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واحد  ريبه منظور انتقال ژن ز pcDNA3.1-FSHβ يانيساخت وكتور ب

FSHβ داران پستان نيبه سلول لا  
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  يوتكنولوژيب قاتيسمنان، مركز تحق يعلوم پزشكنشگاه دا - 1
 يميشويب هورگ و يژولويزيف تاقيقحت زكرم ،نانمس يكشزژ مولع هاگشناد – 2

 
  ده يچك

 ـي، )Follicle stimulating hormone, FSH(هورمـون محــرك فوليكـولي   : سـابقه و هـدف   هــاي  از هورمـون  يك
و يـك   اسيدآمينه 111 يزيرواحد بتا حاو. شده است ليواحد آلفا و بتا تشك وتئيني هيپوفيز است كه از دو زيرگليكوپر

هدف از ايـن مطالعـه سـاخت وكتـور     . باشد سئول فعاليت بيولوژيكي هورمون مياي و م اسيدآمينه 18سيگنال پپتيد 
  .بودپستانداران  نيبه سلول لا FSHβواحد  ريبه منظور انتقال ژن ز pcDNA3.1-FSHβ يانيب

گرديد تا علاوه بر داشتن  يطراح T.vectorاز  β رهيزنج نگيكلون ساب يبرا مريجفت پرا كيابتدا : ها مواد و روش
زنجيره بتاي آمپليفيه شـده از  . باشد EcoRΙو  HindΙΙΙهاي  ميمحل اثر آنز يدارا β رهيژن زنج يابتدا و انتها ينواح

 ـنوترك ديكلون و پلاسم pcDNA3.1 ديآنزيم فوق در پلاسم گاه دو ناحيه جاي  ـ  بي ترانسفورماسـيون وارد   لهيبـه وس
مثبـت   يهـا  از كلـون  يتعـداد  ديو پلاسم يمجدد بررس PCR لهيشده به وس ليتشك يها كلون. ديگرد E.coliسلول 

  .ديخالص شده به دو روش هضم آنزيمي و تعيين توالي تأييد گرد يهاديصحت پلاسم. ديگرد صيتخل
 يو توال يديداراي ساختار پلاسم pcDNA3.1-F390β ديآناليز آنزيمي و تعيين توالي نشان داد كه پلاسم :ها يافته

  .دارد GenBankگزارش شده در  FSHهورمون  يصحيح است و تطابق كامل با ژن بتا يژن
داران و  پلاسميد نوتركيب به لحاظ ساختاري صحيح و جهت انتقال ژن به سـلول كشـت پسـتان   اين  :گيري نتيجه

  .باشد ارزيابي بيان مناسب مي
   

  هورمون محركه فوليكولي، زير واحد بتا، كلونينگ، سلول لاين پستانداران: هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
ــولي  ــرك فوليك ــون مح ــون   (FSH) هورم ــا هورم ــراه ب هم

ــوتئ ــده ينيل ــروئي، هورمــون محــرك ت(LH) كنن  و  (TSH)دي
ــادوتروپ ــكور نيگن ــانواده  (HCG) يوني ــار عضــو خ  ي چه
غـده   نيش ـيهستند كه از بخـش پ  ينيكوپروتئيگل يها هورمون

كـه   ندهسـت  ييمرهايها دا هورمون نيا. شوند يترشح م زيپوفيه
 ـغ يهاونـد يشـده و توسـط پ   ليتشك  βوα  واحد رياز دو ز  ري

ها توسط  آن ياند و ساختمان سه بعد افتهيم اتصال ه به كووالان
در  α رواحـد يز. حفظ شده اسـت  يداخل ديسولف يد يهاونديپ

 ـهـا   نيكوپروتئيعضو خانواده گل 4هر   ـبـوده و   سـان  كي  كي
جفـت و   ررا د α ژن يبـردار  سـاز واحـد، نسـخه    شيپ ي قطعه

 ـ ميتنظ ـ زيپوفيه  ـنما يم  ـفعال]. 1،2،3[ دي  ـا ياختصاص ـ تي  ني
واحد بتا  ريباشد هر چند ز يواحد بتا م ريبه ز ها مربوط هورمون
و اتصال به  ييشناسا يندارد و برا كيولوژيب تيفعال ييبه تنها

  :mrakbari201177@yahoo.com          Email                             0231-3354187:نمابر  0231-3354187  :تلفننويسنده مسئول،  *
 6/12/1391:تاريخ پذيرش  9/12/1390 :تاريخ دريافت
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 α, β مريآن حضور هترودا كيولوژيب تيو فعال رندهيگ نيپروتئ

و  ييدر درمـان نـازا   عمدتاً FSH اربردك]. 4،5[ است يضرور
  .باشد يم يگذار تخمك يكنترل شده و القا كيتحر

 زبـان ياسـت و م  لـه يكوزيگل FSH جا كـه هورمـون   آن از
ژن  سـت يبا يباشد، م ينم ونيلاسيكوزيقادر به گل وت،يپروكار

 كيانتقال . شود انيمنتقل و ب وتيوكاري ستميس كيمذكور به 
 ـتوانـد از طر  يژن به داخل سلول پستانداران م  ـ  قي  يسـازه ژن

 نگيونكل يبرا يمختلف يتجار ديپلاسم. انجام شود يديپلاسم
 وتيوكـار ي يها به منظور انتقال به داخل سلول گانهيب يها ژن

سـاخت هورمـون    ياساس در تـلاش بـرا   نيبر ا. وجود دارد
 ـح اي يانسان بينوترك  ـ يهـا  ياسـتراتژ  FSH يواني از  يمختلف
جهت و انتقال به  يساخت سازه ژن يمختلف برا نيمحقق يسو

  .پستانداران استفاده شده است نيسلول لا
سـه هورمـون    يواحـد بتـا   ريز 1996تا سال  كه يحال در

كلون شـده بـود    hHCG و LH, TSH زيپوفيه ينيكوپروتئيگل
چنـد   كلون نشده بـود هـر   FSH هورمون يواحد بتا ريهنوز ز

انسان، خوك،  FSH هورمون يواحد بتا ريز نهيام ديسكانس اس
 ـ. اسب و گوسفند مشخص شـده بـود    ـا نيمحقق از  يكمپـان  ني

جـدا شـده از    mRNA از معكوس يبردار نسخه تساخ قيطر
 ـ gt10  انسان و كلون كردن آن در در فاژ لامبـدا  زيپوفيه  كي

از  يا كردند سپس بر اسـاس مجموعـه   هيته cDNA خانه كتاب
 نياما سكانس كامل ا. افتنديژن دست  نيا cDNA ها به پروب

 ـمشخص گرد يژن زمان از  يا كـه بـا اسـتفاده از مجموعـه     دي
اقـدام   يخانه ژنوم كتاب كي يگر به غربال cDNA يها پروب

 ياز مبنــا تــاًينها) هلنــد(ارگــانون  يكمپــان نينمودنــد محققــ
 ـ    pBR322ديپلاسم  تحـت عنـوان   ياستفاده كـرده و سـازه ژن

pKMS.FSHagbg  آلفـا و بتـا    يهـا  ژن يرا ساختند كـه دارا
  ].6[ جداگانه ساخته است يتحت پروموترها

 ـ يها سازه ساخت  ـاز ا يگـر يد يژن  ريژن توسـط سـا   ني
كـاران دو   و هـم  Howles به عنوان مثال .انجام شد زين نيمحقق
مجزا كلـون و   يرا به صورت دو سازه ژن يانسان  βوα  رهيزنج

 ـموفق به تول تاًيدر سلول پستانداران قرار دادند كه نها  FSH دي

 كي كاران مو ه Keene كه يدر حال]. 5[ شدند يانسان بينوترك

 ـشامل زنج يصورت كاست هب يسازه ژن سـاخته و در    βوα  رهي
 FSH به سلول پستانداران منتقل و بينوترك ديپلاسم كيقالب 

 ســرونو يشــركت داروســاز]. 1[ ســاختند يانســان بيــنوترك
 ـا ديتول يبرا) سيسوئ(  ـ   ني مجـزا   يهورمـون از دو سـازه ژن

  .استفاده كرده است
 ـ  يياز وكتورهـا  يكي رس  در دسـت  يطـور تجـار   هكـه ب

 ـ  pCDNA3.1 (Invitrogen)اسـت    pCDNA3.1 .باشـد  يم
در  يك ـيژنت يورز دسـت  يبـرا  يضـرور  يعلاوه بر فاكتورها

جهـت كلـون    تيسـا  نـگ يكلون پليواجد مولت ال،يسلول باكتر
 ـبه منظور ب CMV ها تحت پروموتر كردن ژن در  نيپـروتئ  اني

  .باشد يپستانداران م يها سلول
انتقـال و   يبـرا  يسازه ژن كيمطالعه ساخت  نيهدف از ا

 pCDNA3.1ژن در ســلول پســتانداران بــا اســتفاده از  انيــب
 FSHهورمـون   يبتا رهيژن زنج cDNAمنظور  نيبد. باشد يم

 pcDNA3.1FSHβ يكلون و سازه ژن  pcDNA3.1 در وكتور
پستانداران  نيبه سلول لا FSHβواحد  ريبه منظور انتقال ژن ز

   .ساخته شد CHO رينظ
 

  ها مواد و روش
 ـزنج cDNA مطالعه نيدر فاز اول ا  T.vector بتـا در  رهي

 يمطالعه ط ـ نيدر ا. ساخته شد T.V-F475β ديكلون و پلاسم
بتـا   رهيژن زنج cDNA فوق، بينوترك دياز پلاسم ريمراحل ز

 ـانتقال ا يبرا يديجد يجدا و سازه ژن  ـب ژن جهـت  ني در  اني
  .پستانداران ساخته شد يها سلول

بتـا از وكتـور،    رهيژن زنج يساز جدا يبرا: ونيكاسيفيامپل
شـده و مـورد اسـتفاده     يطراح ريز يبا توال مرييك جفت پرا

  ).1شكل (  گرفتقرار 
Forward primer: BFCHO 

 
5'- CCC – AAG – TCC – GCT – ATG – GCG – ACA – CTC – CAG – TTT- TTC – GC – 3' 

    
          Hind III         Kozak Sequence                start  

 
Reverse primer : S1PICR 
 

5' – CCC – TCT – AGA – GCT – GAA – TTC – TTA – TTC – TTT – CAT – TTC – ACC – 
AAA – GG – 3'                                                     

 EcoR I 

   بتا از وكتور رهيژن زنج يساز جداراي پرايمر طراحي شده ب. 1شكل 
  

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

  1392تابستان، )48پياپي( 4، شماره 14جلد                                                                                                       كومش

384 

 

PCR بــا اســتفاده از T.V-F475β  ،10بــه عنــوان الگــو 
، MgSO4( ،dNTP (0.4mM each) فاقــد( بــافر تــريكروليم

 واحـد  mM0/5 ،10  ، هر كدامS1PICR ، وBFCHO مريپرا

Pfu DNA polymerase و MgSO4 (5.5 mM)   در حجـم
  .انجام شد تريكروليم 100 يينها

دقيقـه و   5درجه  95با يك سيكل ابتدايي  ونيكاسيفيامپل
هـر   گراد يدرجه سانت 72و   58، 95متوالي شامل  كليس 30

 10 گـراد  يدرجـه سـانت   72ثانيه و يك سيكل نهايي  45كدام 
 يمنظور دماهـا  نيا يبرا. دقيقه انجام شد 1درجه  25دقيقه و 
رد نظـر  قطعـه مـو   يقرار گرفت اما برا شيمورد آزما يمختلف
. بـود  annealing يدمـا  نيگـراد بهتـر   يدرجه سانت 58 يدما

ژل آگارز الكتروفـورز شـده و توسـط     يبر رو PCR محصول
  .ديگرد صيشركت فرمنتاس از ژل تخل K0513 تيك

در  Hind III يم ـيآنز تيسـا  مريپرا يدر طراح: نگيكلون
معكـوس جهـت    مريدر پرا EcoRI و مرفوروارديپرا 5' يابتدا
با توجـه بـه    .قرار داده شد pcDNA3.1 ديدر پلاسم نگيكلون

و  PCR محصـول  م،يدو آنـز  نيا يعدم وجود بافر مشترك برا
 ـجداگانه ابتدا بـا   pcDNA3.1 ديپلاسم و پـس از   ميآنـز  كي
 ـتوسط ك صيتخل   و حـل كـردن در  ) فرمنتـاس ( K0513 تي
µl20 هـر واكـنش بـا    . دوم برش زده شد ميبا آنز زهيونيآب د

  µl 20 بافر، µl 20 م،يآنز µl5  شامل از µl100  ييحجم نها
ــم ــدت   آب µl 55 و ديپلاس ــه م ــاعت در  1ب ــه  37س درج

كـرد هـر    از عمـل  نـان يجهت كسب اطم. گراد انجام شد يسانت
ژل آگـارز الكتروفـورز    ياز محصول واكنش رو µl3  ها ميآنز
 1فسفاتاز به مـدت   نيآلكال ميآنز ديبرش پلاسم طيبه مح. شد

 د،يپلاسـم  5' يشـدن انتهـا   لهيساعت افزوده شد تا بـا فسـفر  
 ـ ييها مجدد دو سر مولكول امكان اتصال  يطـور تصـادف   هكه ب

 Ligation يـك  .برود نياند از ب برش خورده ميآنز كيفقط با 

Mix ميحاوي محصولات خالص شده پلاسميد و ژن بتا و آنز  
 T4 DNA Ligase گـراد در   يدرجه سانت 4شب در  كيتهيه و

  .قرار داده شد خچالي
ــ ــتفاده از محــ ـ : ونيترانسفورماسـ ــا اسـ در  TSS طيبـ

حاصله  يساعت از كلون 24پس از . انجام شد  'Top10Fسلول

از كنتـــرل  يكلـــون 2راه  انتخـــاب و بـــه هـــم يكلـــون 14
داده  يكشت شطرنج 'pcDNA3.1 Top10F/ ون،يترانسفورماس

  .شد
Colony PCR : ــر كلنـ ـاز ــطرنج  يه ــت ش ــ يكش  كي

 10و پس از  هيآب ته تريكروليم 100در  يباكتر ونيسوسپانس
بـه عنـوان الگـو     يـي رو از سوپ وژيفيجوشاندن و سانتر قهيدق

 از يبــه طــرز مشــابه. اســتفاده شــد Colony PCR جهــت
ــ ــ ونيسوسپانســــــ   و E.coli/T.V-F457β دهيجوشــــــ

Top10F'/pcDNA3.1 يو منفعنوان كنترل مثبت  هب بيبه ترت 
 ـ طيبا همان شرا  PCR.داستفاده ش  ـ يقبل  Taq DNA بـا  يول

polymerase كه ييها كلوناز . انجام شد Colony PCR ها  آن
 يحــاو LB broth طيدر محــ يكلــون 3مثبــت بــود تعــداد 

 high pure plasmid تيكشت داده شد و توسط ك نيليس يآمپ

isolation kit  شركت Roche ديگرد ديپلاسم صيتخل.  
 ـنوترك ديچهـار پلاسـم   يم ـيآنز زيآنـال : يم ـيآنز زيآنال  بي

در بافر مخصوص آن انجام  NcoI ميآنز لهيوس هشده ب صيتخل
 قطعه يدر دو سو ديپلاسم يبر رو ميآنز نيمحل اثر ا. گرفت

insert ديپلاسم. شده قرار دارد pcDNA3.1+ ـن  بـه عنـوان    زي
بـه   ،درجـه  37 يها در دمـا  نمونه. ديگرد يميكنترل هضم آنز

هـا بـر    و الكتروفورز تمام نمونه ديگرد نكوبهيساعت ا 1مدت 
ها  ياندازه مورد انتظار در تمام كلون. انجام شد% 2/1ژل  يرو
 ـنوترك يدهايپلاسـم . شد دهيد -+pcDNA3.1 نيبـا عنـاو   بي

F390β1, 2, 3 دنديگرد يگذار نام.  
 نيـي تع pcDNA3.1+-F390β1,2 يهـا  كلون: يتوال نييتع
بـا   يتـوال  نيـي تع جـه ينت). آلمان MWGشركت ( ديگرد يتوال

ــه  ــتفاده از برنامــــــــ ــا Blastاســــــــ  تيســــــــ
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast ــا ژن ــابق ب ــا جهــت تط  يه

  .شد يبررس Genbankگزارش شده در 
  

  نتايج
نشان  2مطالعه در شكل  نيدر ا نگيكلون كيمراحل شمات
نشان داده شده اسـت   3طور كه در شكل  همان. داده شده است

 pfu ميو آنـز  S1Pic Rو  BFCHO مـر يبا استفاده از جفت پرا
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در غلظـت   گـراد  يدرجـه سـانت   annealing 58-55 يدر دما
 ـا يطور اختصاص هب Mg++ ونيثابت   ـفيامپل FSHbژن  ني  هي
  .تشده اس

 ـسـاخته شـده در ا   بينوترك ديشماتيك مراحل ساخت پلاسم .2شكل   ني
  مطالعه

 PCR F1-390β  with  Pfu DNA Polymerase: 3شكل 

در غلظت : 2ستون . 55و دماي  Mgمولار يون  5/5در غلظت :  1ستون 
مولار يون  5/5در غلظت : 3ستون . 56و دماي  Mgمولار يون  5/5

Mg مولار يون  5/5در غلظت : 4ستون . 57و دمايMg 58و دماي .
كنترل مثبت : 5ستون     . )شركت فرمنتاس(  100bpماركر : Mستون 

  PCRكنترل منفي واكنش : 6ستون. PCRواكنش 
  

به تعـداد   pcDNA3.1ديدر پلاسم PCR محصول نگيكلون
بـا   يكلن 14ها  آن نيكه از ب ديترانسفورمنت منجر گرد ياديز

ها ژن مورد نظر  اكثر كلون. ديگرد يبررس Colony PCR روش
ــتند ــارز الكتر. را داش ــورز ژل آگ ــون تحــت  6وف ــوانكل   عن

Colony PCR  ـاز م. نشان داده شده اسـت  4در شكل  آن  اني

هـا   آن Colony PCRكه   F1-390β 1-6 يها يدسته از كلون
 ـانتخاب گرد )B3و  B1 ،B2( يكلون 3مثبت بود،  و پـس از   دي

ــا   ــبانه در دمـ ــت شـ ــط ك  37 يكشـ ــه توسـ ــدرجـ   تيـ
Roche) High pure plasmid( انجـام شـد    ديپلاسـم  صيتخل

نشان % 7/0ژل  يشده بر رو صيتخل يهاديالكتروفورز پلاسم
و مورد انتظـار را دارنـد    سان كي زيسا ديداد كه هر سه پلاسم

  ).5شكل (

و  5و  4و  3و  2و 1 يها ستون. Colony PCRواكنش  :   4شكل
6 :F1 - 390β .سـتون  .يكنترل منف: 8 ستون. كنترل مثبت: 7 ستون M   :

  )شركت فرمنتاس( 100bpماركر 

 High pure plasmid isolationتخليص پلاسميد با كيت . 5شكل 

kit .ستونB1  : پلاسميد تخليص شدهB1 .ستونB2  : پلاسميد تخليص
 B3پلاسميد تخليص شده :  B3ستون. B2شده 
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سه نمونـه انتخـاب شـده بـا      هر يدر آناليز آنزيمي بر رو
 و مورد انتظار قطعات به دست آمد حياندازه صح NCOI ميآنز

 pcDNA3.1+-F390 β1 نيتحت عناو ديدو پلاسم ).6شكل (
 ـگرد يگذار نام pcDNA3.1+-F390β2و  لي اتـو  نيـي و تع دهي
ده تطابق كامل ژن مورد نظر دهن نشان يتوال نييتع جهينت. ديگرد
كه  ييجا از آن. باشد يم GenBankگزارش شده در  يها با ژن

كلون شدن ژن است  هيقبل از ناح ديپلاسم ياز رو يتوال نييتع
 ـن Kozak sequenceو صـحت   ديبودن ژن بـا پلاسـم   ميفر  زي
  .ديگرد دييتا

. pcDNA3.1-F390β ديپلاسـم  يبـر رو  NCOI  مياثر آنز .6شكل 
 pcDNA3.1-F390:  2سـتون . pcDNA3.1-F390 β 1:  1ستون

β 2 .ــتون ــتون. pcDNA3.1-F390 β 3:  3س ــميد :   4س پلاس
pcDNA3.1 .ديپلاسم:   5 ستون pcDNA3.1  (uncut( .6 ستون   :

  )شركت فرمنتاس( 1kbماركر 
  

  گيري بحث و نتيجه
 ـژن زنج cDNA نـگ يمطالعه، كلون نيهدف از ا  يبتـا  رهي

داران به منظـور سـاخت    پستان يانيدر وكتور ب FSHهورمون 
 ـاست تا بتواند جهت انتقال ژن ز يا يسازه ژن   FSHβواحـد   ري

  . رديمورد استفاده قرار گ CHO ريداران نظ پستان نيبه سلول لا
واحد بتـا   ريبوده و ز لهيكوزيگل FSHجا كه هورمون  آن از

 Asn7و  Asn24 نيآسـپارژ  يهـا  نـه يآم ديهورمون در اس نيا
 ـوتيپروكار سـتم يگـردد س  يم لهيكوزيگل يطور اختصاص هب  كي
منظـور   نيبد .باشد يهورمون نم نيا ديتول يبرا يمناسب زبانيم

 ـانتقـال ژن ز  يبـرا  يمناسـب  يژن يها سازه  ـا ياهواحـد  ري  ني
 ـداران با پسـتان  يها هورمون به سلول ]. 2،5[ سـاخته شـود   دي

مسـتقل از كرومـوزوم    يحلقـو  يا دو رشته DNAها ديپلاسم
ها وجود دارند و  ياز باكتر ياريدر بس يعيطور طب ههستند كه ب
 ـ  يهـا  ژن يمانند برخ ـ ييها حامل ژن  ـب يمقاومـت آنت  يكيوتي

هـا از   آن يرو رموجود ب يها و ژن دهايانتقال پلاسم. باشند يم
. شود يانجام م عتيبه وفور در طب گريد يبه باكتر يباكتر كي

ــم  ــاختار پلاس ــيطب يدهايس ــد ،يع ــوبع ــاخت  يها الگ س
 ينقـش اساس ـ  كيژنت يشد كه در مهندس يتجار يهاديپلاسم

 سـتم يهـا در س  و انتقـال ژن  نـگ يهـا، كلون  ژن يورز در دست
 يها از روش يكي يديپلاسم نياستفاده از ناقل. دارند ييايباكتر
 ـبه داخـل   گانهيو پركاربرد در انتقال ژن ب ياساس سـلول   كي
 ـ يم ييايباكتر  يهـا  هـا سـلول   يبـر خـلاف بـاكتر    كنيباشد ل
بـر   .باشند يم يعيطب يديداران فاقد هر گونه ناقل پلاسم پستان

 ـباكتر يهادياز پلاسـم  يريگاساس بـا الگـو   نيا شـاتل   ،يياي
سـاخته شـده اسـت كـه      زبانـه يم چند يها ديپلاسم ايوكتورها 

جهت  اليباكتر ستميس يعلاوه بر دارا بودن تمام عناصر ضرور
 گانـه يانتقال ژن ب يبرا يديعناصر كل نگيو كلون يساز همانند

 زيها ن سلول نيدر ا نيپروتئ انيداران و ب به داخل سلول پستان
  ]. 6[ ها گنجانده شده است در ساختار آن

 يدهد كه در مرحلـه مقـدمات   يامكان را م نيوكتور ا شاتل
اجـرا شـود    ييايباكتر ستميژن در س يورز دست اتيعمل هيكل
 يينهـا  يژن يها تا سازه) مطالعه انجام شد نيچه در ا آن رينظ(

 يهـا  مانند سلول كيوتيوكاري زبانيبه م گانهيجهت انتقال ژن ب
 pCDNA3.1 (Invitrogen). داران سـاخته شـود   پسـتان  نيلا

 ـدر ا يينهـا  يساخت سازه ژن ياست كه برا يشاتل وكتور  ني
 يضـرور  يعـلاوه بـر اجـرا   . مطالعه مورد استفاده قرار گرفت

 ـدر ا pCDNA3.1موجـود در   يك ـيژنت يورز دسـت  يبرا  ني
بـه   نيپروتئ انيب شيبه منظور افزا زين Kozakمطالعه سكانس 
   .آن اضافه شد

 FSH يهـا  ژن نـگ يكـه جهـت كلون   يمطالعات مشابه در
 يبـرا  يكـه ارزش اقتصـاد   يواناتيح ژهيو همختلف ب واناتيح

ها در معرض انقراض قرار دارد انجـام   نسل آن ايانسان داشته 
 ـ  يبرا يمتفاوت يها يشده است استراتژ  بـا  يساخت سـازه ژن
 ـشاتل وكتورها جهت انتقـال بـه سـلول لا   استفاده از انواع   ني
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و   Chen، 2010در ســال  .اتخــاذ شــده اســت داران انپســت
كـرد پروموتـور    عمـل  يو بررس ـ نگيكلون وان،يكاران در تا هم
 را انجـام دادنـد  ) Zebra fish( رايز يماه FSH يواحد بتا ريز
 βو  α رواحديز cDNAكاران  و هم Nagae زيدر ژاپن ن]. 10[

 سسـكان  نيرا كلون كردند تا ا يژاپن يمارماه II نيگنادوتروپ
 سـه يمقا ياسـتخوان  يانواع ماه گريد يها را با ژن يدينوكلئوت
 ـ هم]. 9[ كنند كـاران در   و هـم   Shen ، 2006در سـال   نيچن
اردك را  زيپوفيمترشحه از ه FSHواحد بتا  ريز cDNA وانيتا

پرنـدگان و   گـر يد يبرخ ـ يواحـد بتـا   كلون نمودند و با زيـر 
در  2011سـال   در محققان ديگـر ]. 9[ كردند سهيمقا واناتيح
را انجام  يگاو زيپوفيبتا غده ه ديپپت يپل زيو آنال نگيكلون نيچ

  ]. 10[ نمودند يآن را بررس يها ونيدادند و انواع موتاس
 (Invitrogen)يلوبازيك 4/5 ديمطالعه از پلاسم نيدر ا ما

pcDNA3.1 علاوه بـر پروموتـور    ديپلاسم نيا. مياستفاده كرد
CMV شروع و  يبراBGH pA ژن در سـلول   انيختم ب يبرا

 ـتكث يبـرا  يساز منشا همانند يدارا وتيوكاري  يدر بـاكتر  ري
 ـ   يها ژن يبه علاوه دارا. باشد يم و  نيليس ـ يمقاومـت بـه آمپ

 ـجهت انتخاب كلون صـحيح بـه ترت   نيسينئوما در سـلول   بي
شروع  يدر حد فاصل نواح. باشد يم وتيوكاريو  وتيپروكار
شـده كـه    يطراح ـ Multiple cloning site هيژن، ناح انيو پا
 ـ  برش يها مياثر آنز گاه يجا يحاو باشـد و   يدهنده مختلـف م

 ـ لهيبـه وس ـ  ديامكان درج شـدن ژن را در پلاسـم    يهـا  ميزآن
مجموعـه   يهاديپلاسم]. 11[ كند يم جاديدهنده مختلف ا برش

pcDNA3.1 ــارا ــه ســلول يخــوب ييك ــال ژن ب ــا در انتق  يه
  . اند نشان داده وتيوكاري

 ـا در  ـژن ز cDNA يســاز مطالعـه كلـون   ني واحـد بتــا   ري
فاصـل   ، در حـد pcDNA3.1در وكتور  يانسان FSHهورمون 

در دو . انجـام شـد   HindIIIو  EcoRI يها مياثر آنز گاه يجا
 يو توال ميدو آنز نياثر ا يبرا يمحل مريژن، به كمك پرا يسو

 Kozak.شد يبازساز) Kozak sequence( بوزومياتصال به ر

sequence ـنوكلئوت يتوال  مولكـول   يرو) GCTATGG( يدي
mRNA ـدر شروع ب يا كند كه نقش عمده يم جاديا  ژن در  اني
 ـا. دارد وتيوكـار ي يهـا  سلول توسـط   mRNAبخـش از   ني

 گـردد  يم ييشناسا نيپروتئ انيبه عنوان نقطه شروع ب بوزومير
 NcoI ميدر وكتور با استفاده از آنـز  يساز پس از كلون]. 12[

 ـبـرش و در داخـل ژن    گـاه  يدو جا ديپلاسم يرو ركه ب  كي
انجام گرفت كه پـس از انجـام    يميآنز زياثر دارد، آنال گاه يجا

، 1351bpرفت سـه قطعـه    يگونه كه انتظار م الكتروفورز همان
735bp ، 3342bp حيبه دست آمـده صـح   جينتا. به دست آمد 

  .كرد دييرا تا ديپلاسم نيبودن ساختار ا
 ييابتدا هيكه در ناح AOX مريبا استفاده از پرا يتوال نييتع

 ـبه ا. قرار دارد، انجام گرفت ديپروموتور پلاسم نـه   لهيوس ـ ني
و  Kozak يشده، توال يبازساز هيژن، كه صحت ناح يتنها توال

 ـرا ن ديبودن ژن با پلاسم Frameبه علاوه   ـتا زي در . نمـود  ديي
 ـا ي كننده كد يواحنشان داد نسازه  نيا يتوال تينها ژن بـا   ني
  .تطابق كامل دارد GenBankگزارش شده در  يها ژن

 قيتحق نيحاصل از ا بينوترك ديپلاسم يمطالعات بعد در
داران  پسـتان  يهـا  واحد بتا به سلول ريز ديتول يبرا توان يرا م

 ـنوترك ديبا پلاسمراه  هم ايمنتقل نمود   ـژن زنج يحـاو  بي  رهي
در قالب  ايرت مجزا وبه ص ينيكوپروتئيگل يها هورمون يآلفا
  .كار برد هب FSHهورمون كامل  ديجهت تول βαكاست  كي

  
  تشكر و قدرداني

بدين وسـيله از معاونـت محتـرم آموزشـي و تحقيقـات و      
كه چنـين شـب   فناوري دانشگاه علـوم پزشـكي سـمنان و هـم    

دريغ خود ما را ياري  هاي بي بيوتكنولوژي كشور كه با حمايت
  .مودند كمال تشكر و سپاس را داريمن
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Introduction: Follicle stimulating hormone (FSH) is one of the glycoprotein hormones of pituitary gland 
that consists of two subunits, alpha and beta. Beta subunit has 111 amino acids and a signal peptide, which 
is consisted of 18 amino acids and it is responsible for biological activity of the hormone. The aim of this 
study was to construct a pcDNA3.1FSHβ expression vector in order to transfer FSHβ gene into a 
mammalian cell line. 

Materials and Methods: To sub-cloning of beta chain from T.vector, a pair of primer was designed that 
they had a site for EcoRI and HindIII in addition of the start and stop site of the beta chain gene. Amplified 
beta chain was cloned in pcDNA3.1 at the site of the mentioned enzymes anvd the recombinant plasmid 
was transformed into E.coli cell. The resulting colonies were checked by PCR re-amplification. The 
plasmid was purified from some positive colonies. The accuracy of purified plasmids were confirmed by 
both enzyme digestion and sequencing. 

Results: Enzyme analysis and sequencing demonstrated that pcDNA3.1-F390β had both correct 
construction and gene sequence which had an exact correlation with reported FSHβ gene in GenBank. 

Conclusion: This recombinant plasmid structurally is correct and is proper for transmitting into 
mammalian cell culture. 
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