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 نيشيپ بخش ينيكوپروتئيگل يها هورمون يآلفا واحد ريز ژن نگيكلون ساب
  داران پستان يها سلول يانيب وكتور كي در زيپوفيه غده

  
  (M.D) ياريقدم يمجتب، (Ph.D)شعباني  اكبر علي ،*(M.Sc) نصر رضا ،(Ph.D)عيدگاهي  ياكبر رضا محمد

  يوژوتكنوليب قاتيتحق مركز سمنان، يپزشك علومدانشگاه 
 

  ده يچك
 انساني گليكوپروتئيني هاي  هورمون شامل قدامي هيپوفيز از مترشحه گليكوپروتئيني هاي هورمون: سابقه و هدف  

 هـستند  كوريوني گونادوتروپين و فوليكولي محرك هومون كننده،  لوتئينيزه هورمون تيروئيد، محرك هورمون شامل

 چهـار  از و اسـت  مشابه فوق هاي هورمون همه در آلفا واحد زير. است شده تشكيل بتا و آلفا واحد زير دو از كي هر كه
 هـدف . ست ا ها هورمون اين از يك هر اختصاصي فعاليت مسئول بتا واحد زير. است شده تشكيل اينترون سه و اگزون
 ـس يبـرا  مناسب وكتور در ينيكوپروتئيگل يها هورمون يآلفا رهيزنج cDNA نگيكلون مطالعه اين  يتويوكـار ي ستمي
  .بود

 به آلفا، ژن واجد T-vector از ينيكوپروتئيگل يها هورمون آلفا واحد زير cDNA كلونينگ منظور به: ها مواد و روش  
 كلون pcDNA3.1 پلاسميد Not I و Bam HI هاي سايت در و گرديد آمپليفيه مجدداً cDNA پرايمر، جفت يك كمك
 ـ پلاسميد واجد هاي كلوني و شد ترانسفورم E.coli Top10F سلول به نوتركيب پلاسميد. گرديد  Colony وسـيله  هب

PCR روش بـه  نهايتـاً  و آنزيمـي  هـضم  توسـط  ابتـدا  هـا  كلـون  اين از شده تخليص پلاسميد صحت. شدند انتخاب 
  .شد بررسي سكانسينگ

 صـحيح  يديپلاسـم  يتوال داراي pcDNA3.1-F351α ديپلاسم كه داد نشان سكانسينگ و آنزيمي آناليز :ها يافته
  .دارد GenBank در شده گزارش ينيكوپروتئيگل يها هورمون يآلفا ژن با كامل تطابق و باشد مي

 مناسـب  بيـان  ارزيـابي  و يوكـاريوتي  سيـستم  به انتقال جهت صحيح ساختار دليل به پلاسميد اين :گيري نتيجه
  .باشد مي

   
ز، هورمون هاي گليكوپروتئيني، زيـر واحـد        هورمون محرك فوليكولي، هورمون هاي غده هيپوفي      : هاي كليدي  واژه

  آلفا، پستانداران
  

  مقدمه
 محرك هورمون شامل انساني گليكوپروتئيني هاي هورمون

 محرك هومون ،(LH) كننده لوتئينيزه هورمون ،(TSH) تيروئيد
 هـر . هستند (CG) كوريوني گونادوتروپين و (FSH) فوليكولي

 اند شده تشكيل بتا و آلفا واحد زير دو از ها هورمون نيا از كي
 متصل هم به كووالان غير پيوندهاي وسطت واحد زير دو اين كه

ــستند ــاختمان و ه ــه س ــدي س ــا آن بع ــط ه ــدهاي توس  پيون

 چهـار  اين در بتا واحد زير. گردد مي حفظ داخلي سولفيدي دي
 كربوهيـدراتي  جـزء  لحاظ از و آمينه اسيدهاي نظر از هورمون
 زيـستي  اختـصاصي  و متفاوت كرد عمل عامل و است متفاوت

  .]1 [هاست هورمون اين
 92 از و بـوده  مـشابه  هورمون چهار اين در آلفا واحد زير
 اليگــو زنجيــره دو داراي و اســت شــده ليتــشك آمينــه اســيد

 و ASN76 هـاي  آمينه اسيد در N-linked نوع از ساركاريدي

  :rnbio2536@gmail.com   Email                               0231-3354187:نمابر 0231-3354187  :تلفننويسنده مسئول،  *
]   13/6/1390 :خ پذيرش   تاري27/10/1389 :تاريخ دريافت 
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ASN102  سولفيدي دي پل پنج داراي و (S-S) باشد مي.  
 قرار 6p21.1-23 كروموزومي موقعيت در آلفا واحد زير ژن
 در را آلفـا  ژن برداري نسخه واحد، ساز پيش قطعه يك كه دارد
 چهـار  شـامل  واحـد  زيـر  اين. نمايد مي تنظيم هيپوفيز و جفت
  .]2-5 [باشد مي اينترون سه و اگزون
 صـورت  هب و شده تخليص صورت به FSH حاضر حال در

 بـه  نوتركيـب  نـوع  كـه  دارد وجود (Recombinant) نوتركيب
 rFSH از. ]6[ دارد ارجحيت بالا خلوص و تر كم آلودگي علت

 FSH يصيتشخ يها تيك و PCO درمان و IVF جهت اگزوژن

 در و است تستسترون ديتول ميتنظ مسئول LH .شود مي استفاده
 ريــتكث اســتروژن ترشــح شيافــزا باعــث يدانــ تخــم چرخــه
 هـا  آن توسـط  پروژسـترون  ترشـح  و كوليفول تك يها سلول

 بـه  گرانولوزا يها سلول ليتبد و يگذار تخمك يبرا و شود يم
 زنان در (rLH) يانسان بينوترك LH .است ضروري زرد جسم

  .شود يم استفاده هستند LH كمبود دچار داًيشد كه ينابارور با
TSH ــروئيت در ــب دي ــزا موج ــاخت شياف ــح و س  ترش
 هـا  سـلول  تعـداد  و انـدازه  شيافـزا  و يديروئيت يها هورمون

 ـ در بينوترك TSH .شود يم  ـگ يپ  سـرطان  مـاران يب عـود  يري
  .دارد كاربرد يجراح عمل دنبال هب ديروئيت

hCG ـپا در زرد جسم رفت پس مانع   يجنـس  چرخـه  اني
 ـتحر و آن انـدازه  شيافـزا  باعث و شده زن ماهانه  جهـت  كي

 در و شود يم زرد جسم توسط ها استروژن و پروژسترون ديتول
 بموج ـ تستـسترون  سـاخت  تحريـك  و ضهيب بر اثر با نيجن
 ـحما در بينوترك hCG. شود يم مردانه يجنس اندام جاديا  تي
  ].7،6[ است استفاده قابل لوتئال فاز از

 بـا  تجـاري  حلقـوي  پلاسميد يك +pcDNA3.1 پلاسميد
 اي گونه به و است Invitrogen شركت ساخت نوكلئوتيد 5428
 سپس و پروكاريوت ميزبان در كلونينگ امكان كه شده طراحي
  .]8[ كند مي فراهم را يوكاريوت ميزبان به آن انتقال

 يسلول رده كي Chinese hamster ovary (CHO) سلول
 ـيچ همـستر  دان تخم از شده مشتق  ـتول يبـرا  كـه  اسـت  ين  دي

 استفاده يدرمان و بينوترك يها پروتئن و مونوكلونال يباد يآنت
  .]9 [شود مي

 لـه يكوزيگل ينيكـوپروتئ يگل يهـا  هورمـون  يآلفا رهيزنج
ــستند ــا آن از و ه ــه ج ــانيم ك ــار زب ــادر وتيپروك ــه ق  ب

 هــاي ســلول چــون چنــين هــم و باشــد ينمــ شنيــلايكوزيگلا
 باشـد  نمـي  ترجمـه  از پـس  اصـلاحات  بـه  قـادر  پروكاريوت

 ـا از. شـود  انيب وتيوكاري ستميس در مذكور ژن ستيبا يم  ني
 وكتور در را ينيكوپروتئيگلا يها هورمون يآلفا رهيزنج ژن رو

  .ميكن يم كلون يوتيوكاري ستميس يبرا مناسب
 

  ها مواد و روش
ــاز در ــا اول ف ــه ني ــت از مطالع ــت، باف ــل  جف  RNA ك
 ـزنج ژن ،cDNA سـاختن  از پـس  و شـد  يجداساز  آلفـا  رهي

 از پس. ديگرد كلون  T.vectorدر و يجداسازPCR  لهيوس هب
 ،يتـوال  نييتع قيطر از ژن يتوال دييتا و نگيكلون صحت دييتأ
 ديپلاسـم  در نـگ يكلون سـاب  جهـت  بينوترك ديپلاسم نيا از
  .ديگرد استفاده يانيب

 قطعـه  جداسـازي  براي مناسب پرايمر ابتدا: ونيكاسيفيامپل
 پرايمرهـاي  تـوالي  كـه  شـد  طراحي وكتور از آلفا رهيزنج ژني
  بود؛ ترتيب بدين استفاده مورد

 
 ديپلاسـم  از نظـر،  مـورد  قطعـه  تكثيـر  و جداسازي براي

 در PCR .شـد  اسـتفاده  الگو عنوان به  T.V-F1-351ب،ينوترك
 ميكروليتـر،  يك TV-F351 شامل ميكروليتر 100 نهايي حجم
 ،dNTP (0.4 mM each) ميكروليتـر،  Mgso4(10 بدون( بافر

 mM،Pfu DNA 0/5 كـدام  هـر  Pic R و AFCHO پرايمـر 

polymerase  10 مقدار unit،Mgso4 (5.5 mM)  شد انجام.  
 سـيكل  30 صورت هب تنظيمي امهبرن ترموسايكلر داخل در

 دقيقه يك درجه 72 و دقيقه يك درجه 58 دقيقه، 6 درجه 95
 دقيقـه  5 درجـه  25 و دقيقه 10 درجه 72 نهايي سيكل يك و

 اتـصال پرايمـر بـه        مختلـف  دماهاي كه است ذكر به لازم بود
 و گرفـت  قـرار  آزمايش مورد PCR جهت  (Annealing)الگو
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 بـه  نظر مورد قطعه براي گراد نتيسا درجه 58 دماي نهايت در
  .شد شناخته انجام دماي بهترين عنوان

 بـر  PCR محـصولات  الكتروفورز  .PCRمحصول تخليص
 PCR محصول باند كردن جدا از پس و انجام آگارز ژل روي

  .ديگرد صيتخل K0513 تيك از استفاده با ژل روي از
 كـه  شـود  مـي  طراحي طوري پرايمر .وكتور يميآنز هضم

 در گيرنـد  مـي  قـرار  ژن انتهاي و ابتدا در كه برشي هاي تساي
 دسـت  پـايين  در پلاسـميد  آنزيمـي  هـاي  سـايت  تجمـع  محل

 نداشـته  وجود ژن خود روي بر و باشند داشته وجود پروموتر
  .باشند
 بـه  NotI و BamHI آنزيمـي  هـاي  سـايت  مطالعـه  اين در
 كـه  دش ـ داده قـرار  صورتي به لفاآ ژن انتهاي و ابتدا در ترتيب
  .كرد كلون pcDNA3.1 پلاسميد در را ژن بتوان
 ابتـدا  ندارنـد  مـشتركي  بـافر  فوق آنزيم دو كه جايي آن از

  مخـصوصش  بافر و آنزيم يك با را نظر مورد ژن و پلاسميد

cut محصول سپس كنيم مي cut محـصول  كرده تخليص را شده 
. كنيم مي هضم آن مخصوص بافر و دوم آنزيم با را شده خالص

  آنـزيم  شامل )lµ100  نهايي حجم (مخلوط منظور اين رايب
lµ5، كدام هر پلاسميد و بافر  lµ20 اسـتريل  ديـونيزه  آب و  
lµ55 1 مـدت  به و كرده ميكروفيوژ ثانيه چند مدت به و تهيه 

 سـپس . دهيم مي قرار گراد سانتي درجه 37 ماري بن در ساعت
 را عمـل  محصول از lµ 3 مقدار ها آنزيم عمل از اطمينان جهت

 شـده  هـضم  محـصول . كنيم مي الكتروفورز آگارز ژل روي بر
ــ  آب ميكروليتــر 20 در و تخلــيص ،K0513 كيــت وســيله هب

 و BamHI آنـزيم  2 هر براي فوق مراحل. گرديد حل ديونيزه
NotI جهـت  سـپس  شـد  انجـام  مخـصوص  بافر با و جداگانه 

 واكـنش  طيمح به فسفاتاز پلاسميد، 5 ' انتهاي كردن دفسفريله
 بـه  حامـل  ملكـول  سـر  دو مجـدد  اتصال امكان تا شد افزوده

 كيـت  با سازي خالص مجدداً آن از پس. برود نيب از گريد كي

K0513 تمـامي  كـردن  دفـسفوريله  مرحلـه  جـز  هب. شد انجام 
 از كـه  آلفـا  ژن همان يا PCR محصول روي بر عيناً را مراحل
 نيـز  ديـده گر تخلـيص   K0513 كيت با و شده بريده ژل روي
 در كـه  ،insert و vector بـراي  بعـد  مرحله در. گيرد مي انجام

 T4 آنـزيم  كمـك  بـا  بـود  PCR شده خالص محصول حقيقت

DNA Ligase، Ligation در آلفا زنجيره ژن يعني شد انجام  
pcDNA3.1سپس. شد كلون Ligation Mix مدت يك شب هب 

   .گرفت قرار  درجه سانتي گراد 4 دمايدر
 محـيط  از اسـتفاده  بـا  ترانسفورماسيون .رماسيونترانسفو

TSS  سلول در Top10F' شـد  ظـاهر  كلوني 50 .گرفت انجام 
ــين ايــن از كــه ــه كلــوني 22 ب ــرل از كلــوني 2 همــراه ب  كنت

 كـشت  بـود  pcDNA3.1  پلاسميد حاوي كه ترانسفورماسيون
  .شد شطرنجي

 Colony PCR. را بـاكتري  مقـداري  شـطرنجي  كشت از 
 پس و كرده حل آب ليتر ميكرو 100 در برداشته loop وسيله هب
 عنـوان  بـه  رويي سوپ از سانتريفيوژ و جوشاندن دقيقه 10 از

 هـاي  كلـوني  تمـام . گرديـد  استفاده  Colony PCRجهتالگو 
 منفـي  و مثبـت  كنترل همراه به شده جوشانده و شده شطرنجي

 حـاوي  كلـون  از منفـي  كنتـرل . شد داده شركت PCR اين در
 كنتـرل  و شـد  اسـتفاده  ترانسفورماسيون در كه اصلي يدپلاسم
  جهـت  مرحلـه  ايـن  در. باشـد  مي T.V-F351 پلاسميد مثبت

PCR آنـزيم  از Taq DNA polymerase  از. شـد  اسـتفاده 
 جهت كلوني 4 تعداد بود مثبت ها آن Colony PCR هايي كلون

 كشت سيلين آمپي حاوي LB broth محيط در پلاسميد تخليص
 High pure plasmide isolation kit كيـت  توسط و شد داده

  .گرديد پلاسميد تخليص Roche آلماني شركت
 نوتركيـب  پلاسـميد  چهـار  آنزيمـي  آنـاليز  .آنزيمي آناليز
 ـ شده تخليص  ـ HindIII و XhoI آنـزيم  دو وسـيله  هب  طـور  هب

 دو ايـن  اثر محل. گرفت انجام ها آن مشترك بافر با و زمان هم
 قـرار  شـده  گنجانـده  قطعه سوي دو در سميدپلا روي بر آنزيم
 آنزيمي هضم كنترل عنوان به نيز +pcDNA3.1 پلاسميد. دارند
 درجـه  37 دمـاي  در سـاعت  يـك  مـدت  بـه  ها نمونه. گرديد
 الكتروفـورز % 2/1 ژل روي بـر  هـا  نمونه كل و گرديد اينكوبه

 پلاسميدها دادند نشان را انتظار مورد اندازه ها كلوني تمام. شد
ــبن ــه وتركي ــام ب    pcDNA3.1+-F351α1,2,3,4  هــاي ن

  .شدند گذاري نام
 الگـوي  آنزيمي آناليز در كه پلاسميدهايي از .توالي تعيين
 آب، در كـردن  حـل  و رسـوب  از پس دادند نشان را صحيحي
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 بـه  تـوالي  تعيـين  جهت pCDNA3.1+-F351α3,4 هاي كلون
  .گرديد ارسال (MWG) شركت

 برنامـه  از اسـتفاده  بـا  تـوالي  ينتعي نتيجه .(Blast)تطابق

Blast سايت www.ncbi.nlm.nih.gov/blast   تطـابق  جهت 
 .شد بررسي Genbank در شده گزارش هاي ژن با

 
  نتايج

 مـورد  ژني قطعه تكثير و جداسازي پرايمر طراحي از پس
. گرفـت  انجـام  PCR از اسـتفاده  بـا  آلفا زنجيره ژن يعني نظر

 ـ Digest از پـس  شـده  خالص محصول  هـاي  آنـزيم  وسـيله  هب
BamHI و NotI پلاسميد در cut آنـزيم  دو ايـن  وسيله هب شده 

ciap شده ligat سلول در و گرديد ´Top10F محيط در TSS 
 شطرنجي كشت از پس موجود هاي كلون از. گرديد ترانسفورم

colony PCR كـه  هـايي  كلون از .گرفت انجام Colony PCR 
 و شد كشت محيط ml 5 در و خابانت كلون 4 بود، مثبت ها آن
 از پـس  هـا  نمونـه  .گرفـت  قـرار   مدت يـك شـب     به 37° در

 تخلـيص  High pure plasmid  كيـت  توسـط  گيـري  رسـوب 
% 7/0 ژل روي بر ها آن از ميكروليتر يك و شد انجام پلاسميد

 در .باشـد  مـي  تخلـيص  كار صحت از حاكي نتيجه كه شد لود
ــه ــد مرحل ــر بع ــه 4 روي ب ــا A4 و A3 و A2 و A1 نمون  ب
  .شد انجام آناليز آنزيمي HindIII و XhoI هاي آنزيم

  PCR F1-351α  with  Pfu DNA Polymerase .1شكل 
 5/1 براي جداسازي ژن زنجيره آلفا در غلظت PCRواكنش  :1ستون 

 ميلي مولار 5/1 در غلظت :2ستون . 55 و دماي Mgميلي مولار يون 
 و Mg ميلي مولار يون 5/1لظت  در غ:3ستون . 56 و دمايMgيون 

. 58 و دماي Mg ميلي مولار يون 5/1 در غلظت :4ستون. 57دماي 
شركت  (100bpماركر  : 6ستون. PCRكنترل منفي واكنش  :  5ستون 

  )فرمنتاس

 شـد  بررسي آناليز آنزيمي  با كه نوتركيبي پلاسميد چهار از
 ـ به و انتخاب پلاسميد دو داد نشان را صحيح اندازه و  هـاي  امن

pcDNA3.1+-F351α3 و pcDNA3.1+-F351α4 گذاري نام 
 و شدند رسوب داده  توالي تعيين جهت پلاسميد دو اين. گرديد

 تـولي  تعيـين  نتيجـه  .شـد  ارسـال  MWG آلمـاني  شـركت  به
 شـده  گزارش هاي ژن با نظر مورد ژن كامل تطابق دهنده نشان
 روي از تـوالي  تعيـين  كـه  جايي آن از .باشد مي GenBank در

 بـا  ژن بـودن  فـريم  است ژن شدن كلون ناحيه از قبل پلاسميد
  .گرديد تأييد نيز Kozak  تواليصحت و پلاسميد

 F1-351α : 1،2،3،4،6و7هايستون. Colony PCR  واكنش .2شكل

.  كنترل منفي : 8ستون. )شركت فرمنتاس (100bpماركر  :  5ستون . 
  كنترل مثبت : 9ستون

  

 High pure plasmid isolationد با كيت تخليص پلاسمي. 3شكل 

kit .ستونA1 :  پلاسميد تخليص شدهA1 .ستونA2 :  پلاسميد
 : A4ستون. A3پلاسميد تخليص شده  : A3ستون. A2تخليص شده 

  A4پلاسميد تخليص شده 
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  بر روي پلاسميدHindIII و Xho I  اثر آنزيم .4 شكل
pcDNA3.1-F351a . 100ماركر  :  1ستونbp) ركت فرمنتاسش( .  

  pcDNA3.1-F351a2 : 3ستون. pcDNA3.1-F351a1 : 2ستون
  pcDNA3.1-F351a4 : 5ستون. pcDNA3.1-F351a3 : 4ستون
شركت  (1kbماركر  :  7ستون . pcDNA3.1پلاسميد :   6ستون

  )فرمنتاس
  
  

PCR
AFCHO
PicR

SP E2 E3 E4

SP E2 E3 E4

Not IBam H I

pcDNA3.1F351
a

Bam H I Not I

Cloning in pcDNA3.1-F351a

PCR
AFCHO
PicR

SP E2 E3 E4
SP E2 E3 E4

SP E2 E3 E4
SP E2 E3 E4

Not IBam H I

pcDNA3.1F351
a

Bam H I Not I

pcDNA3.1F351
a

Bam H I Not I

Cloning in pcDNA3.1-F351a

  

پلاسميد نوتركيب ساخته شده در اين   شماتيك مراحل ساخت. 5شكل 
  مطالعه

 

  گيري هبحث و نتيج
 قـدامي  هيپـوفيز  از مترشـحه  گليكوپروتئيني هاي هورمون

 دو از دايمـر  صورت به كي هر TSH،LH ، FSH، CG شامل
 آلفـا  واحـد  زير كه اند شده تشكيل) ß (بتا و) α (آلفا واحد زير
 هـا  هورمون اين. ]1[ باشد مي مشابه فوق هاي هورمون تمام در

 كـاربرد  يـصي تشخ و درماني مصارف جهت اگزوژن صورت هب
 ـ ها هورمون اين ساخت. دارد  سـبب  بـه  نوتركيـب  صـورت  هب

 آن شـده  تخلـيص  نوع به نسبت آلودگي كاهش و بالا خلوص
  .]6[ دارد ارجحيت
 ـتحر شـامل  اگـزوژن  FSH از اسـتفاده  بـاليني  موارد  كي
 تخمدان رينظ ييها يماريب و نازايي درمان جهت يگذار تخمك

 ـتشخ يهـا  تيك هيته در نيچن هم و كيستيك پلي  و FSH يصي
 ـنوترك LH. باشـد  يم زيپوفيه غده كرد عمل ) rLH (يانـسان  بي

 در كـول يفول رشد كيتحر منظور به FSH با بيترك صورت هب
 اسـتفاده  هـستند  LH كمبـود  دچار داًيشد كه ينابارور با زنان

 ـ در يانـسان  بينوترك TSH .شود يم  ـگ يپ  مـاران يب عـود  يري
 hCG و دارد كـاربرد  يراح ـج عمـل  دنبـال  هب ديروئيت سرطان
  .]7،6[ است استفاده قابل لوتئال فاز از تيحما در بينوترك

 مـسئول  و بـوده  متفـاوت  فوق هورمون 4 در بتا واحد زير
 بـدون  ولـي  هاسـت  هورمون اين از يك هر اختصاصي فعاليت

 آلفـا  زيرواحد. باشد نمي عمل به قادر آلفا زيرواحد با راهي هم
 هـاي  هورمـون  همه در دارد قرار 6 كروموزوم روي آن ژن كه

 شـده  تشكيل اينترون سه و اگزون چهار از و است مشابه فوق
 ابتـدايي  بخـش  و سـه  دو، اگزون آن شونده كد بخش كه است
 حـاوي  نوكلئوتيدي 351 يcDNA يك كه است چهار اگزون
 شـامل  را) TAA (خـتم  كـدون  يـك  و) ATG (شـروع  كدون
 و شود مي ساخته آن از اي آمينه اسيد 92 زنجيره يك. شود مي
 دارد قرار آن ابتداي در نيز اي آمينه اسيد 24 پپتيد سيگنال يك
 ASN76 هاي آمينه اسيد در گليكوزيلايشن ي ناحيه دو داراي و
  .]1[ باشد مي) S-S (سولفيدي دي پل پنج و ASN102 و

 در همكـاران  و Hsieh توسط 2001 سال در يا مطالعه در
ــ ــد cDNA نيچ ــده ك ــر كنن ــد زي ــا واح ــون آلف ــا هورم  يه
. ]10[ شـد  نگيسكانـس  و كلون ردكا گونه دو ينيكوپروتئيگل
 cDNA ژاپـن  در همكـاران  و Nagae توسـط  1996 سال در
 ـ يمارماه II نيگنادوتروپ يبتا و آلفا واحد زير  و كلـون  يژاپن

 ـمقا ياستخوان يماه انواع گريد با آن يدينوكلئوت سكانس  سهي
ــد ــم. ]11 [ش ــ ه ــ در نيچن ــارانش و Arai ،1998 الس  همك
 يآبـز  گونـه  سـه  ينيكوپروتئيگل يها هورمون يآلفا واحد زير
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 يبررس مورد را) يآب سوسمار و ييكايآمر بزرگ وزغ غوك،(
  .]12[ دادند قرار

 ـتول طـرح  از يبخـش  واقـع  در كـه  مطالعه نيا از هدف  دي
 ژن نـگ يكلون سـاب  بود بينوترك FSH هورمون يشگاهيآزما
 پلاســميد در گليكــوپروتئيني هــاي هورمــون يآلفــا رهيــزنج

pcDNA3.1 پستانداران ستميس يبرا) CHO (پلاسـميد . است 
ــب ــاخته نوتركي ــده س ــيش ش ــاز پ ــه س ــون هم ــاي هورم  ه

 بـا  اسـت  قادر و است هيپوفيز غده از مترشحه گليكوپروتئيني
 هـاي  هورمون از يك هر بتاي زنجيره حاوي نوتركيب پلاسميد

 در و دهـد  αβ كاست يك تشكيل فيزهيپو غده گليكوپروتئيني
  .]13 [آيد كار هب كامل هورمون توليد

 يك شد استفاده مطالعه نيا در كه pcDNA3.1+ پلاسميد
 باشـد  مي Invitrogen شركت ساخت تجاري حلقوي پلاسميد

 pcDNA3.1+ پلاسـميد . اسـت  نوكلئوتيـد  5428 حـاوي  كه
 تكثيـر  بـراي  PUC ori حـاوي  كـه  شـده  طراحـي  اي گونه به

 بـراي  BGHpA و Pcmv پرومـوتر  و پروكاريوت در پلاسميد
 چنـين  هم. باشد مي يوكاريوت سلول در ژن بيان ختم و شروع
 اسـت  نئومايسين و سيلين آمپي داروهاي به مقاومت ژن حاوي

 سـلول  و پروكـاريوت  سـلول  در انتخـاب  جهـت  ترتيب به كه
 بيـان  خـتم  و شروع نواحي فاصل حد در. باشد مي يوكاريوت

 حـاوي  كـه  وجـود دارد  Multiple Cloning Site ناحيـه  ،نژ
 امكـان  و باشـد  مـي  مختلـف  دهنده برش هاي آنزيم اثر جايگاه

 هـاي  آنـزيم  وسيله هب پلاسميد در را ژن Insertion)( گنجاندن  
  .]8[ كند مي فراهم دهنده برش

 در مـشتركي  كـار  طـي  همكاران و جليلي 2010 سال در
 پلاسميد از پاستور انستيتو و اصفهان ،ايران تهران، هاي دانشگاه

pcDNA3.1 سـلول  در گـاوي  اينترفـرون  گاما ژن بيان براي 
CHO ــتفاده ــد اس ــم .]14[ كردن ــين ه ــال در چن  ،2010 س

Chaturvedi كلونينگ براي پلاسميد اين از هند در همكاران و 
 GMCSF (Granulocyte-macrophage colonyژن بيـان  و

stimulating factor) سلول در غيمر CHO  كردنـد  اسـتفاده 
]15[.  

  TSLC1 ژن  و همكارانLi ،2007 سال در
 (Tumor suppressor in lung cancer1) استفاده با را انساني 
  .]16[ كردند بيان CHO سلول در pcDNA3.1 پلاسميد از

 جمله از زياد هاي مزيت وجود با E.coli بياني سيستم 
 هزينه كم و توليد مقياس يشافزا در سهولت بيان، بالاي سطح
 از پس اصلاحات انجام در توانايي عدم دليل به بودن،
 يها پروتئين توليد براي ترجمه از پس تغييرات و يبردار نسخه
 هاي سيستم مزاياي. نيست مناسب پروتئين اين مثل وتيييوكار

 ترجمه و يبردار نسخه از پس اصلاحات شامل يوكاريوتي
 هاي پروتئين بالاي توليد براي مسيست اين كه باشد، مي

  . است فرد هب منحصر وتيييوكار
 همـستر  تخمـدان  از كه است يسلول رده كي CHO سلول

 مـورد  يا گـسترده  طور هب ها سلول نيا. است شده مشتق ينيچ
 يپزشك و كيولوژيب قاتيتحق در اغلب و اند گرفته قرار مطالعه
 ـ CHO لولس حاضر حال در. رنديگ يم قرار استفاده مورد  كي
 يهـا  نيپروتئ و مونوكلونال يباد يآنت ديتول يبرا ثابت يسكو
 مطالعـات  در CHO سـلول  .انـد  كرده جاديا يدرمان و بينوترك
 در خصوص هب و ژن انيب و هيتغذ تيمسموم يگر غربال كيژنت
 CHO سلول امروزه. روند يم كار هب بينوترك يها نيپروتئ انيب
 يبـرا  اسـتفاده  مـورد  پـستانداران  زبانيم يها سلول نيتر جيرا
 ـنوترك يدرمان يها نيپروتئ يصنعت ديتول  ـ بي  .]10[ باشـند  يم

 پـستاندار  يبـرا ) 2n=22 (كرومـوزوم  كـم  اريبس تعداد داشتن
 و كيتوژنيس ـ گسترش يبرا آل دهيا مدل كي را ينيچ همستر
 و عيسـر  رشـد  علـت  بـه  CHO سلول. است كرده بافت كشت
 شـده  يانتخـاب  يسـلول  رده كي به ليتبد نيپروتئ يبالا ديتول

  .]17 [است
 تهيــه هــدف بــا ژن ايــن جداســازي مطالعــات برخــي در

 انجـام  نوتركيـب  هورمـون  توليد براي متفاوت هاي كنستراكت
 و انتقال جهت كنستراكت مطالعات اين اكثر در. ]18 [است شده
 شـده  سـاخته  CHO ويژه به پستانداران هاي سلول در ژن بيان
 ـزنج و بتـا  رهيزنج اتصال با كه ييها تكنستراك. است  آلفـا  رهي
 ـس در فعـال  رهيزنج كي ليتشك به منجر اند شده ليتشك  ستمي

 ـ رسد يم نظر به ].2 [گردد يم CHO يانيب  بـا  چـه  چنـان  يحت
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 قادر شود، ساخته يژن مجموعه كي FSH-β و CG-β يها ژن
  .]18 [كند حفظ را FSH و CG تيفعال دو هر بود خواهد

 روي) GCTATGG (نوكلئوتيـدي  تـوالي  ، Kozakتـوالي 
 عمده نقش كه باشد مي يوكاريوت هاي سلول mRNA مولكول

 توسـط  mRNA از بخـش  ايـن . دارد mRNA بيان شروع در
 شـود  مي شناسايي پروتئين بيان شروع نقطه عنوان به ريبوزوم

]19[.  
 α ژن كننـده  كـد  ناحيـه  جداسـازي  هدف با مطالعه نيا در
 از ژن طبيعـي  سكانس سيگنال با پروتئينيگليكو هاي هورمون

 ـيطب يبارور با زن كي كامل ژنوم از را ژن نيا انسان ژنوم  يع
ــد يطــ و ميكــرد جــدا ــور در يســاز كلــون مرحلــه چن  وكت

pcDNA3.1 نيح در اصلاح قدرت نداشتن ليدل به .شد كلون 
 بـا  ونيكاس ـيفيامپل ،Taq DNA Polymerase  ميآنز در ريتكث
  .]20 [انجام شد Pfu DNA Polymerase  ميآنز

 ـز ژن يسـاز  كلـون  يبرا  هـاي  هورمـون  آلفـاي  واحـد  ري
 ژن ورود محـل  pcDNA3.1 وكتور در يانسان گليكوپروتئيني

 NotI و BamHI يها ميآنز اثر گاهيجا فاصل حد در وكتور به
 از استفاده با نيز ژن طرف دو در. شد انتخاب ديپلاسم يرو بر
 ـا يبـرا  اثـر  محل مرهايپرا  بـه  اتـصال  تـوالي  و ميآنـز  دو ني

). 3 شـماره  شكل (شد يبازساز) Kozak sequence (ريبوزوم
 ديپلاسـم  در گـرفتن  قرار جهت مرهايپرا با شده ريتكث قطعات
 بـا  يقطعـات  جـاد يا و هضم NotI و BamHI يها ميآنز با بايد
 سـازنده  شـركت  كاتـالوگ  بـه  توجـه  با. نمايد چسبان يانتها
 بـه  را يم ـيآنز هـضم  عمـل  توان ينم) Fermentase( ها ميآنز

 ابتـدا  دليـل  همـين  بـه . داد انجام ميآنز دو با زمان هم صورت
 و گرفـت  انجام مربوطه بافر و Bam HI آنزيم با آنزيمي هضم
 آنـزيم  از تخلـيص  وسـيله  هب بافر و آنزيم كردن خارج از پس

NotI در كه يكوچك قطعات. شد استفاده آن مخصوص بافر و 
 مرحلـه  در اسـت  ممكن شوند يم جدا يژن قطعه از مرحله نيا

 يبـرا  شـوند  وصـل  هـم  بـه  مجـدداً  T4 Ligase  ريتأث با بعد
 بـا  را هـضم  عمل محصول ناخواسته واكنش نيا از يريجلوگ

 مرحلـه  در. ميكـرد  يسـاز  خـالص  كايليس يها دانه از استفاده
 فـوق  مراحـل  طبـق  ميآنز دو با هضم زين ديپلاسم يساز آماده

 ديپلاسـم  شـده  يخط يانتها دو كه نيا به توجه با و دش انجام
 اتـصال  امكـان  يتئـور  لحـاظ  از باشند، يم متفاوت صورت به

. است ريپذ امكان امر نيا عمل در يول ندارد وجود ها آن مجدد
 فـسفاتاز  نيآلكـال  ميآنز با كردن لهيدفسفور عمل منظور نيبد

 گوسـاله  يا دهرو بافت اي E.coli از كه ميآنز نيا. گرفت انجام
 را 5' يانتهـا  در واقـع  فـسفات  گـروه  است قادر شود يم جدا

  .]21 [بردارد
 از اسـتفاده  بـا  آنزيمي آناليز وكتور، در سازي كلون از پس
 روي بر و آلفا ژن سوي دو در كه HindIII و XhoI هاي آنزيم

 قـرار  اسـتفاده  مورد زمان هم طور هب دارند اثر جايگاه پلاسميد
 مطـابق  385bp و 5354bp قطعه دو الكتروفورز يط كه گرفت
 سـاختار  Restriction mapping نتـايج . آمـد  دسـت  هب انتظار
  ).4 شكل( كند مي تأييد را پلاسميدها اين صحيح
 در كـه  AOX پرايمـر  از اسـتفاده  بـا  يتوال نييتع نيچن هم
 بـا . گرفـت  انجـام  دارد قـرار  پلاسميد پروموتور ابتدايي ناحيه
 ناحيـه  صـحت  تـوان  مـي  ژن تـوالي  تعيـين  بـر  علاوه كار اين

 ژن اتـصال  قـسمت  چنين هم و Kozak توالي و شده بازسازي
 تـوالي  تعيـين  نتيجـه . داد قرار ارزيابي مورد نيز را پلاسميد با

 شـده  گزارش هاي ژن با را ژن اين كننده كد نواحي كامل تطابق
 نـشان  را پلاسميد با ژن بودن Fram چنين هم و GenBank در
  .ادد

 انتقـال  آلفا زنجيره پروتئين توليد جهت يبعد مطالعات در
 ـ صورت CHO سلول به حاصل بينوترك ديپلاسم . رديپـذ  يم
 از يـك  هـر  بتاي زنجيره ژن  كلونينگ و سازي جدا با چنين هم

 با حاصل نوتركيب هاي پلاسميد پروتئيني، گليكو هاي هورمون
ــن در شــده درســت نوتركيــب پلاســميد ــق اي ــشك تحقي  يلت

 و داده هـا  هورمـون  ايـن  از كدام هر براي بتا -آلفا هاي كاست
 توليد CHO سلول در بود خواهند قادر شده ايجاد هاي كاست

  .نمايند كامل هاي هورمون
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  قدرداني تشكر و
 دانشگاه پژهشي و آموزشي محترم معاونت از وسيله بدين

 را مـا  خـود  دريـغ  بـي  هاي حمايت با كه سمنان پزشكي علوم
  .داريم را سپاس و تشكر كمال نمودند ياري
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Introduction: Anterior pituitary glycoprotein hormones include thyroid stimulating hormone, lutinizing 

hormone, follicule stimulating hormone, and gonadotropine hormone. Each of them contains alpha and beta 
subunits. The alpha subunit gene is the same in all of these hormones and contains 4 exones and 3 intrones. 
The beta subunit is responsible for specific function of each hormone. The aim of this study was to clone 
alpha chain cDNA of glycoprotein hormones in a proper vector for eukaryotic system. 

Material and Methods: To clone cDNA, alpha subunit of glycoprotein hormones was amplified by using 
one pair primers and T.vector as template and cloned in Not I and Bam HI sites of pcDNA3.1 plasmid. The 
recombinant plasmid transformed to E.coli Top10F΄ cell and colonies that contain plasmid were selected by 
Colony PCR. The accuracy of extracted plasmid of these clones was approved by enzyme digestion and 
sequencing.  

Results: Enzyme analysis showed that pcDNA3.1-F351α had correct structure and sequencing 
confirmed by 100% homology of the gene with reported alpha gene in Gene Bank. 

Conclusion: Because of its proper structure, this plasmid is able to transform to Eukaryotic system and 
translation. 

  
Keywords: Follicle stimulating hormone, Pituitary hormones, Glycoprotein hormones, Alpha subunit, 

Mammals 
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