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��&��#' # �� �2��� �� ��&��#' �2�(��� $�%#��� ���
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	WX ���� � ��8 �� ���� 
� 7<�=	 $��� ��

�
��� �� �L�2����	�8 �1� (	 ���#X �2�6� �%

 #+�2� ���� ��U2� 
� #�Y �D	�� 	
 �� 
	WX�%

�]�� ��  �22%)^(.��8 ��=�28 ������ #+�2�

 ���� �	!�� _�U2� 
� ���1% 0�� �% ��� 
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�V �� 0 	!3	 �

��2�� ����S	�� 6 ���
 ��2�� ���= ��� � �!��
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�� ��� 
�%�  ��� #+�2��� 
	#c ���#�X _�U2� �%
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 �
	�#� ���
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��=�� �-

���mRNA � �  ���S	�� ��
�A� :	#V	 ���

 h�#8 ���%)AUG ( ��#�)-e�-Z�-^(�

h�#8 ���% ��" ��)-b(#A�
 �S	�� 7�V �)-B�

MJ (�� �' � ����i�� �S	�� > ���a 
��=�� !�� �

��#� h�#8 ���% ����)-^�M-�MM(�Xg � -

7��S�� (	 ������mRNA *� 
�%�  #' ���

 	
 ��#� h�#8 �g � �� � ��#� �% �2�6� �S�1�
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	#c #�a�22% .�S	��
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)-Z�MI.(n
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��#� � T
�% ��#� i�� 
� �S	�� � 	 C� E!�����

� ���Q��	 ���% �9+ ��#� i�� >?��� ��	�2�

 ��	 ��#� h�#8 ���%)M\�Me.(*�@S�o�

	� ��k� l1�Q� j	(�% �S	�� 
�qD �% ��	 ��

�� ��&��#' ���� 0 	!3	 $��� ��8 )MZ.(���� ��


�%W� $S�o� ������� 0 	!3	 ��1��c j	(�% �S	��

��&��#'�
	� 	
 $�%#��� ��� .0��g' � 	 
����


��%�3 �� ���� ��#� i�� :��B
	#c �� ����@�	

 ��#� h�#8 ���% (	 CAc j	(�% �S	�� ��	�

)ATG ( 
��%�3 (	 ��� �2�� 
�B��#�2 	 ��	� �%

-��	 ���6�	 ����1X��� ��)--(�c�� ����

 
��%�3B7�1� 
� ���6�	 ��� #�6��� �	�Q�

 �2�rCHO �3#X 
	#c �@S�o� �
�� .

e�� � �3�
 G��

/%2+�1 e�7 � ��� 97l� :H3�3�,�2�� "T��7 i�� :
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�#�N�� n���1%��k #8	 )�	�g�	#� [�s #�T(

CD	#� �	#����6��(�� 8 ���)��	�.�S�1� d�


CHO � �	# 	 �S�1� 5��� (	 ��8 �
	� #= �


��%�3 ���� �L� 
	����6' �S�1� ���!�� �	�2�B

�3#X 
	#c ���)��	 �
�� .$�%#��� d(��pET26-

hFIX-I )--(�����!3	 �L� 
� �"S	 �	�2�

#3 
� j	(�% �S	��T�2 PCR 	�8 ���)�� .� 	 
�

 ���<' O��9�pcDNA3 )���#� �2 	 [�s #�T (

����� d(�� �D	#V �	#� � �' 
��%� �	�2� ��
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�� �	
	����6' ���

�3#X 
	#c .�(�� �� ��	� ��8 ��=�� ����� ���

���T �� ������� ��6��2� 5����� �t=�8 �	�2�

�2�6� ���Q��	 .�# 	#' � 	 
� ��8 ���)��	 ��

 O��9� # ( u#8 �� ���ST �%#8 m���MWG 

���8 ��=��.


8�$,\ :��+ n ) � 9 # �3�
 :���� + � "��:

�kN m�9�LBv�#�N�� �kN m�9� �	�2� ��

�8 ���)��	.�w�T��1�� C�'�#'�! 	 ���6 �����% �

� (��%i�X���)IPTG ( �Xgal)�� $��#� ��

 �U1Y-JJ �IJ�MJ �MJ5 
� E#X�#���

�1�� �k% m�9� #��S (�� (��� *
�+ 
� ����

�8 ���)��	 ���Q��	 �kN m�9���._ !�T NotI  �

DraI �T4 DNA Ligase ��6���2� �)G-418(�

��N 7�x9� t�1Q� ���PCR ����<' �C���

 �����3 �ks)6�	#�Z�N#8 (	 n
)��ST (

 #=� �#X �
	� ._ !�TBamHI ���<' �

y2���1% pTZ57RT 8 �
	� #= (��2�#3 (	�.

��<'�
��N�3 �c�3B�N#8 (	 ���6�		�"��

)�6�	#3 (�8 �
	� #= .�� ��6�	 �@�AV ���<'

 
��N�3 ����@�	 �6� �
	�����	 
	��� _�
 :��

B�	# 	 ��= 7����	 ���(�� (	 �z	��	 *
�+ ��

��T ���� .m�9� �k% ���DMEM {�

Hams-F12 �sA�X �%#8 (	)�s #�T (�8
 �L�

7�1� ���CHO �8 ���)��	.

�7� /��� /��DNA : 

��� �(
���� DNA n�
 |��	 #� ���

 �8 E�?�	 y2���1N �
	�����	)M^.($�%#��� d(��

pET26-hFIX-I #�f�� �L� 
� �"S	 �	�2� ��

 $�%#��� >@ocK-E1-I1-E2-4 ) 	C��8 �@oc �

��!X	 ���-��\7��S��cDNA 
��%�3 ��B

١ Luria-Bertani 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium ٢

5'GGATCCGCCACCATGCA 
GCGCGTGAACATGAT 3  ́hFIX-K-E1-F 
5' CCT TGC AAC TGC CGCC 
ATTTA AAC 3' hFIXE4-R 
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� ����1X��� ��

��!X	 ���-�M�
	� 
	#c �T (�8 ���)��	 .

S	}�	���	 �� j	(�% �S	�� 4�9cDNA �%�3 ��}
�

B� � 	 ��	� 
	#c ��}�S	�  	#' �	���	 
�}#

hFIX-K-E1-F ����	�8 # W' .� �� E�?�	 
�U2

���6� C�~ ��L��	 
� �(��e 	#'}���#

hFIX-K-E1-F �hFIXE4-R��" �� $��#� ����� 

� !�TBamHI �DraI ��	 ��8 �D	#V .

"T3�* c  W*:

���6� j	(�% �S	�� 
�qD �9+ ��8 �(�� 
�

 d(��$�N#��� pcDNA3-K-hFIX-I ���)��	 ��

 (	 �S	�� ���@� ��"��� �� ABI 373  )��ST [

MWG (# 	#' (	 ���)��	 �� ���� �+�x�=	

�]��  � �#X.

c�[-�,3%* � 6��7 ��G:

7�1� ���CHO ���� 
�I^����� >�
� 
�k3 ��	#X

 #)6�	e%CO2 �k% m�9� 
� �Hams-F12 �

DMEM �A6� ��-/-�� �%-J�+
� ��2� E#� (	

 ����XU/ml -JJ�2' ��1��G�100 µg/ml  

�'#��	�8 ��	� �8
 ��� ��8 �2Y �6 ��� .

�k�3�w�S n�
 �� �k�)6�	#� ��1' 
� 08 ���

���= �	�3#X *
�+ .
�U2� � 	 �	#�7�1� ���

CHO ���DM\�ks)6�	#� 02N	� (	 CAc ����

 
�_%	#�JJJ/-IJ –JJJ/--J���= #� �	(	 �� 7�1�

���8 ��	� �kN .�ks)6�	#� 02N	� �	#� n�
 ��

�k�3�w�SµlI�����3[Z��µlB^ � �' �k% m�9�

)�c�3���T � E#� 5�����(*�� �� � ��1Q�e���c�

 *
	#D ��
� 
�4��	 �8 ��	� 
	#c .4�3 ��1Q� ��

µgM$�%#��� ���<' ���� ��1Q� (	 ;' � �3�p	

 Cc	�D *�� ��IJ�8 ��	� 
	#c 4�V	 ���� 
� ���c� .

�L� ��1Q� �� �����6� ;w� ��1�7��
�ml M

� �#X �3�p	 � �' �kN m�9�.�ks)6�	#� 02N	�

 *�� �	#� Cc	�DZ�3�  ��	�	 ���� .;w� m�9�

�k% �� � �' � �
�T�k% m�9� 7�1� �� C��N ��

� �#X �3�p	 .(�
 � E�� �ks)k�	#� (	 ;' E��

�� ��
#� �	#� �kN m�9� �� �(�� m�9� � �
�T

7�1� �8 �3�p	 ��.

��3�,3��2+�� /��(W,3 � T�W� /% &@",��,3:


��N�3 � ��S��� ��S�@3 B(	 ���)��	 �� ��8 ����

 
��N�3 �c�3 ���6�	 ���<'B�PTT 7�@3��8�

�N#8 �1���� ��8 _�	#3 C@S	
���� �� O��o� ��S��

��22% � �#X ���@� .
��%�3 ��S�@3 �	!�� ��Q� �	#�

B(	 ��8 ���� ���6�	 
	����
	�����	 �8 ���)��	 �

�%�����@�	 ��S�@3 (	 ���)��	 �e�c
 l1�Q� (	

� ���<'��	#�� ��8�@�AV ��6�	 )-ZJ/-�bJ/-�

\J/-�MJ/-�-J/-(�� 
�"S E�� WY�N ��
 ��1� #�

_��#� ���@�	 ���( �8��� �.����@�	 �6� E�?�	 �	#�

µl-JJ (	#����� ��µl-JJ c�3 ���<' (	 �


��N�3 B�µl-JJ (	PTT 7�@3 ����c� � ��1Q� ��8

I*
	#D ��
� 
� ���c�I^����� ��
��	#X 
	#c

�8 ��	� .;w�µl-JJ #1N _�61N	� mM MeCAc (	

 
� ��8 E#XI^����� ��
��	#X ���( � �3�p	 �T ��

�(	��	 ���@�	�8 �#�X �����@�	 ��S�@3 ���� #� #�

	 
	��� |��	� �#X ���@� �
	�����.

	2��� ��

I����7 �!�7� G%*�, /��:

� �=��}$�%#��� d(�pcDNA3-K-hFIX-I �

� :�� ��}�� ��#� i�}�%�3 ��}
�B�S�1� d�
 
�

CHO 
�\*
�+ �� �% �3# W' *
�+ �1D#�

 C�8 
� 5���8-��	 ��8 ��	� 0 ��.

3 Activated Partial Thromboplastine 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

H3��[9� � �$���0�
 �3�XH� 1 �� S3��G "T3�* ��2G��@t��(W,3 /=>; 
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