
Original Article 

95 Pathobiology Research, Vol. 19 (2016-2017), No. 2 59 

 

Construction of Recombinant Lentiviral Vector Containing 

shRNA against Mouse Fndc5 Gene in Order to Transduce Mouse 

Embryonic Stem Cells 

Shima Nazem1, Kamran Ghaedi2, Sadegh Babashah3, Majid Sadeghizadeh4*, 
Mohammad Hossein Nasr Esfahani5** 

1- Ph.D. Candidate, Department of Molecular Genetics, Faculty of Biological Sciences, Tarbiat Modares 
University, Tehran, Iran 

2- Associate Professor of Molecular Genetics, Department of Biology, Faculty of Sciences, University of 
Isfahan, and Department of Cellular Biotechnology, Cell Science Research Center, Royan Institute for 
Biotechnology, ACECR, Isfahan, Iran 

3- Assistant Professor, Department of Molecular Genetics, Faculty of Biological Sciences, Tarbiat Modares 
University, Tehran, Iran 

4- Professor, Department of Molecular Genetics, Faculty of Biological Sciences, Tarbiat Modares University, 
Tehran, Iran 

5- Professor, Department of Cellular Biotechnology, Cell Science Research Center, Royan Institute for 
Biotechnology, ACECR, Isfahan, Iran 

 
*Corresponding Address: Postal Code: 1411713116, Department of Molecular Genetics, Faculty of Biological Sciences, 

Tarbiat Modares University, Tehran, Iran 
Email: sadeghma@modares.ac.ir 

 
**Corresponding Address: Postal Code: 8165131378, Department of Cellular Biotechnology, Cell Science Research Center, 

Royan Institute for Biotechnology, ACECR, Isfahan, Iran 
Email: mh_nasr@royaninstitute.org 

 

Received: 09/Sep/2016, Accepted: 29/Nov/2016 

Abstract 
Objective: RNA interference (RNAi) is considered a potential approach to knock down 
target genes and their functional assessment. Lentiviral vectors serve as an efficient tool 
to transduce foreign genes in a wide variety of mammalian cells. Fibronectin type I 
domain-containing 5 (Fndc5) is a glycosylated membrane protein whose transcript levels 
increase during neural and cardiac differentiation of mouse embryonic stem cells 
(mESCs). Here, we report the efficacy of Fndc5 gene silencing in mESCs using lentiviral 
vectors that express shRNA. 
Methods : Two distinct shRNA sequences that targeted Fndc5 coding sequence (CDS) 
and one scramble shRNA sequence as a negative control were designed and commercially 
synthesized. Synthetic shRNA oligonucleotides were cloned into a lentiviral inducible 
vector after annealing downstream of the tetracycline inducible H1 promoter. The 
recombinant lentiviral vector was packaged in HEK293T cells, then mESCs were 
transduced by lentiviral particles. Expression of shRNA in transduced cell lines was 
induced by doxycycline treatment for 48 h.  
Results : Evaluation of transcript levels of Fndc5 by real-time PCR showed a significant 
decrease in transduced cells by a mixture of two shRNAs. 
Conclusion: Taken together, lentiviral-mediated RNAi that targeted the Fndc5 gene could 
be considered an efficient tool to silence gene expression in the transduced cell line to 
study the function of Fndc5. 
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 یاختصاص یکوتاه سنجاق سر RNAناقل  بینوترک یروسیساخت حامل و

 ینیجن یادیبن یها انتقال به سلول یبرا یموش Fndc5ژن  هیعل
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 69/69/95: پذيزش مقبله 19/66/95دريبفت مقبله: 

 چكيذٌ
ّاا  نٌیاو ٍیشٍػاو     ًاقا  ّاا اػا      ّاا ٍ عؼیایي ػولناشد طى    گش یل هناًیؼن ماسآهذ دس ماّؾ تیاى طى هذاخلِ RNA َذف:

یال   Fndc5  ساشٍعییي  اػا  ّاا  سؼایاًذاساى    ا  اص ػالَل  ّاا  خااس و تاِ عیات گؼایشدُ      اتضاسّا  هٌاػثو تشا  اًیقال طى
یاتاذ    ّا  تٌیااد   ٌیٌاو هَؿاو ایاضایؾ هاو      یاى آى عو سًٍذ عوایض قلثو ٍ ػصثو ػلَلسشٍعییي گلینَصیلِ غـایو اػ  مِ ت
ّاا  نٌیاو ٍیشٍػاو تیااى      ًاقا  ّا  تٌیاد   ٌیٌو هَؿو تاا اػایدادُ اص    دس ػلَل Fndc5دس ایي هغانؼِ قاتلی  ماّؾ تیاى طى 

    ؿذمَعاُ ػٌجاق ػش  تشسػو  RNAمٌٌذُ 
اًد ي  ٍ یال   Fndc5مَعاُ ػٌجاق ػش  ػلیِ ًاحیاِ ماذ مٌٌاذُ سًٍَؿا       RNAانو هـخص تِ ایي هٌظَس دٍ عَ َا: ريشم
مَعااُ ػاٌجاق ػاش  ػاٌیض       RNAمَعاُ ػٌجاق ػش  مٌیشل تِ ػٌَاى مٌیشل هٌدو عشاحو ٍ ػٌیض ؿذ  قغؼاا    RNAعَانو 
 ًاقا  ي ملاَى ؿاذ    انقاا ؿاًَذُ عَػاظ عیشاػااینلی     H1نٌیو ٍیشٍػو دس ساییي دػ  سشٍهاَعش   ًاق ؿذى دسٍى  دٍسگِسغ اص 

ِ  HEK293Tّاا    ًَعشمیاة دسٍى ػالَل    نٌیو ٍیشٍع ّاا  تٌیااد   ٌیٌاو هَؿاو عَػاظ رسا        تٌاذ  ؿاذ ٍ ػالَل    تؼای
ػااػ  عیوااس تاا     88ّاا  عشاًؼاذام  ؿاذُ عَػاظ      مَعااُ ػاٌجاق ػاش  دس ػالَل     RNAٍیشٍػو عشاًؼذام  ؿذًذ  تیااى  

    ؿذػاینلیي انقا  دامؼو
ًٍ   وتایج ّاا    ّاا  عشاًؼاذام  ؿاذُ تاا ٍیاشٍع      دس ػالَل  Real-time PCRعَػاظ   Fndc5َؿا   : ػاٌجؾ هیاضاى تیااى س

 ًؼث  تِ گشٍُ مٌیشل ًـاى داد      ساداس ومَعاُ ػٌجاق ػش ، ماّؾ تیاى هؼٌ RNAًَعشمیة حاه  ّش دٍ 
ِ  گش هو هذاخلِ RNAاص عشیق هناًیؼن  Fndc5  : دس هجوَع ّذف قشاس دادى طىگيری وتيجٍ اتاضاس ماسآهاذ    ػٌاَاى یال   عَاًذ تا

 هَسد عَ ِ قشاس تگیشد  Fndc5ػلَنو عشاًؼذام  ؿذُ تِ هٌظَس تشسػو ػولنشد  سدُدس ماّؾ تیاى ایي طى دس 
 

 هذاخلِ گش RNAنٌیو ٍیشٍػو،  ّا  ًاق مَعاُ ػٌجاق ػش ،  Fndc5 ،RNA: کليذياشگان
 

 

 مقذمٍ

RNA  ِ  ( یاال RNA interference: RNAiگاش    هذاخلا

 
ّا ٍ مٌیاشل سؿاذ ٍ ًواَ     عٌظین تیاى طىو تشا  هناًیؼن ػلَن

‏9315‏تابستان،‏2ره‏شما‏‏،91های‏آسیب‏شناسی‏زیستی،‏دوره‏‏پژوهش  51-33،‏صفحات:
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 یموش‏Fndc5ژن‏‏هیعل‏یاختصاص‏shRNAناقل‏‏بینوترک‏یروسیساخت‏حامل‏و

‏
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ایي سذیذُ عَػظ تشداس  اػ    هشحلِ سغ اص ًؼخِ دسػلَنو 

ِ  RNA ّا  هَننَل  Small (or short)]مَچال   گاش  هذاخلا

interfering RNA: siRNA] ِؿَد ٍ اص نحااػ   گش  هو اٍػغ

یؼاال    اػ  عناهلو دس هیاى هَ َدا  یَماسیَ  حدؼ ؿذُ

دس داخ  ػلَل عَػظ قغؼا  مَچل  RNAiؿذى هؼیشّا  

RNA ِا    دٍ سؿاایdouble-stranded RNA: dsRNA )

ؿَد یا  اٍسد ػلَل هو صٌاػوصَس   گیشد مِ یا تِ صَس  هو

عَػظ سشٍهَعشّا  داخ  ػلَنو اص سٍ  طًَم ػلَل سًٍَیؼو 

صَس  اخیصاصو ٍ  ؿَد ٍ تاػث ماّؾ تیاى طى ّذف تِ هو

ا  دس داخ  ػییَسلاػان عَػاظ    دٍ سؿیِ RNAؿَد   هؤثش هو

ًَملیَعیذ   03-52عش  ( تِ قغؼا  مَچلDicerآًضین دایؼش  

تاا اعصاال تااِ    siRNAؿاَد ٍ   ؿنؼایِ هاو   siRNAتاِ ًاام   

 (RISC  RNA-Induced Silencing Complexغ نمواا ل

ؿاَد ٍ   طى ّذف هیصا  هاو   mRNAا  ؿذُ ٍ تِ  عل سؿیِ

هْااس   یاا  mRNAػثة ماّؾ هیضاى عش وِ عَػاظ عخشیاة   

 RNAiماسگیش  هناًیؼان   [  عامٌَى تا ت5ِ، 1ؿَد ] عش وِ هو

ّا  ػلَنو هغانؼا  هیؼذد  دس صهیٌِ تشٍص ػاشعاى،   دس هذل

ّا  ػدًَو ٍ اخیلالا  ػیؼین قلثو ٍ دػیگاُ ػصاثو   تیواس 

 [ 2-0اًجام ؿذُ اػ  ]

ّاا دس یشآیٌاذّا     ّا  تشسػو ػولنشد طى ینو اص سٍؽ

 RNAiماسگیش  هناًیؼان   طى تا تِ هخیلت ػلَنو ماّؾ تیاى

اَنو ًَملیَعیذ  مذ مٌٌاذُ   ماِ   dsRNAاػ   تذیي هٌظَس ع

 small hairpinػٌجاق ػاش  مَعااُ     RNAاصغلاحاً تِ آى 

RNA; shRNAصَس  هنو  تا طى ّذف  ؿَد، تِ ( گدیِ هو

ّا  تیاًو هٌاػة تاِ   ؿَد ٍ تا قشاس دادى دس حاه  عشاحو هو

 [ 7، 6ؿَد ] هو داخ  ػلَل اًیقال دادُ

ّا ٍ َد  ّا تِ داخ  ػلَل اتضاسّا  هیؼذد  تشا  اًیقال طى

ِ داخ  ػلَل اػیدادُ  ّا  ماسآهذ اًیقال طى داسد  ینو اص ساُ ّا ت

اػ    (Lentivirus  ّا ّا ٍ خصَصاً نٌیو ٍیشٍع اص ٍیشٍع

اَى اتاضاس  ّا تِ نٌیو ٍیشٍع اٍسد  تاشا   قذسعوٌاذ  عحقیقااعو  ػٌ

 In vitro ٍ In vivoّاا    دس ػیؼاین   وخااس  مشدى یل طى

نٌیو ٍیشٍػو آنَدُ  ّا  اص  ولِ هحاػي حاه سًٍذ   ماس هو تِ

ؿاذى سا ًذاسًاذ ٍ   مِ قاتلیا  عقؼاین   اػ  ّایو  مشدى ػلَل

اًٌَذ تیاى طى سا  هو ، 8] هذ  عَلاًو حدؼ مٌٌذ تِداخ  ػلَل ع

ٍ ًؼا  دٍم   ّاا،  ٍیاشٍع  هٌظَس ایضایؾ ایوٌو ماس تا نٌیو تِ [9

ا اضا   ّاا   ّا  ٍیشٍػو ایجاد ؿذًذ مِ دس آى ػَم اص حاه 

 حاه  تِ  اا  یال حاها    چٌذیي  دس عـنی  دٌّذُ ٍیشٍع

   [11، 13اًذ ] ؿذُعَصیغ 

 :Embryonic Stem Cellsّاا  تٌیااد   ٌیٌاو      ػالَل 

ESCsاًَو ّؼیٌذ مِ اص لایاِ ػالَنو داخلاو     ( ػلَل ّا  سشع

ؿاًَذ ٍ   هـیق هاو  (Inner Cell Mass: ICMتلاػیَػیؼ   

اّ   قاتلی  عوایض تِ ّش ػِ لایِ ػلَنو  ٌیٌو اًذٍدسهو  ػلَل

ِ  مثذ  ٍ ساًنشاع(، هضٍدسهو  ػلَل ا  ٍ  ّا  قلثو، هاّیچا

[  15ّا  ػصاثو( سا داسا ّؼایٌذ ]   خًَو( ٍ امیَدسهو  ػلَل

ّاا دس ّشماذام اص ایاي یشآیٌاذّا       هٌظَس تشسػو ًقؾ طى تِ

اَى تا تِ عوایض  هو تیاى طى ّذف سا  RNAiگیش  هناًیؼن ماس ع

ّا مااّؾ داد ٍ اص عشیاق عواایض لایاي ػالَنو       دس ایي ػلَل

ّا  ػلَنو تِ تشسػو ًقؾ  دػ  آهذُ تِ ّش مذام اص ایي سدُ تِ

 طى هزتَس دس ایي یشآیٌذّا سشداخ  

ِ غـایو Fndc5سشٍعییي  اػ  مِ دس  یل سشٍعییي گلینَصیل

س هَؽ تیاى تالا داسد  ایي تای  قلة، هغض ٍ هاّیچِ اػنلیو د

سشٍعییي دس ػغح ػلَل عَػظ یل سشٍعیاص ًاؿاٌاخیِ ؿنؼایِ   

اٍسد  irisinصَس  یل َّسهَى س ییذ  تاِ ًاام    ؿَد ٍ تِ هو

ؿَد ٍ ًقؾ هْوو سا دس عٌظین هیاتَنیؼن تاذى    شیاى خَى هو

اى داد10ُمٌذ ] ایدا هو اػا  ماِ تیااى طى      [  هغانؼا  قثلو ًـ

Fndc5 ّا  تٌیاد   ٌیٌو  وایض قلثو ٍ ػصثو ػلَلعو سًٍذ ع

مِ ماّؾ تیاى  ایي  [  تا عَ ِ ت12ِ، 18یاتذ ] هَؿو ایضایؾ هو

ّا دس هؼیشّا   ّا دس تشسػو ًقؾ طى عشیي ساُ ّا ینو اص هْن طى

ِ ت6ِهَننَنو اػ  ] هٌظَس تشسػو تیـیش  [، تٌاتشایي دس ایي هغانؼ

اصاو ػلیاِ   اخیص shRNAدس سًٍذ عواایض،   Fndc5ًقؾ طى 

ؿَد  سًٍَؿ  ایي طى دس حاه  نٌیو ٍیشٍػو ًؼ  دٍم ملَى هو

ّاا  حاها     ّا  تٌیاد   ٌیٌو هَؿو عَػظ ٍیشٍع ٍ ػلَل

ای  تیاى طى ّذف  ًَعشمیة حاص  عشاًؼذام  هو ٍ دس ًْ ؿَد 

 ؿَد  تشسػو هو mRNAدس ػغح 
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 َا ي ريشمًاد 
سظٍّـگاُ  واخلاق سضؿن یِیمو ذییأهجَص ع  سظٍّؾ داسا يیا

 اػ   EC/1157/90 تا ؿواسُ ًاهِ اىیسٍ

 

 َای يیريسی حامل
ٍ  pLVTHMّااا  ٍیشٍػااو  دس ایااي هغانؼااِ اص حاهاا 

KRAB-tTR-pLVPT   عغییش یاییِ، حاه  سَؿـاوpMD2G 

ّاا  نٌیاو    مِ ّوگو اص حاها   psPAX2تٌذ   ٍ حاه  تؼیِ

ُ ؿذ  دس حاه   -pLVPT-tTR ٍیشٍػو ًؼ  دٍم ّؼیٌذ، اػیداد

KRAB  طى گضاسؿگش ،  GFP  Green Fluorescentهَسد اػیدادُ

Protein) تیَعیل  تا طى هقاٍه  تِ آًیوBlasticidin  ایگضیي 

( آهشیناا   Addgeneّا هشتَط تاِ ؿاشم     ؿذ  عواهو حاه 

 org addgene www://httpsِصاَس  ّذیاِ اص    ( تَد مِ ت

 سظٍّـنذُ صیؼ  یٌاٍس  سظٍّـگاُ سٍیاى دسیای  ؿذ 

 

 shRNAَای  ي رضتٍ siRNAطراحی تًالی 
اَنو هٌظَس تِ تِ ػلیِ سًٍَؿ   siRNAّا   دػ  آٍسدى ع

Fndc5 4و: هَؿو  ؿواسُ دػییات  NM_027402   اص ػاای )

Sigma Aldrich  com sigmaaldrich www://https ِماا )

( ٍ Spiegelmanا  عَػظ اػا یگلوي    سیؾ اص ایي دس هغانؼِ

اَنو 16ُ تَد، اػایدادُ ؿاذ ]  ماس تشدُ ؿذ ّوناساى تِ ّاا    [  عا

siRNA ِدػ  آهذُ دس سایگاُ  تNCBI    تلاػBlast ؿذًذ )

اَنو تشا  طى  اعویٌاى حاصا    Fndc5عا اص اخیصاصو تَدى ع

ػااخیاس   mfoldایاضاس آًلایاي    ؿَد  ّوچٌیي تا اػیدادُ اص ًشم

اَحو   siRNAعشػین ؿذ عا  Fndc5ثاًَیِ سًٍَؿ   ا  مِ ًا

سا ّذف  Fndc5ٍى ػاخیاس ثاًَیِ اص سًٍَؿ  عل سؿیِ ٍ تذ

 داد، اًیخاب ؿَد   قشاس هو

ا  عؼثیِ ؿذًذ ماِ   صَس  دٍ سؿیِ تِ shRNAّا   سؿیِ

اَنو ِ تیي ع ٍ دس ّش سؿی ( ٍ senseّا  ػٌغ   هنو  ّن ّؼیٌذ 

عیذ  عشاحو ؿذ  دس  9( یل نَج antisenseآًیو ػٌغ   مَلیَ ً

 ٍ ای  د ًْsiRNA   سًٍَؿ ِ مٌیشل  siRNAٍ یل  Fndc5ػلی

 Scramble ُاص سایگا )Sigma  ُاًیخاب ٍ دس انگَ  اسایِ ؿذ

 ػاص  ٍ ّوؼاًِ shRNAهٌظَس عشاحو  تِ Addgeneدس ػای  

ُ ؿذ  ّوچٌیي تِ pLVTHMدس حاه  تیاًو  هٌظَس عأییذ  قشاس داد

دس هشاح  تؼذ ،  ایگاُ تشؽ هٌدشد آًضین  ػاص  اًجام ّوؼاًِ

BstZ17I   اَنو دس اًیْا اَنو  shRNAع  shRNAعؼثیِ ؿذ  ع

 آهذُ اػ   1ػٌیض  دس  ذٍل 

 
 ػٌیض  shRNAّا   عَانو 1جذيل 

 

 MluI                           sense                             loop                         antisense                                  BstZ17I  ClaI               ًام

shRNA1 
 'CGCGTCCCCGCTCTCTTCTGCCGCCAGTATTTCAAGAGAATACTGGCGGCAGAAGAGAGCTTTTTGGAAGTATACAT 3 '5 تالایو

و  'AGGGGCGAGAGAAGACGGCGGTCATAAAGTTCTCTTATGACCGCCGTCTTCTCTCGAAAAACCTTCATATGTAGC 5            '3 ساییٌ

shRNA2 
CGCGTCCCCCGAGCCCAATAACAACAAGGATTCAAGAGATCCTTGTTGTTATTGGGCTCGTTTTTGGAAGTATACA '5 تالایو T3' 
و  'AGGGGGCTCGGGTTATTGTTGTTCCTAAGTTCTCTAGGAACAACAATAACCCGAGCAAAAACCTTCATATGTAGC5              '3 ساییٌ

Scramble 
تالایو  5'CGCGTCCCCGACCATCAATATGACTAGATTCAAGAGATCTAGTCATATTGATGGTC TTTTTGGAAGTATACAT3' 

و AGGGGCTGGTAGTTATACTGATCTAAGTTCTCTAGATCAGTA             '3 ساییٌ TAACTACCAGAAAAACCTTCATATG TAGC5' 

 

 shRNAَای  سازی رضتٍ ديرگٍ
( قغؼااا  Hybridizationػاااص    تااشا  اًجااام دٍسگااِ

shRNA  ػداسؽ دادُ ؿذُ، سؿیِ تالایو ٍ ساییٌو ّشshRNA 

هینشٍهَلاس تا ینذیگش هخلَط ؿذًذ ٍ  5ّا  ینؼاى  تا غلظ 

ِ دس دها  8 هذ  تِ ِ ػاًیو 92دقیق دقیقِ دس دها   0گشاد،  دس 

ِ ػاًیو 75 گشاد  دس ِ ػاًیو 52دقیقِ دس دها   03گشاد ٍ  دس 

ػاص  اص اننیشٍیَسص  هٌظَس عأییذ اًجام دٍسگِ قشاس دادُ ؿذ  تِ

 دسصذ اػیدادُ ؿذ  5سٍ  طل آگاسص 

 

 pLVTHMکاَص اوذازٌ حامل 
اٍماٌؾ   تِ اعصاال تایي حاها  ٍ    هٌظَس ػَْن  دس اًجام 

، تا تشسػو ًقـِ حاه ، ّضن حاه  عَػاظ  shRNAقغؼا  
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صَس  سزیشی  ٍ  آهشینا(، AgeI  Thermoscientificآًضین 

 ِ تَاص  حاص  اص تشؽ سغ اص اػیخشاج اص طل آگاسص  6قغؼ میل

، Thermoscientific ٍ حلقَ  ؿاذى عَػاظ آًاضین نیگااص     

اَى حاهاا   ذیااذ  تااِ آهشیناا(    ًااام ٍ عحاا pLVTHMػٌاا

pLVTHM*  اػیدادُ ؿذ 

 

درين حامال   shRNAساازی طعااا     َمساوٍ

pLVTHM*. 
اتیذا  shRNAهٌظَس ػاخ  حاه  ّذف حاٍ  قغؼا   تِ

 MluI  ٍClaIّااااا   تااااا آًااااضین *pLVTHMحاهاااا  

 Thermoscientific ،)هغاتق دػیَسانؼو  آًضین ّضن  آهشینا

اٍمٌؾ اعصال قغؼا   ُ دس ساییي دػ shRNAؿذ   ِ ؿذ   دٍسگ

صَس  ؿثاًِ دس دها   عَػظ آًضین نیگاص تِ H1سشٍهَعش انقایو 

 گشاد اًجام ؿذ   دس ِ ػاًیو 16

 

تراوسفًرماسيًن باکتری اضریطيا کلی تًسا   

 َای وًترکيب حامل
 DH5α( اص ػااَیِ Competent cellتااامیش  هؼاایؼذ   

تاِ سٍؽ ملشیاذ    (Escherichia coli  تامیش  اؿشیـیا ملاو 

هٌظَس اًیقال سلاػاویذ ًَعشمیاة تاِ دسٍى    ِ ملؼین عْیِ ؿذ  ت

اٍمٌؾ اعصال تِ تامیش  هؼیؼذ ایضٍدُ ؿذ ٍ  تامیش ، هحصَل 

ِ سٍ  یخ قشاس دادُ ؿذ  ػ غ هخلَط 03هذ   تِ  دس یَق دقیق

 دادُ حشاسعو ؿَك ثاًیِ 93 هذ  تِ گشاد ػاًیو دس ِ 85دها 

 533 هقااذاس ؿااذ  ػاا غ هٌیقاا  یااخ سٍ  ٍ تلایاصاالِ ؿااذ

 SOC  Super Optimalهحایظ غٌاو اص گلاَمض     هینشٍنییاش 

broth with Catabolite Repression )ٍ ُ93 هاذ   تِ ایضٍد 

تَاعَس دس دقیقِ قشاس  گشاد ػاًیو دس ِ 07 دها  دس نشصاًٌذُ اًن

سٍ   ّاا  تاامیش   ًَعشمیة، سلاػویذ دسیای  اص ؿذ  سغ دادُ

 (Ampicillin  ػایلیي  آه او  تیَعیال  آًیاو  حااٍ   آگاس سلی 

 مـا  دادُ  گاشاد  دس ِ ػاًیو 07 دها  دس ػاػ  16 هذ  تِ

 سؿذ اهناى ػیلیي تیَعیل آه و آًیو حاٍ  مـ  ؿذًذ  هحیظ

 ًَعشمیاة  سلاػاویذ  مٌذ مِ هو یشاّن ّایو تامیش  تشا  عٌْا سا

 اًذ  سا دسیای  مشدُ ػیلیي آه و تِ هقاٍه  طى حاه 

 

 ، برش آوسیمی ي تاييه تًالیPCRکلًوی 
ّا  ًَعشمیة، عؼاذاد  اص   ػاػیِ تامیش  16 سغ اص مـ 

ػایلیي  ذیاذ مـا  ٍ     ّا  هٌداشد سٍ  سلیا  آه او    ملًَو

ّاا    ػااصُ  ػااص   ّوؼاًِهٌظَس عأییذ  گزاس  ؿذًذ  تِ ؿواسُ

( Primersتاا آغاصگشّاا      PCRعَنیذ ؿذُ، اص سٍؽ ملًَو 

ایاي    ٍ تذًِ حاه  اػیدادُ ؿذ  تِ shRNAعشاحو ؿذُ سٍ  

اَى  گزاس  ؿذُ تِ ّا  ؿواسُ اص ملًَو تامیش هٌظَس قؼویو  ػٌ

اٍمٌؾ  سٍ  طل  PCRاػیدادُ ؿذ ٍ هحصَل  PCRانگَ تشا  

ّاا  هبثا  دس هحایظ هاایغ      آگاسص اننیشٍیَسص ؿاذ  ملاًَو  

 Lysogeny broth: LBصَس  ؿاثاًِ   ػیلیي تِ ( حاٍ  آه و

، minipreparation  Qiagenمـ  دادُ ؿذًذ ٍ عَػظ می  

خشاج سلاػویذ ؿذًذ  ّضن آًضیواو سلاػاویذّا تاا    آنواى( اػی

تااشا  عأییااذ  آهشینااا(، BstZ17I  Thermoscientificآًاضین  

اَنو تاِ   ػاص  ّوؼاًِ اًجام ؿذ ٍ سلاػویذ هبث  تشا  عؼییي ع

تَو  Macro Genؿشم    اسػال ؿذ  (مشُ  ٌ

 

 Tet responseطعاٍ شوی  سازی مجذد َمساوٍ

.element- H1promoter- shRNA-ampicilin 

resistance  در حامل لىتی يیريسای pLVPT-

tTR-KRAB. 
مِ حاه  ّذف اصلو دس ایي هغانؼِ حاه   تا عَ ِ تِ ایي

KRAB-tTR-pLVPT    ُتااَد، تٌاااتشایي ػاااصpLVTHM* 

 MscI  ٍFspIّاااا    عَػاااظ آًاااضین  shRNAحااااٍ  

 Thermoscientific ،)تَااص    5ّضن ؿذ ٍ قغؼِ  آهشینا میل

-KRAB-tTRدسٍى حاها  ّاذف اصالو     shRNAحاٍ  

pLVPT ّا    ّضن ؿذُ تا آًضینMscI  ٍFspI عَػظ آًضین )

ٍ  PCRعَػاظ ملاًَو    ػااص   ّوؼاًِنیگاص ملَى ؿذ  عأییذ 

 تِ سٍؽ رمش ؿذُ اًجام ؿذ  BstZ17Iّضن آًضیوو 
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 َای سلًلی کطت ردٌ
 تاًل ػلَنو سظٍّـاگاُ سٍیااى،    HEK293Tسدُ ػلَنو 

RSCB  دس هحیظ مـ )DMEM high Glucose   ٍ13حا 

( Fetal Bovine Serum: FBSدسصاذ ػاشم  ٌایي گااٍ       

 Gibco  ،)اَػاایذّا  غیااش  ااشٍس    1،آهشینااا دسصااذ آهیٌ

 NEAA  )Gibco )گلَعاهیي  -دسصذ ال 1، آهشیناGlu-L )

 Gibco ٍ )ػاایلیي تیَعیاال سٌااو  دسصااذ آًیااو  1، آهشینااا- 

( Penicillin/Streptomycin: pen/strepاػیشسیَهایؼااایي  

 Gibcoتَاعَس تا دها  ، آهشی گشاد ٍ  دس ِ ػاًیو 07نا( دس اًن

دسصذ د  امؼیذ مشتي ًگْاذاس  ؿاذًذ  ّوچٌایي     2غلظ  

دػ  آهذُ اص تاًال ػالَنو    ّا  تٌیاد   ٌیٌو هَؿو تِ ػلَل

( دس هحایظ مـا    Royan B20  RB20سظٍّـاگاُ سٍیااى،   

دسصاذ   82،آهشیناا(  DMEM F12  Gibcoدسصذ  82حاٍ  

Neurobasal  Gibcoدسصذ  8شینا( ،آهBSA  Bovin serum 

albumin  )Sigma ،)دسصااذ 1، آهشیناااNEAA ،1  دسصااذ 

L-Glu، 1  دسصااذpen/strep ،1  دسصااذN2 supplement 

 Gibco ،)دسصذ 5، آهشیناB27  Gibco )دسصاذ   1/3، آهشینا

 PDدسصذ سیضهَننَل  31/3، آهشینا(، SB  Sigmaسیضهَننَل 

 Sigma ٍ )1/3، آهشیناااا LIF  Leukemia Inhibitory 

Factor ) Chemiconمـ  دادُ ؿذ ، آهشینا ) 

 

 HEK293Tَای  تراوسفكطه سلًل
ػاػ  قث  اص عشاًؼدنـاي تاا    HEK293T 58ّا   ػلَل

دسصذ  1/3ّا  سَؿیذُ ؿذُ تا طلاعیي  دسصذ دس سلی  73عشامن 

ّا  ٍیشٍػاو   ّا تا حاه  مـ  دادُ ؿذًذ  عشاًؼدنـي ػلَل

pMD2G ،psPAX2 ف ًَعشمیة ٍ حاه  ّذKRAB-tTR-

pLVPT ِصااَس  ّوضهاااى عَػااظ نی َینیاااهیي     تااLTX 

 Lipofectamine LTX)  Thermo Fisher Scientific ،

ػااػ  ساغ اص    6ّاا   آهشینا( اًجام ؿذ  هحیظ مـ  ػالَل 

   ِ هٌظاَس عؼیایي دسصاذ     عشاًؼدنـي عؼَیض ؿاذ  ّوچٌایي تا

ماِ   pWPXLDعشاًؼدنـي دس گشٍُ مٌیشل اص حاها  ّاذف   

ّا   تَد اػیدادُ ؿذ ٍ دسصذ ػلَل GFPگضاسؿگش  حاٍ  طى

 عشاًؼدن  ؿذُ عَػظ یلَػاییَهیش  عؼییي ؿذ 

 

تغلاايذ ررا  يیريساای ي تاياايه تيتراساايًن  

 يیريس
ػاػ  سغ اص عشاًؼدنـي هحیظ سٍیاو   63ػاػ  ٍ  88

ِ  ػلَل هاذ    ّا مِ حاٍ  رسا  ٍیشٍػو تَد  ذاػاص  ٍ تا

اٍنیشاػاًیشیدَط ؿذ   دٍس دس دقیقِ 58333دقیقِ تا ػشػ   123

 RB20ّا   سػَب ٍیشٍػو دس هحیظ مـ  اخیصاصو ػلَل

گاشاد ًگْاذاس  ؿاذ      دس اِ ػااًیو   73ح  ؿذ ٍ دس دهاا   

ّا   ّا  عَنیذ ٍ عغلیؼ ؿذُ، ػلَل هٌظَس عؼییي عییش ٍیشٍع تِ

HEK293T  ؿذ ٍ دسصذ  تا سق ُ ّا  هخیلت اص ٍیشٍع آنَد

ػاظ یلَػااییَهیش    عَ GFPمٌٌاذُ ساشٍعییي    ّاا  تیااى   ػلَل

ایا  عشاًؼذامـاي ػالَنو تاا  اشیة       اًذاصُ گیش  ؿذ  دس ًْ

 اًجام ؿذ  MOI )13آنَدگو  

 

 بيًتيک َا ي تيمار آوتی تراوسذاکطه سلًل
تاا هحایظ حااٍ  رسا      RB20ّاا    هحیظ مـ  ػلَل

   ِ هٌظاَس عؼیایي دسصاذ     ٍیشٍػو عغلیؼ ؿذُ عؼاَیض ؿاذ  تا

ّا  عغلیؼ ؿذُ  عَػظ ٍیشٍع RB20ّا   عشاًؼذامـي، ػلَل

ػاػ  تؼذ دسصذ  58آنَدُ ؿذًذ ٍ  pWPXLDحاٍ  حاه  

 88هبث  عَػظ یلَػااییَهیش  عؼیایي ؿاذ      GFPّا   ػلَل

 6ّاا تاا غلظا      ػاػ  ساغ اص عشاًؼذامـاي، عیوااس ػالَل    

 Blasticidinتیَعیاال   نییااش اص آًیااو   هینشٍگااشم تااش هیلااو  

 Invitrogen آهشینا( آغاص ؿذ ، 

 

َای تراوسذاکت ضذٌ ي  ًلاستخراج شوًم از سل

 بٍ داخل شوًم shRNAبررسی يريد 
ظٌَس  دػ  آهذُ سغ اص ساػاطّا  هنشس تِ اص سدُ ػلَنو تِ ه

عَػظ  DNAتِ داخ  طًَم، اػیخشاج  shRNAتشسػو ٍسٍد 

اًجااام ؿااذ  ػاا غ تااا اػاایدادُ اص   (آنواااى  Qiagenمیاا  
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اَنو حاها  دس     shRNAآغاصگشّا  هشتَط تِ  اٍسد ؿاذى عا

 تشسػو ؿذ  PCRل عَػظ دسٍى طًَم ػلَ

 

ي بررساای  cDNA، سااىتس RNAاسااتخراج 

 Fndc5تغييرا  بيان شن 
هذ   ّا تِ ، ػلَلFndc5هٌظَس تشسػو عغییشا  تیاى طى  تِ

 ػاااػ  عحاا  عیواااس تااا انقامٌٌااذُ دامؼااو ػاااینلیي     88

 Doxycycline)   قشاس گشییٌذ  ساغ اص آىRNA    عاام ػالَنو

آنواى( اػیخشاج ؿذ ، RNeasy mini kit  Qiagenعَػظ می  

ُ ًاًَدساج  RNAٍ غلظ   ، Thermoscientific عَػظ دػیگا

 یل هینشٍگشم(  RNAاسصیاتو ؿذ  هقادیش هؼاٍ  اص  آهشینا(

ػاس  اص  آهشینا(، DNaseI  Thermoscientificعَػظ آًضین 

DNA  ؿذ ٍ ػٌیضcDNA     عَػاظ میاcDNA synthesis 

 Thermoscientific ،)سانؼو  اًجام ؿذ هغاتق دػیَ آهشینا 

 اص میاا   Fndc5هٌظااَس تشسػااو هیااضاى هْاااس طى    تااِ

 

Mastermix SYBR Green  TaKaRa  ُطاسااي( ٍ دػاایگا ،

time PCR-Real  Applied Biosystem اػایدادُ  ، آهشیناا )

ِ تا طى هش غ گلیؼشآنذّیذ   0ؿذ  هیضاى تیاى طى ّذف دس هقایؼ

تشسػو  Gapdh )[1 NM_001289726]یؼدا  دّیذسٍطًاص  

هحاػثِ  Ct 5∆∆-ػ غ عغییشا  تیاى طى تا اػیدادُ اص یشهَل  ؿذ 

 ؿذ 

 

 طراحی آغازگرَا
( Reverse( ٍ تشگـایو   Forwardآغاصگشّا   لَیو  

ٍ  shRNAّا  ًَعشمیة، یناو سٍ    هٌظَس تشسػو ملًَو تِ

عشاحاو   Oligo 6ایاضاس   دیگش  سٍ  تذًِ حاه  عَػاظ ًاشم  

اَنو آغاصگشّاا  هشتاَط تاِ      -Real اٍماٌؾ ؿذ  ّوچٌیي عا

time PCR  Fndc5 ،Gapdh ایااضاس  ( عَػااظ ًااشمAllelID 

اَنو آغاصگشّا ٍ عَل هحصَلا  دس  اذٍل    5عشاحو ؿذ  ع

 آهذُ اػ  

 PCRعَانو آغاصگشّا ٍ عَل هحصَلا   2جذيل 

 

 (Reverse  آغاصگش تشگـیو (Forwardآغاصگش  لَیو   ًام آغاصگش
 عَل هحصَل
   د  تاص(

shRNA1 5'-TCGCTATGTGTTCTGGGAAA-3' 5'-TGCCGCCAGTATTCTCTTG-3' 103 

shRNA2 5'-TCGCTATGTGTTCTGGGAAA-3' 5'-CCAATAACAACAAGGATCTCTTGAA-3' 108 

Scramble 5'-TCGCTATGTGTTCTGGGAAA-3' 5'-CTAGTCATATTGATGGTCGG-3' 137 

Gapdh 5'-GCCGCCTGGAGAAACC-3' 5'-TGAAGTCGCAGGAGACAACC-3' 151 

Fndc5 5'-TCATTGTTGTGGTCCTCTTC-3' 5'-TGAAGTCGCAGGAGACAACC-3' 81 

 

 وتایج

ٌ حامل   pLVTHMوتایج مربًط بٍ کاَص اوذاز
ِ ایي ِ ت ِ اخیلاف اًذاصُ حاه   تا عَ   pLVTHM  11683م

ٍ قغؼا  ػٌیض    د  تاص( صیاد  83 حذٍد  shRNA د  تاص( 

اَس ًوَدُ تَد   ِ حاه  سا تؼیاس دؿ ِ ت اٍسد ؿذى قغؼ تَد، ایي اهش 

َسد ًیاص، ّا  ه تٌاتشایي تا تشسػو ًقـِ حاه  ٍ تا حدؼ قؼو 

 تشا  ّضن حاه  اًیخاب ؿذ  قغؼا  حاص  اص  AgeIآًضین 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

دسصذ اننیشٍیَسص ؿذ ٍ قغؼاِ   1تشؽ حاه  سٍ  طل آگاسص 

تَاص داؿ  عَػظ می   6حاه  هَسد ًظش مِ اًذاصُ حذٍد  میل

Qiagen  هجذداً عَػظ آًضین نیگاص  (آنواى ٍ اص طل اػیخشاج ؿذ 

T4   ذیاذ   (  ًقـاِ حاها   1حلقَ  ؿذ  ؿن pLVTHM 

 pLVTHM*  آهذُ اػ   5( دس ؿن 

دهایو رمش ؿذُ دس تشًاهِ  shRNAّا   ػاص  سؿیِ دٍسگِ

ّاا    هٌظَس حصَل اعویٌاى اص دٍسگِ ؿذى سؿیِ اًجام ؿذ  تِ
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عٌْاایو ٍ ًیاض     ّا تِ ّش مذام اص سؿیِ shRNAتالایو ٍ ساییٌو 

دسصذ آگاسص اننیشٍیَسص ؿذ   5ػاص ، سٍ  طل  هحصَل دٍسگِ

shRNA ِت ُ ِ ؿذ ا  تَدى سٍ  طل تالاعش  ػل  دٍ سؿیِ  دٍسگ

 ( 0گیشد  ؿن  ا  قشاس هو عل سؿیِ shRNAاص 
 

 
 

ّضن ؿذُ تا آًاضین   PLVTHMّضن ًـذُ،  ب( حاه   pLVTHMت(حاه  ؛  انAgeIعَػظ آًضین  pLVTHMاننیشٍیَسص هحصَل ّضن آًضیوو حاه   1ضكل 
AgeI ػٌَاى حاه   ذیذ اػیدادُ ؿذ   تاص  اص طل عخلیص ٍ تِ 2901، تاًذL ًـاًگش :DNA  ُمیلَتاص 1تا اًذاص 

 

  
 

 *pLVTHMملیاَ تااص دس   6میلَتاص تاِ   11 اص pLVTHM؛اًذاصُ حاه   Vector NTIایضاس  عشػین ؿذُ تا ًشم *pLVTHM  ٍpLVTHMّا   ًقـِ حاه  2ضكل 
 ملَى ؿذ  MluI  ٍClaIدس تیي دٍ  ایگاُ تشؿو  shRNAماّؾ یای   

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

8-
03

 ]
 

                             8 / 15

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-8918-en.html


 یموش‏Fndc5ژن‏‏هیعل‏یاختصاص‏shRNAناقل‏‏بینوترک‏یروسیساخت‏حامل‏و

‏

 

06 Pathobiology Research, Vol. 19 (2016-2017), N0. 2 67 

 
 

ِ ٍ دٍسگِ ؿذُ سٍ  طل آگاسص  shRNAاننیشٍیَسص قغؼا   3ضكل  ( 0، ػیَى shRNA( سؿیِ ساییٌو 5،ػیَى shRNA( سؿیِ تالایو 1دسصذ؛ ػیَى 5ػٌیض  عل سؿی
  د  تاص 133اًذاصُ  DNA: ًـاًگش Lسغ اص دٍسگِ ؿذى؛  shRNA سؿیِ تالایو ٍ ساییٌو

 

ن باکتری َا با حامل وًترکيب  وتایج تراوسفًرماسيً

pLVTHM  يKRAB-tTR-pLVPT 
  ِ ٍ ّضان   shRNAػااص  قغؼاا     سغ اص اًجاام دٍسگا

اٍماٌؾ اعصاال هیااى قغؼااا     *pLVTHMآًضیواو حاها      ،

shRNA ِؿذُ ٍ حاها  ّضان ؿاذُ اًجاام گشیا       دٍسگ  ٍ

اٍمااٌؾ اعصااال   DH5αّااا   تااامیش  هؼاایؼذ تااا هحصااَل 

سٍ  چٌذ دُ هاَسد اص   PCRعشاًؼدَسم ؿذًذ  تا اًجام ملًَو 

ّاا  سؿاذ یاییاِ هجاضا سٍ  هحایظ مـا  حااٍ          ملاًَو 

ّا  حاٍ  حاه  ًَعشمیة اًیخاب ؿذًذ   ػیلیي، ملًَو آه و

اَب هبث  دس ملًَو  ( عَػاظ  PCRعأییذ ملًَو ًَعشمیة   

اَنو  ؿن  8 ؿن   BstZ17Iین ّضن تا آًض ( ّوچٌیي عؼییي ع

 ( اًجام ؿذ  2

ٍ  FspIّاا    عَػظ آًاضین  *pLVTHMحاه  ًَعشمیة 

MscI  دسصذ اننیشٍیَسص ؿذ ٍ  1ّضن ؿذ ٍ سٍ  طل آگاسص

ملَى ؿذُ دس ساییي  shRNA د  تاص   حاٍ   5892قغؼِ 

انات(  تاا    6( اص طل اػیخشاج ؿاذ  ؿان    H1دػ  سشٍهَعش 

اَنو  *pLVTHMمِ حاه   ایيعَ ِ تِ  هٌظَس  تِ TetRیاقذ ع

ِ حاٍ   H1انقایو ًوَدى سشٍهَعش  -shRNAتَد، تٌاتشایي قغؼ

H1   اص حاهpLVTHM*   ٍ  عَػظ ّضن آًضیوو  ذاػااص

اَنو     KRAB-tTR-pLVPTدسٍى حاه   اٍ اذ عا  TetRماِ 

ای  ملًَو ّا  حاٍ  حاها  ًَعشمیاة    تَد، ملَى ؿذ  دس ًْ

KRAB-tTR-pLVPT َػااظ ملااًَو   عPCR  ٍ ؿٌاػاااایو

 ب(  6عأییذ ؿذًذ  ؿن   BstZ17Iعَػظ تشؽ تا آًضین 

 

 
 

عَشمیة  4ضكل  تاا   *pLVTHMاننیشٍیَسص هحصَل ّضن آًضیوو حاه  ً

عَشمیة ّضن ؿذُ خغو؛ ػیَى 1؛ ػیَى BstZ17Iآًضین  ( حاه  5( حاه  ً
عَشمیة ّضن ًـذُ؛  ًL ًـاًگش )DNA  ُمیلَتاص 1اًذاص 
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عَشمیة  تخـو اص گشاف حاص  اص عَانو 5ضكل   shRNA1  ٍshRNA2حاه  قغؼا   *pLVTHMیاتو حاه  ً

 

 
 

عَشمیة حاه   *pLVTHMانت( ّضن آًضیوو حاه  6ضكل  ًshRNA  ِ  ؛pLVPT-tTR-KRABدس حاه  هجذد  ػاص  ّوؼاًِهٌظَس   د  تاص  تِ 5892ٍ  ذاػاص  قغؼ

عَشمیة  عَشمیة ّضن ؿاذُ، ػایَى  1ػیَى ػاص  هٌظَس عأییذ ّوؼاًِ تِ BstZ17Iعَػظ آًضین  pLVPT-tTR-KRABب( ّضن آًضیوو حاه  ً ( حاها   5( حاه  ً
عَشمیة ّضن ًـذُ؛  ًL ًـاًگش )DNA  ُمیلَ تاص 1تا اًذاص 

 

 RB20َای  تراوسذاکطه سلًل
ّاا    ّاا  ًَعشمیاة، ػالَل    هٌظَس دػییاتو تِ ٍیشٍع تِ

HEK293T  عَػااظ حاهاا  ّااذف ًَعشمیااة pLVPT-tTR-

KRAB  ّاا  ػااخیاس  ٍ    مٌٌذُ سشٍعییي  ّا  مذ ٍ ًیض حاه

عَس ّوضهاى عشاًؼادن  ؿاذًذ  دسصاذ     تٌذ  ٍیشٍع تِ تؼیِ

دس گاشٍُ مٌیاشل عَػاظ     HEK293Tّاا    عشاًؼدنـي ػلَل

هَیش   ّا   دسصذ گضاسؽ ؿذ  عشاًؼذامـي ػلَل 8/99یلَػایی

RB20 عشمیة حاٍ   عَػظ ٍیشٍع  ، shCtrl ،1-shRNAّا  ًَ

 
 
 

2-shRNA  عو اص اًجام ؿذ  ّوچٌیي  shRNA-1، 2ٍ ًیض هخلَ

ل  2/86عَػظ یلَػاییَهیش   RB20اّ   دسصذ عشاًؼذامـي ػلَ

ؼذامـي، عیواس  88(  7دسصذ تشآٍسد ؿذ  ؿن  ػاػ  سغ اص عشاً

ُ تا آًیو ػلَل ؼذام  ؿذ عیل  ّا  عشاً ٍ  Blasticidinتیَ آغاص ؿذ 

ُ مٌی 5هذ   تِ ِ یای   دس گشٍ ِ اداه لّدی اّ  عشاًؼذام   شل  ػلَ

ُ تا ٍیشٍع حاٍ  حاه   ػاػ  سغ اص آغاص  pWPXLD )88ؿذ

ل عیواس تا آًیو ِ ػلَ عیل ّو ِ عیواس  5اّ اص تیي سییٌذ  سغ اص  تیَ ّدی

نو تا غلظ   سدُ تیَعیل  نییش اص آًیو هینشٍگشم تش هیلو 6ّا  ػلَ
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Blasticidin8ّا  ػلَنو ًوَدًذ  ؿن  ملًَوهاًاذُ ؿاشٍع تاِ عـانی       ّا  تااقو  ، عل ػلَل ) 

 

  
 

س  ٍ یلَسػٌ  اص ػلَل 7ضكل  گشاف  ب( هینشٍهیش 23اًذاصُ تاس:  GFPًاق  طى  pWXLDعشاًؼدن  ؿذُ تا حاه   HEK293Tّا   انت( ػنغ هینشٍػنَج ًَ
ط تِ عشاًؼذامـي ػلَل عَشمیة عشاً ّا عَػظ ٍیشٍع دسصذ ػلَل 2/86؛ RB20ّا   یلَػاییَهیش  هشتَ  اًذ  ؼذام  ؿذُّا  ً

 

 
 

س  اص  8ضكل  ساغ اص دٍ  سدُ ػلَنو عَنیذ ؿاذُ ماِ   ػنغ هینشٍػنَج ًَ
عَیل  ّدیِ عیواس تا آًیو  23اًذ  اًذاصُ تااس:  عـنی  ملًَو ًوَدُ Blasticidinتی

 هینشٍهیش

 

تأیيذ يريد حامل لىتی يیاريس وًترکياب باٍ    

 داخل شوًم سلًل
تیَعیال   یاو ّدیاِ عیوااس تاا آً    5ّا  ػلَنو ساغ اص   سدُ

Blasticidin ِهٌظَس تشسػو ٍسٍد سلاػویذ  ٍ ساػاطّا  هنشس ت

ؿاذًذ  ػا غ سٍ     DNAًَعشمیة تِ داخ  طًَم اػیخشاج 

طًَم اػایخشاج ؿاذُ، تاا آغاصگشّاا  اخیصاصاو تاشا  طى       

shRNA  اٍمٌؾPCR       اًجاام ؿاذ  اننیشٍیاَسص هحصاَلا

PCR     2سٍ  طل آگاسص دس سدُ ػلَنو عشاًؼاذام  ؿاذُ تاا ،

shRNA1  ٍّش د ِ اى داد م دس ػاخیاس طًَم ػلَل  shRNAًـ

 ( 9اٍسد ؿذُ اػ   ؿن  

 

 
 

م اػیخشاج ؿاذُ اص سدُ   PCRاننیشٍیَسص هحصَلا   9ضكل  هو سٍ  طًَ طًَ
م  PCR( 0ٍ  1؛ ػیَى shRNAػلَنو تا آغاصگشّا  اخیصاصو   RB20سٍ  طًَ

م سدُ ػلَنو طًَ PCR( هحصَل 8ٍ  5؛ ػیَىshRNA1، 2تا آغاصگش اخیصاصو 
  د  تاص 133تا اًذاصُ  DNA( ًـاًگش L؛ shRNA1، 2تا آغاصگش اخیصاصو 

 

 Fndc5بررسی سعًح بيان ريوًضت 
دس ایي هغانؼِ دس ساییي دػا    shRNAمِ  تا عَ ِ تِ ایي

( ملَى ؿاذ، تٌااتشایي   H1  on-Tetracyclineسشٍهَعش انقایو 

ػاینلیي  مؼودس دسٍى ػلَل اص دا shRNAهٌظَس انقا  تیاى  تِ

 Dox    ِایاي هٌظاَس    (  آًانَه عیشاػاینلیي( اػایدادُ ؿاذ  تا
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نییاش اص   هینشٍگاشم تاش هیلاو    2/1ّا  ػالَنو تاا غلظا      سدُ

ػاػ  عیواس ؿذًذ  تشسػاو هیاضاى    88هذ   ػاینلیي تِ دامؼو

ّا  ػلَنو دس حضَس ٍ ػذم حضَس  دس سدُ Fndc5تیاى طى 

اى داد مِ هیضاى تیااى   دامؼو دس  Fndc5سًٍَؿا   ػاینلیي ًـ

انقاااا ؿاااذُ تاااا  shRNA1، 2سدُ عشاًؼاااذام  ؿاااذُ تاااا 

داس ًؼث  تِ تیاى ایاي طى دس   ػاینلیي، ماّؾ تیاى هؼٌو دامؼو

ااى    ّویي سدُ ػلَنو دس ػذم حضاَس دامؼاو   ػااینلیي سا ًـ

 ( 13دّذ  ؿن  هو

 

 
 

tعَػظ  Fndc5هیضاى ًؼثو تیاى طى  11ضكل  ime PCR-Real ّاا    دس ػلَلRB20 اًؼاذام  ًـاذُ    عشUntransduced     ػالَل عشاًؼاذام  ؿاذُ تاا ،)shCtrl 
 Scrambleّا   (، ػلَلRB20  عشاًؼذام  ؿذُ تاshRNA1ّا   ، ػلَلRB20  عشاًؼذام  ؿذُ تاshRNA2 ّا   ٍ ػلَلRB20  2عشاًؼذام  ؿذُ تا ،shRNA1 
 صَس  ّوضهاى تِ

 

 بحث
ِ  RNAiّا  اخیاش   دس ػال اَى یال سٍؽ قاَ  ٍ     تا ػٌا

[  مااّؾ  1اػ  ] یصاصو تشا  ماّؾ تیاى طى اػیدادُ ؿذُاخ

ّاا دس   ّا ینو اص اتضاسّا  اسصؿوٌذ دس عؼییي ًقؾ طى تیاى طى

ِ یشآیٌذّا  عوایض ػلَل ّا   یشآیٌذّا  هخیلت ػلَنو اص  ول

اَى   تِ RNAi[  6تٌیاد  اػ  ] عَس عثیؼو دس ػلَل عح  ػٌا

microRNA  س  صااَ ؿااَد ٍ دس آصهایـااگاُ تااِ ػااخیِ هااو

siRNA  یاshRNA هو ِ ّا  ّذف سا دس  ؿَد ٍ تیاى طى ػاخی

عاَس   تِ siRNA[  1مٌذ ] هشحلِ تؼذ اص سًٍَیؼو غیشیؼال هو

ِ  دّذ دس حانو هَق  تیاى طى ّذف سا ماّؾ هو دس  shRNAم

اٍسد ٍ  II  ٍIIIسلیواشاص   RNAساییي دػ  سشٍهَعش هشتَط تِ 

َس  سایاذاس ٍ  صا  ؿَد ٍ تیاى طى ّذف سا تِ تشداس  هو ًؼخِ

اَى تاا    تش ایي؛ هاو  دّذ  ػلاٍُ  ماّؾ هو siRNAهؤثشعش اص   عا
 
 
 

 
 
 
 
 

ّا سا عح  مٌیشل  اػیدادُ اص سشٍهَعشّا  انقایو ماّؾ تیاى طى

 [  19-17دسآٍسد ]

عاشیي   اػیدادُ اص ػیؼین تیاًو نٌیو ٍیشٍع ینو اص هٌاػاة 

ّا  هقاٍم  ّا  خاس و دس اغلة ػلَل اتضاسّا تشا  اًیقال طى

ااى    اًؼدنـي هاًٌذ ػلَلتِ عش ّا  تٌیاد  اػ   هغانؼاا  ًـ

ّاا    ّا  خاس و اًیقال یاییِ تِ ػالَل  دادُ اػ  مِ تیاى طى

ؿاَد ٍ   ّا  نٌیو ٍیشٍػو خااهَؽ ًواو   تٌیاد  عَػظ حاه 

اًَذ دس عَل یشآیٌذ عوایض ایي ػلَل هو ّا سایذاس تاقو تواًاذ؛   ع

گاو سا  ّا  سعشٍٍیشٍػو ایاي ٍیظ  دس صَسعو مِ ػایش حاه 

ّا  ّا  تیاًو اًیقال یاییِ عَػظ نٌیو ٍیشٍع [  ػاص53ًُذاسًذ ]

ػلَل ّذف سا داساػ ، تٌاتشایي اهناى  DNAقاتلی  ادغام دس 

س [  د51مٌذ ] تیاى سایا ٍ عَلاًو هذ  طى هَسد ًظش سا یشاّن هو

 هٌظَس ایضایؾ ایوٌو صیؼیو، عؼااذاد صیااد  اص   ّا تِ ایي حاه 
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ٍ  صا  ٍیشٍػاو حازف ؿاذُ    تیواس  ّا  غیش  شٍس  ٍ طى

ٍیشٍع دس ػیؼین ّواًٌذػاص  دچاس ًقص اػ   ّوچٌیي دس 

ّا  هَسد ًیاص تشا   ّا  ٍیشٍػو طى ًؼ  دٍم ٍ ػَم اص حاه 

عشعیاة دس ػاِ ٍ چْااس     تٌذ  ا ضا  ٍیشٍػو تِ عنبیش ٍ تؼیِ

ّا حاه  اًیقاال ٍ تقیاِ    ینو اص آىحاه  عَصیغ ؿذُ اػ  مِ 

ِ ّؼایٌذ ّا  ٍیشٍع تٌذ  نٌیو   تؼیِحاهلیي مونو تشا دنیا      تا

، اهناى ًَعشمیثو ٍ قشاس ّا ػذم ٍ َد ّوَنَط  تیي ایي حاه 

ٍیشٍػو دس هجاٍس ّن ماّؾ یاییِ ٍ ایوٌو  ّا  نٌیو گشییي طى

  [ 50، 55] اػ  ّا ایضایؾ سیذا مشدُ آى

دس  Fndc5ّذف اص اًجام ایاي هغانؼاِ مااّؾ تیااى طى     

عَس مِ گدیِ ؿاذ   ٌو هَؿو اػ   ّواىّا  تٌیاد   ٌی ػلَل

ّاا    عو یشآیٌذ عوایض قلثو ٍ ػصاثو ػالَل   Fndc5تیاى طى 

ماِ عواایض    یاتذ  تا عَ ِ تِ ایي تٌیاد   ٌیٌو هَؿو ایضایؾ هو

ّا  ػصثو ٍ قلثو  ّا  هخیلت ػلَل ّا  تٌیاد  تِ سدُ ػلَل

ّا دس  هٌظَس تشسػو ًقؾ طى تش اػ ، تٌاتشایي تِ یشآیٌذ  صهاى

ّاا دس   مذام اص ایي یشآیٌذّا ٍ ًیض انقاا  مااّؾ تیااى طى    ّش

ّا  ػلَنو  ّا  هیداٍ  اص یشآیٌذ عوایض ، تایؼیو اص سدُ صهاى

ّاایو ماِ    shRNAایي هٌظَس   سایذاس ٍ انقایو اػیدادُ ؿَد  تِ

سا  Fndc5( طى Coding Sequence: CDSًاحیاِ مذمٌٌاذُ    

 Sigma Aldrich داد اص سایگاُ اعلاػاعو ؿشم  ّذف قشاس هو

اَنو     (آنواى  ماِ امباش    siRNAتاصیاتو ٍ اسصیااتو ؿاذ  دٍ عا

تش ماسآیو آى اعداق ًظش داؿایٌذ   siRNAایضاسّا  عشاحو  ًشم

تاشا    Addgenاًیخاب ٍ تا عَ ِ تِ انگَ  سیـٌْاد  سایگاُ 

 عثذی  ؿذًذ  shRNAتِ  pLVTHMحاه  

 -pLVPT حاه  اًیقانو هَسد اػیدادُ دس ایي هغانؼِ حاه 

tTR-KRAB  ماس  ؿذُ تاَد ماِ دس آى طى گضاسؿاگش     دػ

GFP  تیَعیال   تا طى هقاٍه  تِ آًیاوBlasticidin   اایگضیي 

اَى   تِ KRAB-tTR-pLVPTهٌظَس اػیدادُ اص  ؿذُ تَد  تِ ػٌا

دس ساییي دػ  سشٍهَعش  shRNAتایؼ   حاه  اًیقانو، اتیذا هو

ؿذ ٍ ػا غ ًاحیاِ    ملَى هو pLVTHMدس حاه   H1انقایو 

shRNA-H1-TetO    عَػظ تشؽ آًضیواوMscI-FspI اص )

pLVTHM    ذاػاص  ٍ دسٍى حاها pLVPT-tTR-KRAB 

مِ اخیلاف اًاذاصُ   ؿذ  تا عَ ِ تِ ایي هو  ػاص ّوؼاًِ هجذداً

ػٌیض  صیاد تَد ٍ ایاي   shRNAٍ قغؼا   pLVTHMحاه  

اَس ًوَدُ تَد، تٌاتشایي تا تشسػو  اٍمٌؾ اعصال سا تؼیاس دؿ اهش 

ّا  غیاش   ( قؼو AgeIظ ّضن آًضیوو  ًقـِ حاه  ٍ عَػ

ِ  ذیذ تا حدؼ  ٍ قغؼ ّواًٌذػاص ،  ori شٍس  اص حاه  حزف 

ػیلیي ٍ قغؼِ هَسد ًیاص تشا   تیَعیل آه و طى هقاٍه  تِ آًیو

 KRAB-tTR-pLVPTدس حاه  اًیقانو  هجذد  ػاص ّوؼاًِ

اٍماٌؾ      اص طل عخلیص ٍ هجذداً حلقَ  ؿاذ  تاذیي عشعیاة 

 *pLVTHMؿاذُ دس حاها     دٍسگِ shRNAاعصال قغؼا  

میلَ تاص( تِ ساحیو صَس  سزیشی   ػ غ قغؼا   6 حذٍد 

DNA   ٍحاshRNA1 ،shRNA2  ٍshScramble ِعاَس   ت

 هجاذداً  KRAB-tTR-pLVPT ذاگاًِ دسٍى حاه  اًیقاانو  

 ؿذ    ػاص ّوؼاًِ

ّاا    ّا  تٌیاد   ٌیٌو هَؿو عَػظ نٌیو ٍیاشٍع  ػلَل

، 2اص ، هخلااَعو  Scramble ،shRNA1 ،shRNA2حاااٍ   

shRNA1  عشاًؼذام  ؿذًذ  ًیایج تشسػو هیضاى تیاىmRNA 

اى داد ماِ ّاش دٍ    دس ایي ػلَل Fndc5طى  ٍ  shRNAّا ًـ

 Fndc5عاَس هاؤثش تاػاث مااّؾ تیااى طى       ّا تِ هخلَط آى

ؿااًَذ  ساایؾ اص ایاي دس هغانؼااِ اػاا یگلوي ٍ ّوناااساى    هاو 

اَنو س ما ّا  مَسعینَئیذ  تِ هـاتِ دس ًَسٍى shRNAّا   ع

تشدُ ؿذ مِ تِ هیضاى هؤثشعش اص هغانؼِ اًجام ؿذُ تاػث ماّؾ 

اَنو 16اػ  ] ؿذُ Fndc5تیاى طى   shRNAّاا    [  ّشچٌذ عا

اَه  هخیلت  تِ ٍ هغانؼِ هـاتِ ّن تَد ٍنو ػ ماس تشدُ ؿذُ دس د

اص  ولِ ادغام عصادیو ًاق  نٌیو ٍیشٍػو دس دسٍى طًَم، ًَع 

اس سییِ ّوگاو اص  ولاِ   م ٍ عؼذاد ػلَل ّذف، هیضاى ًاق  تِ

اَهلو اػ  مِ تش هیضاى عشاًؼذامـي ػلَنو ٍ تِ دًثال آى تش  ػ

 [ 58دس ماّؾ تیاى طى هؤثش اػ  ] shRNAماسآیو 

ِ ماّؾ تیاى طى  ِ ت اَى دس  عَس هؤثش، هو تِ Fndc5تا عَ  ع

اّ  عوایض قلثو ٍ ػصثو دس سدُ  ػظ انقا  هؼیش ُ عَ هغانؼا  آیٌذ

شسػو ًقؾ ایي طى دس ّش یل اص ایي دػ  آهذُ تِ ت ػلَنو تِ

ِ ایي ِ ت سد اػیدادُ  یشآیٌذّا سشداخ   ّوچٌیي تاعَ  عش هَ ِ سشٍهَ م

د، تٌاتشایي هو ع انقایو تَ ِ اص ًَ اَى آثاس ماّؾ تیاى  دس ایي هغانؼ ع
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 ّا  هخیلت اص یشآیٌذّا  عوایض  اسصیاتو مشد   طى سا دس صهاى
 

 طذرداوی ي تطكر

 ِ ِ  دمیاش   نِسػاا  اص تخـاو  حا اش  هغانؼا  طًییال  سؿای

ییثاًو تا مِ هَننَنو اػ  گاُ هانو سظٍّـگاُ سٍیاى ٍ سـ  داًـ

 ٍ احیاشام  هشاعاة  ًَیؼاٌذگاى  اػا    ؿذُ اًجام هذسع عشتی 

ِ  ًؼث  سا خَد قذسداًو سظٍّـاگاُ سٍیااى    ّونااساى  تِ ملیا

 داسًذ  سظٍّؾ اػلام هو ا شا  ایي دس ّوناس  دنی  تِ
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