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ها و  ثرترين ويروسهاي نوتركيب براي انتقال ژن به سلولؤاز جمله م ،ها لنتي ويروس - چكيده

هاي انساني را در انتقال عملكرد لنتي ويروس در اين مطالعه،. رودمي شمارههاي پستانداران ببافت

ناقـل  (هاي ناقل انتقـال  نامهسه ناقل لنتي ويروسي ب .هاي طيور بررسي كرديمژن خارجي به سلول

هاي مولـد  زمان به سلول غشائي را همبندي و ناقل، ناقل بسته)GFPگر  حامل ژن گزارش ترانسفر

و  24ت شده را پـس از  هاي ترانسفكسوپرناتان سلول. منتقل كرديم) HEK-293T ةرد(ويروس 

 Amiconهـاي پروتئينـي   سـپس آن را بـه سـتون    كرده از فيلتر گذرانديم؛آوري  ساعت جمع 48

ها جدا ، از نمونهدالتوني منتقل كرده و بخش اعظم سوپرناتان را از سانتريفوژكيلو 100داراي فيلتر 

μ 500استوكي در حجم  ،بدين ترتيب. كرديم l  هـا را  از سوپرناتان غليظ شده و مملو از ويريـون

هاي مختلفي از اين رقتجوجه،  LMH ةهاي كبدي ردبراي ترانسدوكشن سلول. دست آورديم هب

 48. اضـافه كـرديم   ،هاي در حـال رشـد  استوك ويروسي تغليظ شده را به محيط كشت اين سلول

 ،هـا گر را مشاهده كرديم كه ميزان بيـان آن  هاي گزارشترانسژن آلودگي سلولي و بيان ،ساعت بعد

هـاي بـا   دهـد كـه سـلول   نتايج مزبور نشان مي. افزايش يافت% 100به  ،ساعت پس از آلودگي 96

همچنين با توجـه بـه   . كردآلوده  ،هاي با منشاء انساني لنتي ويروس باتوان منشاء جوجه را نيز مي

تيتر بالايي از ويروس  ،ها، روش فيلتراسيونآميز ژنبراي انتقال موفقيت ،نياز به تيتر بالاي ويروس

از جملـه روش اولتراسـاتريفوژ    سـنتي هاي  قابل مقايسه با روش ،كند و از نظر كاراييرا توليد مي

 .ها ارجحيت داردبر آن ،بوده و از نظر هزينه، حجم كار و زمانبري

  

  .قال ژن، ترانسژن، انتLMHهاي ، سلوللنتي ويروس :كليدواژگان

  مدرسزيستي و فناوري  علوم

 1389، پاييز 1، شمارة 1دورة 
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  مقدمه -1

هاي مرتبط ترين تكنيكضروري ةدر زمر انتقال ژنامروزه 

ــوژيكي،   ــا بخــش مهمــي از مطالعــات تكــاملي و فيزيول ب

هـا تبـديل   آناز ها و درمان و پيشـگيري  تشخيص بيماري

گـون بـراي انتقـال ژن    ابزارهاي متعدد و گونـه . شده است

دسته ناقلين ويروسـي   دو بهتر بيشوجود آمده است كه  هب

  .]1[ شوندبندي ميويروسي تقسيمقلين غيرو نا

ها در انتقال ژن و الحاق توانايي طبيعي ويروس خاطرهب

عنـوان بخـش ضـروري از دوره حيـاتي     هب ،به ژنوم ميزبان

عنـوان ابـزاري بـراي انتقـال     هب ،هاتغيير يافته آن هايشكل

 ـ ،ميزبانهاي درون سلولههاي بيگانه بژن . رودمـي كـار  هب

سـي اسـت كـه    از جمله ايـن نـاقلين ويرو   هالنتي ويروس

در ساليان اخير  ،هاي برجستهگيدليل برخورداري از ويژ هب

  .مورد توجه قرار گرفته است

و همانند  هستندها از خانواده رتروويريده لنتي ويروس

 ادرنـد پـس از ورود بـه سـلول ميزبـان،     ق ،هارتروويروس

 ،هارتروويروس. كنندخود را به ژنوم سلول متصل هاي  ژن

 ايجاد كننـد تنها زماني قادرند اين تغيير را در سلول ميزبان 

تــا امكــان دسترســي  ،كــه ســلول در حــال تقســيم باشــد

هـا بـا   اما لنتي ويـروس . شودرتروويروس به هسته فراهم 

توانند بـدون نيـاز    مي ،پيچيده سازوكاربرخورداري از يك 

وارد هسته ميزبان شده و الحاق به ژنـوم   ،سلوليبه تقسيم 

هـا بـر   لنتـي ويـروس   ،بدين ترتيـب . ]2[ آن را پيش ببرند

سـازي هـر دو نـوع     ها قادر بـه آلـوده  خلاف رتروويروس

هـا  لنتي ويـروس . هستندناپذير  تقسيم پذير و سلول تقسيم

هـا  بـر آدنـوويروس   ،بـدن  از لحاظ تحريك سيستم ايمني

سـاير افـراد   ، +HIVغير از بيمـاران  اولاً  دارند زيرابرتري 

ها را در بـدن خـود   آنتي ژن مرتبط با اين ويروس ،جوامع

نسبت به  ترپيش هاآن ندارند و بنابراين سيستم ايمني بدن

 تـر بـيش كـه  ها تحريك نشده است در حـالي اين ويروس

ــه يكــي از تيــپ  ،جوامــع بشــري هــاي حــداقل نســبت ب

نيمـه عمـر   كه دوم آن .]3[ ستها آلوده شده اآدنوويروس

RNA كنند خيلي كوتـاه  ها توليد ميهايي كه لنتي ويروس

كننـد كـه سيسـتم ايمنـي     و فرصت آن را پيـدا نمـي   است

  . كنندميزبان را تحريك 

اي ه ـويـروس برابـر   دوهـا  لنتـي ويـروس  كه سوم آن

Adeno-associated (AAV)  ظرفيـــت پـــذيرش ژن

ها در الحاق نتي ويروسمزيت ديگر ل. ]4[ دارندخارجي 

در  اسـت هاي فعال ژنوم ميزبان هاي خارجي به بخشژن

گرايش به بخش غيرفعـال   تربيشها حاليكه رتروويروس

بـدين سـبب امكـان فعـال     . ]6، 5[يا هتروكروماتين دارند

هـاي   ژن(ا ه ـنژهاي خطرآفرين مثل پروتوانكـو كردن ژن

 ـيروسميزبان توسط لنتي و در بدن) بالقوه سرطانزا  هها ب

 سـرانجام آنكـه بيـان    .هاستوسرتروويركمتر از مراتب 

 وسـيله  بـه  كـه ايـن صورت پايـدار و بـدون    هها بترانسژن

ايـن   كه است به اثبات رسيده ،ميزبان خاموش شده باشد

هـا در برابـر خاموشـي    از مقاومت بالاي لنتي ويروس امر

هــا نســبت بــه رتروويــروس (Gene Silencing)ژنــي 

ــت  ــيحكاي ــدم ــ .]7[ كن ــاطرهب ــن برخــورداري از  خ اي

انتقـال ژن بـه   هـا در  لنتـي ويـروس  برجسته،  هاي ويژگي

هاي مختلف انسان و پسـتانداران و بخصـوص بـه     سلول

هـاي   هايي مثل سيستم عصبي يا بافت كبد كه سلول بافت

 .اهميت روز افزون پيدا كـرده اسـت   ،تقسيم ناپذير دارند

راحـل جنينـي يـا در بـدو     به اين علت كه پرنـدگان در م 

لـوژيكي، تهيـه   كاربرد فراوانـي در مطالعـات فيزيو   ،تولد

براي كاربردهـاي   ،هاي ترانسژنيكواكسن و توليد جوجه

گيـري از  ه، بهـر انـد پيدا كـرده  ،بيوتكنولوژيكي و پزشكي

  .باشدثر تواند در اين مسير مؤها ميلنتي ويروس

سازي لوده، در افزايش قدرت آبالا بودن تيتر ويروسي

بـراي نيـل بـه ايـن هـدف،      . ويروس اهميت زيادي دارد
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بـراي  . كننـد ذرات ويريوني را پس از توليـد تغلـيظ مـي   

طـور سـنتي از اولتراسـانتريفوژ     هب ،هاتغليظ لنتي ويروس

ــتفاده  ــد گرچــه  مــياس ــهكنن هــاي از روش تــازگيب

خصــوص در مقيــاس بــالا نيــز بهــره هبــ ،اتوگرافيكرومــ

، مـا بـرآن شـديم تـا روشـي      طالعه حاضردر م. اند گرفته

 ـ. در پيش بگيـريم تر را تر و سريعتر و كم هزينهساده - هب

از  بسـياري ها نسـبت بـه   علت اندازه بزرگ لنتي ويروس

هـاي تخلـيص پـروتئين اسـتفاده     ها، ما از سـتون پروتئين

هـا  از لنتي ويـروس م تيتر بالايي توانستينتيجه  در .كرديم

 بخش كـوچكي از  با افزودن كهوريطهب ؛را بدست آوريم

هـاي ميزبـان را   توانسـتيم سـلول   ،هاي هدفآن به سلول

  .با ويروس آلوده كنيم% 100ان ميز هب

 

  هامواد و روش -2

  بيولوژي مولكولي -2-1

ــي   ــي ويروســـ ــاقلين لنتـــ ــ ،نـــ ــام هبـــ ــاي نـــ   هـــ

pLV-eGFP (pNL-EGFP/CMV-WPRE) ) ناقل انتقال

ــفر  ــا ترانس ــ( pCD/NL-BH*ΔΔΔ، )ي ــتهناق ــدي  ل بس بن

 .Dr. Jاز آزمايشـگاه  ) ناقـل غشـائي  ( LTR-G و )ويروس

Reiser بـا   ،هاي پلاسميديسازي نمونهخالص. ]8[ تهيه شد

ــت  ــاژن انجــام شــد Maxiprepاســتفاده از كي ــت . از كي كي

هــاي آنــزيم. شــدتهيــه Roche اســتخراج از ژل نيــز از 

 ـ   محدود ري داكننده از فرمنتاس و آنزيم ليگاز از پرومگـا خري

هـاي  ، بـرش DNAسازي تمام مراحل مربوط به خالص. شد

مطابق دستور سازنده مـواد و يـا    ،آنزيمي و واكنش ليگاسيون

  .]9[ شدهاي استاندارد انجام برطبق روش

  

  كشت سلول -2-2

در محـيط   ،HEK-293T ةهاي مولد ويروسي از ردسلول

DMEM  سرم % 10همراهFBS   درجـه و   37در شـرايط

5 %CO2، براي ترانسفكشـن و  . شت و پاساژ داده شدندك

 10هـاي  ميليون سـلول در پتـري ديـش    2 ،توليد ويروس

سـاعت قبـل از    24 ،سلولكشت د و مخصوص اگر سانتي

  حــدوداً ددر روز بعــ تــاترانسفكشــن كشــت داده شــدند 

هـاي  سـلول . كننـد ر فضاي پتري ديش را پ درصد 60-50

LMH (ATCC, CRL-2117) در  تورسسه پاس ـؤرا از م

 37در شـرايط   FBSسرم % 10تهيه كرديم و همراه  تهران

سازي براي آلوده. كشت و پاساژ داديم ،CO2% 5درجه و 

 24هـاي  در پليـت  LMHهزار سلول  50تعداد  ،روسيوي

   .كشت داده شدند ،سازيساعت قبل از آلوده 24 ،خانه

  

   توليد ويروس -2-3

هاي مولد  فعال، سلولهاي نوتركيب و براي توليد لنتي ويروس

از  μg15 ميزانهب ،زمان با سه ناقل لنتي ويروسيويروس را هم

 ،بندي و غشائياز هريك از ناقلين بسته μg 10 ناقل ترانسفر، و

. فسفات كلسـيم ترانسـفكت كـرديم    - DNAبا روش رسوب 

 50همـراه  مذكور را هاي DNA براي تشكيل رسوب مذكور، 

μl 2.5يد كلسيم راز كل mM،  500با آب استريل به حجم μl 

محلـول  . اضـافه كـرديم   2xHEPESرسانديم و هم حجم آن 

دقيقه در دماي اطاق و زير هود نگـه داشـتيم تـا     20را  حاصل

 ـ. دست آيدهرسوب مطلوب ب صـورت  هسپس اين رسوب را ب

هـا  پس از آن سلول. مها اضافه كرديرامي به سلوله آاي ب طرهق

ها بـا محـيط   شدند و بعد محيط آن ساعت انكوبه 8- 6مدت هب

هـا تـا توليـد    سـلول  ،بعد از ايـن مراحـل   .شدجديد تعويض 

ي انكوبـاتور  شـرايط  در ،سـازي آن بـه محـيط    ويروس و رها

  .نگهداري شدندمذكور 

  

  هاي هدفسازي سلولتغليظ ويروس و آلوده - 4- 2

 48سـاعت و   24، در هاي ترانسفكت شدهمحيط سلول

ــر آوري ســاعت بعــد جمــع  μm 0.45شــده و از فيلت
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هـاي  محيط فيلتر شده را بـه درون سـتون  . گذرانده شد

Amicon-100 MW (Millipore) ـ  مـدت  هريخته و ب

ايـن  . سـانتريفوژ كـرديم   rpm 4500دقيقه در دور  10

مرحله منجر به عبور بخـش اعظـم سـوپرناتان از فيلتـر     

محلول كه طوريهب شدشدن آن از بقيه  و جدا بالاستون 

μ 500حجمي معادل با  ،اقيمانده در ستونب l ، از محلول

پشـت فيلتـر    ،از ذرات ويريوني بوده پرغليظ و تيره كه 

هـاي ميكروفيـوژ   اين محلول را به لولـه . آوري شدجمع

عنوان استوك ويروسي بلافاصـله  هباز آن منتقل كرده و 

 ،هـاي هـدف  براي آلوده سـاختن سـلول  . كرديماستفاده 

ها به سلولبه آرامي از اين استوك را  هاي مختلفحجم

اضافه كرده و در شرايط رشد ذكر شده در بـالا انكوبـه   

چنـين  هـم  .شود ديدهكرديم تا بيان ترانسژن فلورسنتي 

در محلـول عبـور    ،ويروس فعـال  نبودبراي اطمينان از 

سازي ويروسـي را روي  ، مراحل آلودهشده از فيلترداده 

هـا در مراحـل   اوير سـلول تص ـ .كـرديم ها نيـز اجـرا   آن

در زيـر ميكروسـكوپ   فكشن و آلودگي ويروسي ستران

  .آوري كرديمفلورسنت را جمع

  

  نتايج -3

 ها و توليد ويروسترانسفكشن سلول -3-1

زمايشـات  در آ pLV-GFPناقل ترانسـفر   كارگيريهبا ب

را زيـر ميكروسـكوپ    GFP بيان پروتئين ،ترانسفكشن

 .ديـديم  ترانسفكشـن  ساعت پس از 6حدود  فلورسنت

دهد كه ساعت بعد نشان مي 24بيان را تصاوير  1شكل 

   .هستند +GFP %100تا  هاي مولد ويروسسلول آن طي

 

 
 

 ،GFPتصوير ميكروسكوپ فلورسنت از بيان پروتئين  1 شكل

ترانسفكت شـده بـا پلاسـميد     HEK-293Tسلولهاي  وسيله به

pLV-.GFP  سفكشن سـلول ساعت پس از تران 24اين تصاوير

 .ها گرفته شده است

 
  ويروسآوري و تغليظ  جمع -3-2

 24هــاي ترانســفكت شــده را هــم ســوپرناتان ســلول

ســـاعت پـــس از ترانسفكشـــن  48هـــم  ســـاعت و

ــزوديم جمــع آزمايشــات . آوري كــرده و روي هــم اف

از  ،نشان داده اسـت كـه چنـين تركيبـي    اي ما مقايسه

قدرت آلودگي و انتقال ژن بالاتري نسبت به هر يـك  

 .برخـوردار اسـت   ،صـورت جداگانـه  هاز دو محلول ب

ــتون   ــتفاده از س ــا اس ــروس را ب ــوص  وي ــاي مخص ه

تغلــيظ  ،كيلودالتــون 100تــر از هــاي بــزرگپــروتئين

 ـ كرديم دقيقـه ايـن    15از  تـر سـهولت و در كـم   هكه ب

سـت كـارايي   براي ت .)2شكل ( رسيد مرحله به پايان

 ةهم از بخش غليظ شـد  ،در مرحله بعدي ،اين روش

ظـاهر عـاري از   درسوپرناتان و هم از بخـش زايـد و   

  .ويروس آن استفاده كرديم
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هاي مولد كه پر از ذرات ساعت بعد از ترانسفكشن، محيط كشت سلول 48و  24: هاي نوتركيبلنتي ويروس استحصالمراحل  2شكل 

با انجام يك مرحله فيلتراسيون، از وجود آلودگي باكتريايي اطمينان حاصل شده و سپس . شودري و سانتريفوژ ميآوويريوني است، جمع

گزارش . موسي گردانه: مأخذ.شود تا تغليظ شودهاي پروتئيني مشابه عبور داده مييا ستون Amicon-100هاي محيط فيلتر شده از ستون

  .تهران ، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري،1386يب در انتقال ژن و ژن درماني، هاي نوترككاربرد لنتي ويروس: كارگاه
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  هاي هدف با ويروسسلول كردن هدآلو -3-3

اسـتفاده   HEK-293Tهـاي  از سلول ،براي تست آلودگي

 ،(1/20) 25 ،(1/50) 10 (1/5)هاي سرياليكرديم و رقت

50 (1/5)، 75 (1/7)، 100 μl  هـاي  از ويـروس از هريك

اضـافه  خانـه   24هاي در پليتها نوتركيب را به اين سلول

در زيــر  GFP هــاي بيــان ترانســژناولــين نشــانه .كــرديم

پس از آلـودگي  ساعت  36ميكروسكوپ فلورسنت حدود 

 10 (1/50)هـاي ويروسـي  كه در رقتدر حالي. ظاهر شد

μlآلـودگي   ساعت پس از 96ها درصد سلول 60كثر ، حدا

در كليـه  ، GFPهاي مثبـت بـه   در صد سلولبودند، مثبت 

و % 90به بيش از به بالا  μl 25 (1/20)هاي ويروسيرقت

سـاعت   72در زمـان  % 100بـه   ،ويروس μl 100 (1/5)با

  ).3 شكل( رسيد

  

 
  

 GFPتصوير ميكروسكوپ فلورسنت از بيان پروتئين  3شكل 

-pLVهاي آلـوده بـه لنتـي ويـروس نوتركيـب      وسيله سلولبه

GFP با دو بزرگنمايي مختلف.  

 
ــتون  -3-4 ــارايي سـ ــداري  Amiconكـ در نگهـ

  هاويروس

در حفـظ   Amiconهـاي  براي اطمينان از كارايي ستون

ــال،   ــروس فع ــداد وي ــوپرناتان  ml 1حــداكثر تع از س

Overflow  2را بهx105  293سلولT 6هـاي  در پليت 

گونه  چهي ،ساعت 96پس از گذشت . انه اضافه كرديمخ

ــان ب ــك  GFPيــ ــر ميكروســ ــنت را زيــ   وپ فلورســ

  .مشاهده نكرديم

 

  گيري و نتيجه بحث -4

اي نسـبت  ها در انتقال ژن از مزاياي برجسـته لنتي ويروس

اين مزايا سبب شده تـا  . هاي ديگر برخوردارندبه ويروس

براي مطالعـات   ،برترعنوان ناقلين ژن هها باز لنتي ويروس

 ،تلـف هـاي مخ العه بيماريتكاملي و نيز مط -فيزيولوژيكي

هـاي مهـم   بافـت  ،و اعصـاب  هاي مغزخصوص بيماريهب

هـاي  چنين توليد مدلهم انواع تومورها و ،ليالياپيت، كبدي

مـا در ايـن   . شود وسيعبرداري بهره ،هاحيواني اين بيماري

 ،هاي نوتركيـب با استفاده از لنتي ويروسمطالعه توانستيم 

هـاي   را به سـلول  GFP انسژنتر ،انساني HIV-1با منشاء 

 ـ دهيم؛ثر انجام ؤطور م هب ،كبدي جوجه كـه بيـان   طـوري هب

ايـن نتـايج بيـانگر    . محرز شود %100ها تا ترانسژن در آن

ها دوكشن سلولسهاي انساني در ترانتوانايي لنتي ويروس

 ـچنـين نتـايج مز  هـم . اسـت هاي طيـور  و بافت ور نشـان  ب

ويروسـي  توك تهيه اس ـدهد كه روش فيلتراسيون براي  مي

  .آميز بوده استغليظ با تيتر بالا موفقيت

اي ، از اهميـت ويـژه  توليد ويروس نوتركيب با تيتر بالا

بـا   ،برخوردار است بدين دليل كه قدرت عفوني ويـروس 

طور سنتي، لنتـي   هب. تيتر آن رابطه مستقيم و تنگاتنگي دارد

هـزار و   50ها را با اولتراسانتريفوژ در دور بـالاي  ويروس

ايـن روش بـا   . دهنـد دقيقه رسوب مي 90مدت بيش از  به

ــه   ــتفاده از لول ــل اس ــكلاتي از قبي ــوص  مش ــاي مخص ه

هــا در دور بــالا، هاولتراســانتريفوژ، احتمــال شكســتن لولــ

ميزان نـاچيز و برخـي اوقـات غيـر قابـل رويـت       تشكيل 

هــاي اســتفاده از ســتون. رســوب ويروســي همــراه اســت
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ــا ــروتئين متناســب ب ــروس پ ــدازه وي ــد روش مــي ،ان توان

بدين . تري براي رفع اين مشكلات باشد جايگزين و آسان

اسـتفاده   Amiconهـاي  منظور ما در اين مطالعه از سـتون 

اي ويروسـي غلـيظ شـده   اسـتوك   ،هـا با اين ستون. كرديم

دست آمد كه از قدرت عفوني حداكثري برخوردار بوده  هب

) 500:25=20(از آن  ميزان يك بيسـتم هب ،و حجم كوچكي

بنـابراين  . كندهاي هدف را آلوده قادر است اكثريت سلول

از نظر مقدار حجم محصول ويروسـي و هـم   هم روش ما 

 ييصرفه جو ،و انتقال ژن ،از نظر قدرت عفوني مورد نياز

 ،هزينــه، ميــزان كــار و وقــت لازم بــراي انجــام آزمــايش 

  . دتواند جايگزين مناسبي براي روش سنتي باش مي

اپيتليالي كارسينوماي كبـدي   ةيك رد LMHهاي سلول

ايـن  ]. 10[ جـدا شـده اسـت    1981جوجه اسـت كـه در   

ويروسـي ترانسـفكت شـده    هاي غيربا روش قبلاً هاسلول

قـادر بـه   ، %50هـا تـا حـداكثر    اين روش. ]12، 11[ است

ــي  . اســتهــا ترانسفكشــن ســلول ــا از لنت ــل م ــدين دلي ب

هـاي  رايي ترانسفكشـن سـلول  ها براي افزايش كـا  ويروس

هـاي  روش ما نشان داد كـه سـلول  . جوجه استفاده كرديم

LMH دگرگـوني  ، دچـار  %100توان تـا قريـب بـه     را مي

. داردمتعـددي اهميـت    ن موضوع در موارداي. كردژنتيكي 

 ـ ،هاي فيزيولوژيكي در طيورپديده مطالعه خصـوص در  هب

ان اختصاصي با بيهاي حياتي مواردي كه برخي از مولكول

بـا اسـتفاده از روش لنتـي    ، دخالـت دارنـد  بافتي و نـاچيز  

مـرغ و   از تخـم اسـتفاده  . پذير خواهـد بـود  ويروسي امكان

سازي ، براي انبوهعنوان بيوراكتورهنيك بژهاي ترانسجوجه

هـاي  و آنتـي بـادي   ، توليـد واكسـن  يـي هاي داروپروتئين

ــب ــت   ،نوتركي ــرح اس ــيش مط ــيش از پ ــروزه ب ــي  .ام لنت

توانند ابزار مهمي در پيشبرد اين هاي نوتركيب مي ويروس

  .باشنداهداف 
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