://www.idtdna.com/analyzer/ 

applications/oligoanalyzer/)  َوشم  ثشسػی وقـ ثشایي ٍ

اًلی   Webcutter2َشششب اص ثشوبحشششٍ آولایشششه    آوضیمشششی تششش

(http://www.malundberg.gu.se/cutter2)  يMapper 

Restriction (http://www.restrictionmapper.org ) ٌاػتابد

 ؿذ. 

 

 طزاحی ٍ ساخت پلاسويذّای ًَتزكية

، Strategene) (Escherichia coli) کهی ثبکتشی اؿشیـیب

اً ثٍ( آحشی ب  ت ثیشش  ثشایي  ػبصی ن حیضثبن دس حشاحل َمؼبوٍعى

DNA  ٌاص پلاػشششمیذ ؿشششذپلاػشششمیذی اػشششتابد .pcDNA3 

(Fermentasثٍ، آحشی ب )    َشبی   حى ًس ثیشبن حشًقتی دس حیضثشبن

َبی ًشاحی ؿذٌ ثششای اوجشبم    آغبصگش ذ.ؿپؼتبوذاسان اػتابدٌ 

ٍ ؿشذٌ تًػشي   یش اسا  1َب دس گذي   ایه پظيَؾ کٍ تشاد  آن

ػبختٍ ؿشذ. گاشت آغبصگشَشبی     )ایشان( صیؼتت بپًؿشکت 

hFIX-KpnI  يhFIX-XhoI ٍكششًست اختلبكششی ثشششای   ثشش

اوؼبوی ًشاحشی ي ػشبختٍ ؿشذوذ کشٍ      9 فبکتًس cDNAت ثیش 

 KpnIَبی ثشؿشی   تشتیت پغ اص ت ثیش حىجش ثٍ ایجبد گبیگبٌ ثٍ

-hFIXؿشذوذ. آغشبصگش    حی cDNAدس اثتذا ي اوتُبی  XhoIي 

KpnI  اًلی کشًصا ویشض اػشت.    (Kozak sequence) کؿبحل ت

 hFIX-XhoIي  Hprot-KpnIَمچىشششششیه آغبصگشَشششششبی  

 طن پشيتششيحجیه  cDNAكًست اختلبكشی ثبعشث ت ثیشش     ثٍ

َشبی   تشتیت دس اوتُبَبی خًد داسای گبیگشبٌ  اوؼبوی ؿذٌ ي ثٍ

 َؼتىذ. XhoIي  KpnIَبی  ثشؽ ثشای آوضیم

 
 َب ثیشی آنتًالی ي کبسثشد آغبصگشَب ياوذاصٌ حولً  ت  1جذٍل 

 
 

 طَل قطعِ
 )جفت تاس(

 ّا ًام آغاسگز تَالی آغاسگزّا كارتزد آغاسگز

1410 
 داسای تًالی 9 فبکتًست ثیش 

 کًصاک اوؼبوی

F : 5' GGGGTAC/C GCCACC ATGCAGCGCGTGAAC 3' 
R : 5' CCGC/TCGAGATCCATCTTTCATTAAGTGAGC 3' 

hFIX-KpnI// hFIX-XhoI 

1410 
 الیداسای تً 9 فبکتًست ثیش 

 پشی پشي پشيتشيحجیه اوؼبوی

F : 5' GGGGTACGCCACCATGGCGCACGTCCGAG 3’ 
R : 5' CCGC/TCGAGATCCATCTTTCATTAAGTGAGC 3' 

Hprot- KpnI // hFIX-XhoI 

 'F : 5' CGGGTGAGCTTAGAAGTTTGTG 3 اوؼبوی 9 فبکتًسای اص طن  ت ثیش وبحیٍ 117
R : 5' GGTGGTTTGCTCCTGTACTGA 3' 

hF9-RTR1//hF9-RTF1 

 'GAPDH F : 5'AAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC 3 ای اص طن ت ثیش وبحیٍ 113
R : 5' GGGGTCATTGATGGCAACAATA 3' Hu-gapdhF/Hu-gapdHR 
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 كطت سلَل
)کهیٍ گىیىشی( ثششای کـشت دس     HEK293T َبی اص ػهً 

َشبی ػشهًلی    حشحهٍ ػهًلی اػتابدٌ ؿذ. تُیٍ ي کـت ديدحبن

HEK293T َششبی  مششًحی کـششت ػششهً  ثششش ًجششق ؿشششایي ع

َبی حًسد اػتابدٌ   اوجبم پزیشفت. حویي کـت ػهً یًکبسیًتی

 DMEM (Dulbecco's Modified Eagle دس ایشه پشظيَؾ  

Medium -Hams-F12 )(BRL Life Technology ،Gibco 

 :Fetal Bovine Serumدسكذ ػشم گىیه گبيی ) 10آلمبن( ثب 

FBS ػششیهیه/ اػتشپتًحبیؼششیه دسكششذ پىششی 1( ي Invitrogen 

گشاد ي  دسگٍ ػبوتی 37َب دس دحبی  آحشی ب( ت میل ؿذ ي ػهً )

 کـت دادٌ ؿذوذ. CO2دسكذ  5

 

 DNAٍرسی  دست

َبی حًل شًلی   َبی وًتشکیت ثب سيؽ پغ اص ػبخت ػبصٌ

اًلی ػبصٌػبصی،  َمؼبوٍ ٌ  تعییه ت  9 فبکتًسبَی حًل ًلی ثیبن کىىذ

اًلی پپتیذ pcDNA3حجتىی ثش  بوٍ پشيتشيحجیه  ی ی حجُض ثٍ ت وـ

 ٍ ٍ ث س cDNAاوؼبوی ک الوب  ؿذٌ ثًد ي دیگشی  9 اوؼبوی فبکتً

اًلی  دسػتیییذ ثشای تأ، 9 فبکتًسَبی ثًحی  پلاػمیذ حجُض ثٍ ت

cDNA  ثش اػبع سيؽ( ػىگشSanger بی di-deoxy) ٍكًست  ث

( ي ثشب  1 )گذي شَبی اختلبكی آغبصگخًدکبس ثب اػتابدٌ اص 

 Automated sequencer AB1 373Aدػششتگبٌ  اػشتابدٌ اص 

 آلمبن اوجبم ؿذ. MWGتًػي ؿشکت 

 

ُ اس   X-TREME GENE 9 تزاًسفكطي تا استفاد

 ياکشششىؾ تشاوؼا ـشششه   یشششک سيص قجشششل اص اوجشششبم  

(Transfection)  ًَششبی ػششه HEK293T  .تشیپؼششیىٍ ؿششذوذ

ػهً  ثٍ اصای َش چبَشک اص   250000َب ثب تشاکم  ػپغ ػهً 

ٍ  6 ظشي  کـشت  وشیي کـشت حشبيی ػششم ي     ای دس ح خبوش

َب ثشٍ َشش    لیتش اص ػهً  حیهی 2ؿذوذ. ػپغ  ؿىبيسثیًتیک  آوتی

ثًشٍ ؿشذوذ.    ًجیعیچبَک حىتقل ؿذ ي توت ؿشایي  سؿذ او 

حی شيلیتششش  100دس  DNAحی شيگشششم  2قجششل اص تشاوؼا ـششه 

 6ثیًتیشک حشل ؿشذ ي ػشپغ      حویي کـت ثذين ػشم ي آوتی

آلمششبن( ثششٍ   Roche) X- TREME GENE9 لیتششش اص حی شششي

DNA  ٍذ ي چىذیه حشتجٍ پیپتبط ؿذ. ػشپغ  ؿسقیق ؿذٌ اهبف

دقیقٍ  30حذت َب ثٍ تشاوؼا ـه ومًوٍ حخهًىحى ًس تـ یل  ثٍ

گشاد( قشاس دادٌ ؿذ ي پغ  دسگٍ ػبوتی 25-15دس دحبی اتب  )

ٍ ؿذ ي پهیت حبكل ثٍ حخهًى اص آن، ٌ اهبف ٌ قٌش َب  كًست قٌش

ا ـشه  ؼػبعت اص صحبن تشاو 4ثٍ آساحی ت بن دادٌ ؿذ. ثعذ اص 

ثٍ  kيیتبحیه  لیتش حی شيگشم/حیهی 5ثذين تعًین حویي، حقذاس 

َبی  ثٍ َش چبَک اهبفٍ ؿذ. پهیت FBSحی شيلیتش  500َمشاٌ 

 .سؿذ قشاس گشفت ًجیعیَب توت ؿشایي  حبيی ػهً 

 

  HEK293Tّای  تزرسی تياى گذرا در سلَل
ثشای َشش   گبوٍتشاوؼا ـه گذا ديثشای ثشسػی ثیبن گزسا، 

ٌ اوجبم ؿذ.دي  َب  ػبعت ثعذ اص تشاوؼا ـه حویي ػهً  4 ػبص

ػپغ  ، تعًین ؿذ.k حویي گذیذ داسای يیتبحیه لیتش حیهی 2ثب 

ػبعت ثعذ اص تشاوؼا ـشه   72ي  48، 24َبی صحبوی  دس فبكهٍ

َب ویض ؿمبسؽ ي اص آن لیض ػهًلی  آيسی، ػهً  حبیع سيیی گمع

 تُیٍ ؿذ.

 

 RNAاستخزاج 

RNA  ًَشبی   َبی تشاوؼشا ت ؿشذٌ ثشب ػشبصٌ     تبم اص ػه

آلمشبن( اػشتخشا    ، Qiagenوًتشکیت ثب اػشتابدٌ اص کیشبصي  )  

 1 كًست خلاكٍ دس ایه سيؽ، اثتذا ثشٍ َشش فلاػشک    ؿذ. ثٍ

حی شيلیتشش   200لیتش حوهً  کیشبصي  اهشبفٍ ؿشذ، ػشپغ      حیهی

دقیقشٍ دس   5حذت  َبی ؿذیذ ثٍ ت بن صکهشيفشم اهبفٍ ي پغ ا

ثًٍ ؿذ. حخهًى حبكل ثٍ دسگٍ ػبوتی 4 دحبی حشذت   گشاد او 

ٍ  ػبوتشیاًط ؿشذ.  g1000دقیقٍ ثب ديس  15 سيیشی تـش یل    لایش

ثشٍ يیشب  گذیشذ حىتقشل ي ولشف حجشم        RNAؿشذٌ ؿشبحل   

َبی ؿذیذ  کیبصي ، ایضيپشيپبول ثٍ آن اهبفٍ ؿذ. پغ اص ت بن

ٍ دقیقٍ سيی یخ قشاس گشفت ي  15  دقیقشٍ ثشب ديس   15حشذت   ثش

g10000  لیتشش   حیهی 1ػبوتشیاًط ؿذ. سػًة حبكل، دي ثبس ثب

َبی اهبفی حشز    ـً دادٌ ؿذ تب ومکؼتؿ دسكذ 70اتبوً  

اً خـک  د. ثٍ سػًة خـک ؿًؿًد ي سػًة دس حعشم َ
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 ي َمکاران یدیشُرٌ خًرش

 

 32 8314 تابستان، 2، شمارٌ 81، ديرٌ آسیب شىاسی زیستی مجلٍ علًم پسشکی مدرس: 08

حی شيلیتش آة عبسی اص وًکهئبص اهشبفٍ ؿشذ. کیایشت     30ؿذٌ 

RNA دسكذ ي  1ثب اػتابدٌ اص ال تشيفًسص سيی ط  آگبسص  تبم

سیجششًصيحی  RNAحشثششًى ثششٍ S28 ي S18 بوششذَبیحـششبَذٌ ث

اػتخشا  ؿشذٌ ثشب اػشتابدٌ اص     RNAثشسػی ؿذ. تعییه کمیت 

وششبوًحتش تًػششي    260حیششضان گششزة آن دس ًششً  حششً     

)حشذ    NanoDropاػپ تشيػ ًپی ي ثشب اػشتابدٌ اص دػشتگبٌ    

َب دس  ( اوجبم پزیشفت ي ومًوٍ، آحشی بThermo ؿشکت 2000

 اد وگُذاسی ؿذ.گش دسگٍ ػبوتی -70ثشيدت 

 

تزداری هعكوَ  ٍ ٍاكوٌص    ٍاكٌص رًٍَضت

 ای پليوزاس  سًجيزُ

 1حیضان  DNAحى ًس حز  َشگًوٍ آلًدگی احتمبلی ثب  ثٍ

حی شيلیتشش اص آوشضیم    1/0اػتخشا  ؿذٌ ثب  RNAحی شيگشم اص 

DNase I (Roche شبیی   ، آحشی شب حی شيلیتشش   10( دس حجشم وُ

 گششاد  دسگٍ ػبوتی 37ی دقیقٍ دس دحب 30حذت  حجبيس ؿذ ي ثٍ

ثًٍ ؿذ. ػشپغ ثشب اهشبفٍ کششدن یشک حی شيلیتشش        EDTA او 

(Ethylenediaminetetraacetic acid) 50  حششًلاس ي   حیهششی

ثًبػیًن دس دحبی  دقیقٍ ثب  10حذت  گشاد ثٍ دسگٍ ػبوتی 65او 

تًػششي آوششضیم   cDNA غیشفعششب  ؿششذ.  DNase Iآوششضیم 

( ثشب  حشی شب ، آFermentas) M-MulVثشداس حع ًع  سيوًؿت

 RNAaseعشبسی اص   DNAaseتیمبس ؿذٌ ثب  RNAابدٌ اص تاػ

اًن الگً ي آغبصگشَبی َگضاحشَبی تلشبدفی ًجشق سيؽ    ثٍ عى

، cDNA (Roche اػتبوذاسد حشثًى ثٍ اػتابدٌ اص کیت ػشبخت 

اًلی ػبختٍ ؿذ. ػپغ قٌعبت تًلیشذ  آحشی ب ( دس دي حشحهٍ حت

اًن الگً ثششای ياکشىؾ    ؿذٌ ثٍ دس ایشه   .ؿشذ  اػشتابدٌ  PCRعى

حى ششًس  ثششٍ RTR ،RTFپشظيَؾ اص آغبصگشَششبی اختلبكششی  

 یغبصگشَبآي اوؼبوی  9 فبکتًسای اص طن  وبحیٍ اختلبكیت ثیش 

اًن کىتششش   ثششٍ Hu-gapdhRي  Hu-gapdhF یاختلبكشش عىشش

اًل یثخـ شیت ث یثشا یداخه -ذیؼشآلذئیسحض کىىذٌ طن گه یاص ت

-Glyceraldehyde-3اوؼشششبن ) ذسيطوبصیشششفؼشششابت دَ -3

phosphate dehydrogenase) ٍاًن کىتش  داخهی اػتابدٌ  ث عى

 (.1گذي  ) ؿذ

اًساًی تيواى   9 فاكتَرصًيسيتی  گيزی آًتی اًذاسُ

 (ELISA) ضذُ تا رٍش الايشا
وًتشکیت اوؼبوی ثیبن ؿذٌ دس حویي  9 فبکتًسطویؼیتی  آوتی

َبی تشاوؼا ت ؿذٌ ثب سيؽ ػبوذيیچ الایضا سيی  کـت ػهً 

 9 فبکتًسَبی پهی کهًوب  هذ  ثبدی َبیی کٍ ثب آوتی تحی شيپهی

فشاوؼشٍ(  ، Diagnostica Stagoپًؿؾ دادٌ ؿذٌ ثًد )کیشت  

ثبدی ثب اػتابدٌ  حتلل ؿذٌ ثٍ ايلیه آوتی 9 فبکتًساوجبم گشفت. 

کٍ ثشب   9 فبکتًسثبدی ثبوًیٍ پهی کهًوب  خشگًؿی هذ  اص آوتی

بوذاس ؿذٌ ثًد ي ثٍ ؿبخق آوتی طوی دیگششی اص   پشاکؼیذاص وـ

 تشکیشت ػشبصی   ؿًد آؿش بس ؿشذ. آؿش بس    حتلل حی 9 فبکتًس

ثشبدی ثشش اػشبع فعبلیشت تتششا حتیشل ثىضیشذیه         آوتشی  -طن آوتی

(Tetramethylbenzidine: TMB)    آوششضیم پشاکؼششیذاص ثششش

ثًؼتشا اوجبم ؿذ. ثعذ اص ایه َشب ثشب اهشبفٍ کششدن      کٍ ياکىؾ ػ

س ًً  حً  دػت آحذٌ دٍ ػًلاًسیک اػیذ حتًقف ؿذ سوگ ث

  گیشی ؿذ. وبوًحتش اوذاصٌ 450

 

 اًثاضتِ ضذُ درٍى سلَل  9 فاكتَرگيزی  اًذاسُ
ٌ دس ػهً ،  حى ًس ثٍ ثٍ دػت آيسدن حقذاس پشيتئیه ثبقی حبوذ

 x-100لیتش ثبفش لیض کىىذٌ ػشد )تشیتشًن   حی شي 200َب دس  ػهً 

 2حشًلاس، کهشیشذ حىیشضیم     حیهشی 100، کهشیشذ پتبػشیم   دسكذ5/0

، Rocheپشيتئششبص ) ي آوتششی HEPES )pH: 5/7 ي حششًلاس حیهششی

سيی یخ قششاس   دقیقٍ 20حذت  حخهًى ؿذوذ، ػپغ ثٍ (آحشی ب

بیت لیض ػهًلی ثٍ ىذگشفت دقیقشٍ   10حذت  دػت آحذٌ ثٍ ي دس وُ

ٍ ػبوتی g12000 ،4ػبوتشیاًط ) حًگًد  9 فبکتًسذ. ؿگشاد(  دسگ

 گیشی ؿذ.ٌ )حبیع سيیی( ثب سيؽ الایضا اوذاص حوهً  سيییدس 

 

 ًتايج

ٍ  َبی دس ایه توقیق پغ اص ثشسػی عمه ششد دي  ای،  سایبوش

بوٍ  دس تشؿش   ي پشيتششيحجیه اوؼشبوی    9 فشبکتًس ثًحی پپتیذ وـ

دس ؿششایي ثیشبن گشزسا     HEK293T دس سدٌ ػشهًلی  9 فشبکتًس 

 . ؿذحقبیؼٍ 
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 ای ّای راياًِ تزرسی

شار اف  ّای ًطاًِ تا ًزم دست آهذُ اس تزرسی پپتيذِ ًتايج ت

Predisi  ٍSignalP 

اًلی اص آن شبوٍ ي     گبیی کٍ ػبختبس عمًحی ت َشبی پپتیشذ وـ

ثًی حابظت ؿذٌ َؼتىذ، اح شبن   عمه شد دػتگبٌ تشؿوی ثٍ خ

بوٍ َبی غیش خًدی )َتشيلًر( ثشای افضایؾ  اػتابدٌ اص پپتیذ وـ

عمه شد تشؿوی پپتیذ  ،کبسآیی تشؿ  يگًد داسد. دس ایه ساثٌٍ

بوٍ پشيتشيحجیه اوؼبوی دس کىبس  اوؼبوی آصحشبیؾ ي   9 فبکتًسوـ

شبوٍ     ثشای. ؿذثشسػی  اًلی پپتیشذ وـ ت ثیش قٌعبت سحض کىىذٌ تش

اػششیذ اوتُششبی آحیىششی سحششض ؿششذٌ تًػششي  ً آحیىشش 70احتمششبلی، 

ٍ آولایه  َبی حختهف طن سيوًؿت َبی حًسد و ش تًػي دي ثشوبح

بوٍ  ثیىی کىىذٌ پپتیذ پیؾ  .اسصیشبثی ؿشذ   SignalPي  Predisiوـ

َبی خشيگی دس ایه دي ثشوبحٍ عجبستىذ اص تخمیه کهشی   پبساحتش

اًلی آحیى  حوًس یب عذم حوًس بوٍ دس تش اػشیذ حشًسد   ًپپتیذ وـ

بوٍ ي گبیگبٌ ثشؽ تعییه ؿشذٌ   ثشسػی، احتیبصدَی ثشای پپتیذ وـ

بوٍ. احتیشبص دادٌ ؿش    ذٌ دسثشای ػیگىب  پپتیذاص ي اسصؽ پپتیذ وـ

PrediSi  ثٍ ایه حاُشًم   5/0تش اص  اػت. احتیبص ثضسر 1ي  0ثیه

اًلی حًسد ثشسػی ثٍ احتمب  خیهی صیبد ؿشبحل یشک    اػت کٍ ت

بوٍ اػت  ٍ >12=پپتیذ وـ تششیه احتیشبص    حُشم  SignalP . دس ثشوبحش

اًلی پپتیذ ً حیبوگیىی اص احتیبص تک تک آحیى اػیذَبی حًگًد دس ت

بوٍ اػت کٍ تعیشیه کىىشذٌ   تشؿشوی ي غیشش تشؿشوی ثشًدن      وـ

بن دادٌ حی S-meanپشيتئیه اػت ي ثب  ؿًد. احتیبص ثشبلاتش اص   وـ

پشيتئیه تشؿوی ي کمتشش اص آن غیشش تشؿشوی حوؼشًة      5/0

بوٍ ثشب   . وتبیج حبكل اص پیؾ>11=ؿًد  حی ثیىی پشداصؽ پپتیذ وـ

بوٍ ثًحی  PrediSiاػتابدٌ اص ثشوبحٍ  اًلی پپتیذ وـ  فبکتًسثشای ت

بوٍ پشيتشيحجیه اوؼبوی )ؿ ل  1)ؿ ل 9 اًلی پپتیذ وـ الف( ي ت

بن دادٌ ؿذٌ اػت. وتبیج حبكل اص ثشسػی ثشب ثشوبحشٍ   1 ة( وـ

SignalP تشتیت ثششای   ة( ثٍ 2الف( ي )ؿ ل 2)ؿ ل  ویض دس

بوٍ ثًحی  شبن   9 فبکتًسپپتیذ وـ اوؼبوی ي پشيتشيحجیه اوؼبوی وـ

ـخق کشد کٍ وتبیج ثشسػی ثب َش دي ثشوبحٍ، ح دادٌ ؿذٌ اػت.

بو ٍ  ةپپتیذ وـ بو ٍ پپتیذ وـ اص  9 فبکتًسپشيتشيحجیه اوؼبوی وؼجت ث

 احتیبص ثبلاتشی ثشخًسداس اػت.

 

 

 
 

ٍ آولایهثب  تًالی پپتیذ وـبوٍ ثشسػی 1ضكل  حی  الف(. )PrediSi ثشوبح ٍ ثً بـو ٌ (، )ة( 5324/0)ومشٌ:  9 فبکتًسپپتیذ و ٍ َمشا ٍ پشيتشيحجیه اوؼبوی ث  (7033/0)ومشٌ: 9 فبکتًسپپتیذ وـبو
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حیپپتیذ وـبوٍ  (الف. )SignalP ثشوبحٍ آولایهثب  ثشسػی تًالی پپتیذ وـبوٍ 2 ضكل تًالی پپتیذ وـبوٍ پشيتشيحجیه اوؼشبوی ثشٍ َمششاٌ     (ة) (،s-mean:672/0) 9 فبکتًس ثً
 (s-mean; 739/0) 9 فبکتًس
 

گزيشی پپتيذّای ًطاًِ تا استفادُ اس  تزرسی آب

 TopPredٍ تزًاهِ  Eisenbergتن اهتياردّی سيس

ٍ آة بوٍ آگشیض وقؾ تعییه کىىذٌ دس کبس وبحی یی پپتیذَبی وـ

. ثششای  >14=ي اوتقب  پشيتئیه ثشٍ ػشمت حؼشیش تشؿشوی داسد     

شبوٍ حىبػشت، ثشسػشی حیششضان         ًشاحشی ي یشبفته یشک پپتیشذ وـ

بوٍ ي حقبیؼٍ آن آة َب، دقت ًشاحی سا ثبلا  گشیضی پپتیذَبی وـ

اًَذ ثشًد. ثشب حقبیؼشٍ     شدث حی ي دس تاؼیش وتبیج قبثل اػتابدٌ خ

بوٍ ً گشیضی آحیى وتبیج حشثًى ثٍ حیضان آة اػیذَبی دي پپتیذ وـ

اًن وتیجٍ گشفت کٍ حیضان آة ، حییبد ؿذٌ بوٍ  ت گشیضی پپتیذ وـ

بوٍ ثًحی  ثشبلاتش   9فبکتًس پشيتشيحجیه اوؼبوی وؼجت ثٍ پپتیذ وـ

بوٍ ثًحی گشیض پپ وبحیٍ آة ثًدٌ اػت. ؿشبحل   9 فشبکتًس تیذ وـ
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گشیشضی ثشبلا ي    اػیذَبی لًػیه ي ایضيلًػیه ثب حیضان آةًآحیى

اػشیذ  ًآحیى 3یه ي یگشیشضی پشب   اػشیذ ثشب حیشضان آة   ً حیىش آچىذ 

گشیشض پپتیشذ    ایه دس حبلی اػت کٍ وبحیٍ آةديػت اػت.  آة

بوٍ پشيتشيحجیه اوؼبوی ؿبحل آحیى اػیذَبی لًػیه، آلاویه ي ً وـ

ديػت اػشت.   اػیذ آةًآحیى 2گشیضی ثبلا ي  ب حیضان آةيالیه ث

بوٍ ثًحی  ثشسػی آة  3 )ؿ ل 9 فبکتًسگشیضی دي وًع پپتیذ وـ

بوٍ پشيتشيحجیه اوؼبوی )ؿ ل  ة( ثب اػتابدٌ  3الف( ي پپتیذ وـ

بن دادٌ  TopPredي ثشوبحٍ  Eisenbergاص ػیؼتم احتیبصدَی  وـ

گشیضی  ضان کهی آةؿذٌ اػت. وتبیج حبكل اص َش دي ثشوبحٍ حی

(Total Hydrophobicity ٍبو اًلی پپتیذ وـ ( ثبلاتشی سا ثشای ت

بوٍ ثًحی یپشيتشيحجیه اوؼبوی دس حقب اًلی پپتیذ وـ  فبکتًسؼٍ ثب ت

بن داد. 9  وـ

 

 
 

 
 

ٍ   گشیشضی  ثشسػی حیشضان آة  3 ضكل ثشب اػشتابدٌ اص ػیؼشتم     پپتیشذَبی وـشبو
گشیضی  ؛ )الف( ومًداس آةTopPredآولایه  ي ثشوبحٍ Eisenbergاحتیبصدَی 

 ومشًداس  (ة) ،9 فشبکتًس تشًالی پپتیشذ وـشبوٍ ثشًحی      اػیذَبی حًگًد دسً آحیى
 پشيتشيحجیه اوؼبوی ًطاًِپپتیذ  تًالی اػیذَبی حًگًد دسًگشیضی آحیى آة

 

 تزداری در هزحلِ ًسخِ 9 فاكتَرييذ تياى تأ
-RTیىذ آثشسػی کیای ثیبن دس ػٌ  سيوًیؼی ثب اوجبم فش

PCR  حقذيس اػت. آصحبیؾRT-PCR   ًَشبی لیشض    سيی ػشه

َبی تشاوؼا ت ؿذٌ، حىتج ثٍ تًلیذ قٌعٍ  ؿذٌ حبكل اص ومًوٍ

گات ثبص ثب اػشتابدٌ اص آغبصگشَشبی    117حًسد اوت بس ثٍ ًً  

َشبیی   ذ. اص ػهً ؿ  PCRدس ياکىؾ  RTF ي RTRاختلبكی 

ذٌ ثًدوذ، ثٍ اًن کىتش  حىاشی اػشتابدٌ ؿشذ    کٍ تشاوؼا ت وـ  عى

ثٍ  RNAحى ًس اًمیىبن اص عذم آلًدگی  (. َمچىیه ث4ٍ)ؿ ل 

DNA  اصRNA ٍاًن الگشًی   ػبختٍ ؿذٌ ث اًن  ٍ ثش  PCRعى عىش

 ذ .ؿکىتش  حىای اػتابدٌ 

 

 
 

بَی ؛ RT-PCRالگًی ال تشيفًسصی حولًلات  4ؿ ل  )سدیف ثبلا( آغبصگش
ًن ػت، عىًان کىتش  داخهی ثٍ GAPDHي )سدیف پبییه(  9 فبکتًساختلبكی 

ػشبصٌ حجُشض ثشٍ تشًالی پپتیشذ       (4-2، ػتًن DNAگات ثبص  100وـبوگش  (1
ػشتًن   ،ػبعت پغ اص تشاوؼا ـشه  72ي  48ي  24 وـبوٍ پشيتشيحجیه اوؼبوی

حی  (5-7 َبی لیض  ػهً  (8 ، ػتًن9 فبکتًسػبصٌ حجُض ثٍ تًالی پپتیذ وـبوٍ ثً
 کىتش  حىای (9ػتًن  ،ؿذٌ ي تشاوؼا ت وـذٌ

 

 تزضح يیآارسياتی كار
وؼجت ثخشؾ تشؿش  ؿشذٌ     ٍیی تشؿ  یک پشيتئیه ثآکبس

حویي کـت( ي حقذاس کهی ثیشبن ؿشذٌ آن   پشيتئیه حًگًد دس)

. >15= ؿشًد  )حویي کـت ي لیض ػهًلی( پششيتئیه تعشیشف حشی   

حًگًد دس حویي  9 فبکتًسثشاػبع ایه تعشیف، حقذاس پشيتئیه 

شؿ  دس یی تآگیشی ؿذ. اسصیبثی کبس اوذاصٌ الایضاکـت ثب سيؽ 

بن داد کٍ ػبصٌ حجُض ثٍ  اًلی ثعذ اص تشاوؼا ـه وـ ػٍ سيص حت

بوٍ پشيتشيحجیه اوؼبوی حذاکثش حیشضان تشؿش  سا دس     72پپتیذ وـ

 فبکتًسػبعت پغ اص تشاوؼا ـه داؿت. ایه ثذان حعىبػت کٍ 

ثٍ دام افتبدٌ دس داخل ػهً  دس ًً  ديسٌ کـت ػهًلی آصاد  9

ثیشی دس حیشضان تشؿش    تشأ حشبن  د. دس حبلی کٍ افضایؾ صؿً حی

بوٍ ثًحی  9 فبکتًس وذاؿشتٍ   9 فبکتًسدس ػبصٌ حجُض یٍ پپتیذ وـ

ٍ ؿذٌ حبكشل اص ػشٍ ثشبس ت ششاس آصحشبیؾ ي      یاػت. وتبیج اسا

 (.5دػت آحذٌ اػت )ؿ ل ٍ حیبوگیىی اص وتبیج ث

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
05

 ]
 

                             9 / 13

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-9214-en.html


 ي َمکاران یدیشُرٌ خًرش

 

 36 8314 تابستان، 2، شمارٌ 81، ديرٌ آسیب شىاسی زیستی مجلٍ علًم پسشکی مدرس: 03

 
 

یی آکشبس ؛ HEK293Tَبی  دس ػهً  9 فبکتًسیی تشؿ  آاسصیبثی کبس 5ضكل 
ًشی   (h-Prot) تًالی پپتیذ وـبوٍ پشيتشيحجیه اوؼبوی حجُض ثٍ تشؿ  دس ػبصٌ
حی  ػٍ سيص پغ اص سيوشذ  ( hFIX) 9 فبکتًستشاوؼا ـه دس حقبیؼٍ ثب ػبصٌ ثً

 دَذ. وـبن حیسا  (>P*05/0داسی ) حعىی افضایـی

 

 تحث
وقق یب کبَؾ دس تًلیذ حولًلات طوی ثبعث ثشيص ثؼیبسی 

ثب تًلیذ حولً  پشيتئیىی  شایهثىبثؿًد،  َبی طوتی ی حی اص ثیمبسی

اًن داسي یب ثب پیؾ گششفته ساَجششد طن دسحشبوی     َب ثٍ ایه طن عى

اًن  حی حًفقیت دس اوجبم  .َب گبم ثشداؿت دسحبن ایه ثیمبسی ثشایت

َبی طوتی ی  کبسَبی دسحبوی، ویبصحىذ ثٍ اػتابدٌ اص ػبصٌ ایه ساٌ

ٍ دس آن اًومىذ اػت ک شٌ  َب اص عىبكش طوتی ی کبسآحذ ي ت حىبػت ثُ

ی، ثشای یَبی وًتشکیت داسي دس تًلیذ پشيتئیه .گشفتٍ ؿذٌ ثبؿذ

لًیذ  َب ثٍ تش ؿذن حشاحل تخهیق، پشيتئیه آػبن كًست تشؿوی ت

ی اص یَبی وًتشکیت داسي ثشای تًلیذ ثؼیبسی اص پشيتئیه .ؿًوذ حی

تی ثٍ حیضثبن َبی پؼتبوذاسان اػتابدٌ   خلًف ػهً َبی یًکبسیً

بوٍ حىبػت ثشای تًلیذ كشىعتی  اػتاب .ؿًد حی دٌ اص پپتیذَبی وـ

اًن اص ایه  َبی وًتشکیت دس حب  گؼتشؽ اػت ي حی پشيتئیه ت

ٌ ثشد  ساٌ ش   اص ثؼیبسی دسحبوی طن . ثشای>6=کبس دس طن دسحبوی ویض ثُ

 ياسد خًن گشیبن ثٍ پشيتئیه اػت ویبص َمًفیهی، حبوىذ َب ثیمبسی

 ػشهً   اص خبس  ثٍ و ش حًسد پشيتئیه تشؿ  ثب احش ایه ي ؿًد

اًَذ پزیش اح بن اًن ثٍ .ثًد خ  حتاشبيت  ي گذیشذ  کبس ساٌ یک عى

اًن حی یىٍ ًشیق اص ت  هیپشيتئ ذیتًل ییکبسآ تشؿ ، فشآیىذ کشدن ثُ

 هیچىش  یثششا  یدسحشبو  دس طن بیش ي  تیش وًتشک یدس ػبحبوٍ َب

 اَمیت ثٍ تًگٍ ثبپظيَؾ  ایه . دس>1= داد افضایؾ ییَب یمبسیث

تًشکیت َبی پشيتئیه تًلیذ دس  تشؿ فشآیىذ  ثب دسحبوی، طن ویض ي و

ٍ  َذ  یىش ٍ  پپتیشذ  ،9 فشبکتًس  تشؿش   ػشبصی  ثُ شبو پششيتئیه   وـ

ٍ ثًحی  بو ؿذ ي اثش  9 فبکتًسپشيتشيحجیه اوؼبوی گبیگضیه پپتیذ وـ

ثشسػی  HEK293Tسدٌ ػهًلی اوؼبوی دس 9 فبکتًسآن ثش تشؿ  

ٍ تًػي ػبم .ؿذ َم بسان اوجبم  ي (Sam) پیـتش دس حٌبلعبتی ک

بوٍ ثًحی  بن دادٌ ؿذ صحبوی کٍ اص پپتیذ وـ  9 فشبکتًس گشفت وـ

ثیشبن ؿشذٌ دسين    9 فشبکتًس ؿًد، ثخؾ صیشبدی اص   اػتابدٌ حی

. ثىبثشایه دػشتیبثی ثشٍ   >16=د ؿً َبی وًتشکیت اوجبؿتٍ حی ػهً 

پشيتئیىی ثب تشؿ  کبسآحذ دس حیضثبن پؼتبوذاسان دغذغشٍ اكشهی   

بوٍ حىبػت حم ه اػشت  حوققبن ثًدٌ اػت ي ا وتخبة پپتیذ وـ

. دس حیبن پبساحتشَبیی کٍ دس تشؿ  یک پشيتئیه >17= حایذ ثبؿذ

ٍ وقؾ کهیذی ثبصی حی بو اًوذ ثٍ  کىذ ي حی دخیل َؼتىذ، پپتیذ وـ ت

ثًی دس تى یم ثیشبن طن   اسصیشبثی  . >20-18= ثیشگشزاس ثبؿشذ  تأخ

بوٍ ثٍآگشیضی ي کبس آة ذٌ دس کبس گشفتٍ ؿ یی ثشؽ پپتیذَبی وـ

َبیی کٍ ثشش اػشبع الگشًسیتم     ایه پظيَؾ، ثب اػتابدٌ اص ثشوبحٍ

ثیىی ؿذ  کىىذ اوجبم گشفت ي پیؾ ثیىی حی َبی علجی پیؾ ؿج ٍ

بوٍ پشيتشيحجیه اوؼبوی کبس یی تشؿ  ثبلاتشی وؼجت آکٍ پپتیذ وـ

ٍ ثًحی  بو ٍ پپتیذ وـ دس فبص گزسا  یبویث َبی یثشسػداسد.  9 فبکتًسث

اًَذ بن داد، صحبو 9تشؿ  فبکتًس  آییُجًد کبسثش ث یحجى یؿ  یوـ

ٍ اص پپت ٍ پشيتشيحج ذیک بو ثش اػبع وتبیج  اػتابدٌ ؿذ. یاوؼبو هیوـ

تًلیشذ   9 فبکتًسیی تشؿ  آ، کبسhProt-hFIXحبكل اص کهًن 

افشضایؾ یبفشت ي ثشذیه     دسكشذ  89ػبعت ثٍ  72ؿذٌ پغ اص 

 ٍ ٌ دس داخل ػهً  ثب گزؿ 9 فبکتًسحعىبػت ک ٍ دام افتبد ت صحبن ث

تًلیذ ؿذٌ ثٍ ثیششين اص   9 فبکتًسکبَؾ پیذا کشدٌ اػت ي َمٍ 

ٍ کبس ػهً  تشؿ  حی سیی تشؿ  آؿًد. ایه دس حبلی اػت ک   فبکتً

بوٍ ثًحی  9 ػٍ سيص پغ اص  9 فبکتًستًلیذ ؿذٌ تًػي پپتیذ وـ

ثًد ي وتبیج حبكل دسكذ  86ثبثت ي حذيد  بًتشاوؼا ـه تقشیج

ٍ   ثشوبحٍ ثیىی ؿذٌ تًػي ثب وتبیج پیؾ ي  Predisiای  َشبی سایبوش

SignalP حوققبن حبهشای  َبی سایبوٍ حٌبثقت داؿت. ثشسػی 

ٍ حیضان آة بن داد ک بوٍ پشيتشيحجیه اوؼبوی دس  وـ گشیضی پپتیذ وـ

بوٍ   ثیـتش اػت ي ثب وتبیجی کٍ قجلاً 9 فبکتًسحقبیؼٍ ثب پپتیذ وـ

ي َم ششبسان دس ػشششب    (Hatsuzawa) َبتؼشششًصايا تًػششي 

بن دادوذ کٍ >20= ضاسؽ ؿذ حٌبثقت داسدگ1997 . ایه گشيٌ وـ

ٍ وؼجت ثٍ ًً  حىٌقٍ  حیضان کهی آة بو ٍ پپتیذ وـ گشیضی دس حىٌق
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 SRP (Signal ( ثشای ؿىبػشبیی تًػشي  H-region) گشیض آة

Recognition Particle)  ٍ ي قشاس گشفته دس عشم غـبی ؿج

 1990ب  ي َم بسان دس ػ (Bird) ثشد تش اػت. آوذيپلاػمی حُم

ٍ حیضان آة ٍ ثٍ پیـىُبد کشدوذ ک بو ًًس حؼتقیم  گشیضی َش پپتیذ وـ

ٍ حیضان آة ؛یی آن حشتجي اػت آثب کبس ٍ َش چ گشیضی  ثذیه حعىی ک

بوٍ ثیـتش ثبؿذ کبس  .>21= یی تشؿ  آن ویض ثیـتش اػشت آپپتیذ وـ

بن دادوذ کٍ  2005ي َم بسان دس ػب   (Zhang) طاوگ ویض وـ

ٍ ایىتشلًکیه گبیگضیىی پپتیذ وـ بوٍ 2بو ٍ افضایؾ دس  ثب پپتیذ وـ ای ک

 ٍ داسد قبدس  Hوبحیٍ  دس گشیضی آة افضایؾي  Nثبس قهیبیی وبحی

. دس حٌبلعبت >7=ثشاثش افضایؾ دَذ  5/3اػت تشؿ  پشيتئیه سا تب 

بوٍ گًػیب لًػیاشاص  حشتجي ثب پظيَؾ حبهش، گبیگضیىی پپتیذ وـ

(Gaussia princep luciferase )شبوٍ حختهشف   ثب پ پتیذَبی وـ

ثیش حُمی سيی تًلیذ ي تشؿ  پشيتئیه تأگضاسؽ ؿذٌ اػت کٍ 

شبن دَىشذٌ     پششيتئیه  اص آحذٌ دػتٍ ث وتبیجداسد.  لًػشیاشاص، وـ

ٍ دس کبسآیی تشؿ  پشيتئیه بَی گضاسؿگش وؼجت  افضایؾ قبثل تًگ

 ٍ بو ٍ دیگش پپتیذَبی وـ کٍ ایه افضایؾ وؼجت ثٍ  ًًسی ثٍ اػت؛ث

بوٍ  يایىتشلًکیه  (Trypsinogen) آلجًحیه، تشیپؼیىًطنپپتیذ وـ

ٍ  .>22=دسكذ اػت  170ي   40 ،1900 تشتیت اوؼبوی ثٍ ًشًس   ثش

بـن حی بوٍ  کهی وتبیج حبكل اص پظيَؾ حبهش ویض و دَذ پپتیذ وـ

ٍ ثًحی  بو ٍ پپتیذ وـ اص کبسآیی  9 فبکتًسپشيتشيحجیه اوؼبوی وؼجت ث

َبی  حبكل اص ثشسػیثبلاتشی ثشخًسداس اػت ي ثب وتبیج  تشؿ 

ي اسصیبثی حیضان کهی  PrediSiي  SignalPبَی  ثب ثشوبحٍ ای سایبوٍ

ٍ  آة بوٍ ثب ثشوبحش شبن دَىشذٌ     TopPred گشیضی پپتیذ وـ کشٍ وـ

 ٍ اػت،  9 فبکتًسپتبوؼیل ثیـتش تشؿ  پشيتشيحجیه اوؼبوی وؼجت ث

 حٌبثقت داسد.

 

 ًی رداقذٍ تطكز 

ًلی شحًل تیک وط یششکتدبلٍ شػاص سی شحٌبلعٍ حبهش ثخـ

تیجبوی ػت. ا وت يیه حٌبلعٍ تًػي حعبم اوجبای اثشصم حبلی لاپـ

گبداَـی يپظم حوتش سع ي پظيَـششگبٌ حهششی   حذثیششت تشٌ وـ

 ت. شػاٍ شگشفتست ًشكحُىذػی طوتیک ي صیؼت فىبيسی 
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