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 CHOدر رده سلولی  بنوترکی نیرودژن هی انکلون سازی و بی

 2ی، فرانک عال2یدریح لادی، م*1زاده فیشر یعل
 

 چکیده
 می باشد که از غدد بزاقی زالو ترشح و به اسیدآمینه 65-66هیرودین پروتئینی به طول 

ده وب ومبینعنوان یک داروی ضدانعقاد مطرح است. این دارو مهارکننده بسیار قوی تر

 یان ژنبهدف از این تحقیق بررسی  های عروقی موثر است.سو در ممانعت از ترومبو

حاضر،  به عنوان یک سلول یوکاریوتی بود. در مطالعه CHOهیرودین در سلول های  

کیب کلون گردید. وکتور نوتر (+)pcDNA3.1بازی ژن هیرودین در وکتور  221قطعه 

ن ژن هیرودی یپوفکتامین ترانسفکت گردید. بیانلاستفاده از با  CHOهیرودین در سلول 

و هضم  PCRبیان ژن هیرودین با . در نهایت سنجش گردید RT-PCRبه وسیله  

ای افته هیدید. آنزیمی تایید گردید. وکتور نوترکیب در این تحقیق با موفقیت آزمون گر

د پلاسمی. تحقیق نشان داد که بیان ژن هیرودین با موفقیت صورت گرفته است

روتئین . بنابراین پکردبیان  CHOهیرودین را در سلول مربوط به  mRNA  ،نوترکیب

ش از رو یکیمی تواند در تحقیقات بعدی به عنوان  مطالعهنوترکیب تولیدی در این 

یرد و رار گهای مکمل در امر درمان و اختلالات قلبی عروقی و انعقادی مورد توجه ق

 به کار گرفته شود.

  گ.نیکلون ن،یرودیه ،ژن انیب :واژگان کلیدی

 15/3/1399تاریخ پذیرش:    3/1/1399تاریخ دریافت: 
 

 مقدمه
حجامت )خون گیری سطحی( فصد )خون گیری عمقی( و 

 از روش های درمانی زالو درمانی )خون گیری نیمه عمیق(

 ،1مرسوم در طب سنتی بسیاری از کشورهای دنیا می باشد )

 انی توسط اداره غذا و دارویزالو درم 2004(. در سال 2

ز در بین بیش ا (.3مورد تایید قرار گرفت ) (FDA) مریکاآ

بیش از همه  Hirudo Medicinalis نژاد ،گونه زالو 65

زالو از گذشته در طیف وسیعی از  (.4استفاده می شود )

مشکلات  بیماریهای پوست، اختلالات سیستم اعصاب،

ده شلات دندان استفاده سیستم اداری تناسلی، التهاب و مشک

 (. امروزه از زالو برای درمان کمکی آبسه،5است )

 تو برخی اختلالا سارتریت،گلوکوم، میاستنی گراو، ترومبو
شهرکرد،  ،یواحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلام ،ی،دانشکده دامپزشک یولوژیکروبیم یگروه آموزش -1*

 (sharifzadeh@iaushk.ac.ir)رانیا

 رانید، اشهرکر ،یواحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلام ،یوتکنولوژیب قاتیمرکز تحق -2

(. هم چنین زالو درمانی با 6وریدی استفاده می شود )

ست موفقیت برای درمان هماتوم اسکروتوم نیزاستفاده شده ا

ز (. پرفشاری خون، آنژین صدری، انفارکتوس میوکارد نی7)

 ستن اثرکذار ااز موارد دیگر می باشد که زالو درمانی برآ

 طور (. اثربخشی بزاق زالو در بیماری های قلبی عروقی به8)

عمده ناشی از وجود یک مهارکننده اختصاصی ترومبین به 

 زادآکنندگی قوی بر ترومبین  رنام هیرودین است که اثر مها

رین این پروتئین مهم ت(. 9ترومبین متصل به لخته دارد ) و

لو است که خاصیت پروتئین ضد انعقاد در بزاق زا

ت هیرودین اثرا(. 10ضدانعقادی قوی تری از هپارین دارد )

 میتپایدار و یکنواخت وابسته به دوز داشته در انسان مسمو

ه هیرودین تنها ماد .(11) نداده و بی حسی موضعی می دهد

 ضدانعقاد مشتق از حیوانات خونخوار است که توسط

ایید اهداف بالینی ت برای (FDA)سازمان غذا و داروی آمریکا 

. هیرودین در پیشکیری از ترومبوز وریدهای شده است

 رترعمقی و حوادث ایسکمیک در بیماران مبتلا به آنژین موث

هیرودین برعکس مهارکننده های  از هپارین است.

 هایغیرمستقیم ترومبین )هپارین( و بدون نیاز به کوفاکتور

 نینن دارد. هم چاندوژن اثر بازدارندگی مستقیم بر ترومبی

 اخلداین ماده داروی انتخابی در بیماران مبتلا به سندروم 

نتی ترومبین( است. هیرودین به آ) کمبود  عروقی منتشر

د فیبرین و ممانعت از رش –علت مسدود کردن باند ترومبین

 عرضترومبوز دارای فعالیت پیشگیری کننده در بیماران در م

است. هیرودین موجب  خطر ابتلا به حوادث قلبی عروقی

 وریدهای عمقی و آمبولی ریه و موجب  سکاهش ترومبو
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  .(12)وریدی می گردد  سپیشگیری از گسترش ترومبو

 که از عصاره بزاق زالو ساخته Piyavit داروی ضد انعقاد

ه شده در بازار روسیه وجود داشته و در بیماران مبتلا ب

 می انعقادپذیری ترومبوفلبیت با اثر ضدالتهابی موجب کاهش

 .(13) شود

 ندا بربه عنوان مهار کننده ترومبین بفرم نوترکیب هیرودین  

مریکا آهم اکنون در  رفلودان )تولید شرکت برلکس( نیز

. برای بیماران دارای ترومبوسایتوپنی استفاده می شود

نیز اشکال دیگر نوترکیب  Desirudinو  Lepirudinداروهای 

تایید و با نام تجاری  FDA هیرودین بوده که توسط

Refludan  وIprivask  با توجه . (14)در حال استفاده است

به مزیت دارویی هیرودین و ارجحیت مصرف آن در مقایسه 

 عدم واردات این دارو در و سایر داروهای ضد انعقادبا 

بر اساس گزارش سالانه معاونت غذا داروی وزارت  کشور

ر د این داروی ضد انعقاد دتولی ، بهداشت و نداشتن رقیب

 داخل کشور ضروری به نظر می رسد. این داروی ضد انعقاد

هم  می تواند در بسیاری از بیماری های قلبی عروقی و

چنین در عمل های جراحی به کار رفته و خطر ناشی از 

ا آمبولی یا لخته شدن خون را که  به مرگ منتج می شود ر

بررسی بیان ژن ، ق این تحقیانجام هدف از کاهش دهد. 

 .بود (CHO)تخمدان هامستر چینی  هیرودین در سلول های

 

 کارمواد و روش
 سویه باکتریو  پلاسمید

امریکا( شاتل وکتور  –)اینویتروژن  (+)pcDNA3.1پلاسمید 

است  که دارای قابلیت کلون کردن ژن مورد نظر درون 

باشد.  سلول و بیان ژن در رده سلولی پستانداران را دارا می

باکتری به عنوان وکتور کلونینگ و بیانی و این پلاسمید 

به عنوان میزبان ایران(  ،)سیناژن F TOP10سویهاشریشیاکلی 

یک وکتور  (+)pcDNA3.1وکتور . پروکاریوتی انتخاب شد

که دارای قابلیت کلون کردن ژن  بسیار پر کاربرد است

سلولی  هیرودین درون سلول و بیان ژن هیرودین درون رده

پستانداران می باشد. هم چنین حاوی ژن مقاومت به 

نئومایسین است که به منظور غربالگری کلون های پایدار 

ترانسفکت شده در رده سلولی یوکاریوتی استفاده گردید. 

وکتور نوترکیب حاوی ژن هیرودین که به شکل 

pcDNA3.1(+)-Hirudin نوشته می شود،  چین( ،)ژن ری

فاقد ژن هدف(، هر یک به  pcDNA3.1وکتور خالی )

سویه باکتری اشریشیاکلی صورت جداگانه در باکتری 

TOP10F  به روش شیمیایی(CaCl2)  و با شوک حرارتی

انتقال داده شدند. پس از کشت و تکثیر باکتری های 

ترانسفرم شده، مقادیر لازم از پلاسمید های فوق الذکر تهیه 

دین در وکتور و تخلیص گردید. صحت حضور ژن هیرو

و روش هضم آنزیمی با آنزیم های  PCRنوترکیب با 

بررسی شد. تصویر شماتیک  KpnI/BamHIمحدودگر 

 پلاسمید نوترکیب حاوی ژن هیرودین به صورت زیر است.

 
 pcDNA3.1(+)-Hirudinتصویر شماتیک وکتور نوترکیب  :1نگاره 

 

 (CHO)چینی  کشت رده سلولی تخمدان هامستر

تخمدان هامستر از بانک سلولی انستیتو پاستور  رده سلولی

سرم  %10حاوی  RPMIایران تهیه و در محیط کشت سلولی 
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درجه  37استرپتومایسین  در دمای  %1پنی سیلین و  %1و 

 . (15) دی اکسید کربن کشت داده شد %5سانتیگراد و 

 

 ایجاد رده سلولی پایدار تولیدکننده هیرودین نوترکیب 

خانه ای کشت  6در پلیت های  CHOسلول  000/300ابتدا 

عین با مقادیر م مذکورترانسفکت در رده سلولی  داده شده و

با استفاده از محلول  و pcDNA3.1(+)-Hirudinوکتور 

لیپوفکتامین صورت پذیرفت. به منظور کنترل آزمایش، 

بدون ژن هیرودین نیز انتخاب گردید  (+)pcDNA3.1 وکتور

انسفکشن محیط کشت تازه حاوی ساعت پس از تر 48. 

ن میکروگرم به ازای هر میلی لیتر نئومایسین جایگزی 800

ه محیط بدون آنتی بیوتیک اول گردید. کلونی های مقاوم ب

ر حضور آنتی بیوتیک هفته رشد د 2-3نئومایسین پس از 

 . ( 15) ایجاد گردید 

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

 – ) اینویتروژنیزول اتررده سلولی فوق با استفاده از از 

کل  RNAشرکت سازنده،  بر طبق دستورالعملامریکا ( 

استخراجی بر  RNAاستخراج گردید. کیفیت و کمیت  سلول

 گردید و با استفاده از دستگاه بررسیآگارز  %1روی ژل 

ت با استفاده از کی cDNAسنتز  نانودراپ تعیین مقدار شد.

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit  ساخت

بر اساس روش کار  Thermo Fisher Scientific -شرکت 

 کیت، انجام شد. 

 PCRواکنش 

در  mRNAبه منظور بررسی بیان ژن هیرودین در سطح 

-(+)pcDNA3.1حامل پلاسمید نوترکیب  CHOسلول های 

Hirudin  واکنش ،PCR  با پرایمرهای اختصاصی ژن

با پرایمرهای زیر  PCRهیرودین انجام شد. در واقع واکنش 

 انجام شد:
Hirudin-F: 5’- TCATCAGCCTGCTCTTCCTCTTC -

3’ 

Hirudin-R: 5’- GGTCACGCACTGGTTGTCCTTG -

3’ 

 2میکرولیتر شامل  20در حجم نهایی  PCRواکنش 

پیکومول از هر یک از پرایمرهای  cDNA ،10میکرولیتر 

 ز میکرولیتر ا 10میکرولیتر(،  2رفت و برگشت )در حجم 

2X PCR Master Mix  ساخت شرکت یکتا تجهیز آزما، که

میکروایتر رسانده  20با افزودن آب دیونیزه به حجم نهایی 

برنامه دمایی دستگاه در سیستم ترمال  شد، صورت پذیرفت. 

سایکلر شرکت اپندرف به این صورت تنظیم شد. یک مرحله 

 چرخه 30دقیقه،  5درجه سانتی گراد به مدت  95دمایی 

 64دقیقه،  1درجه سانتی گراد به مدت  94دمایی به صورت 

درجه سانتی گراد  72دقیقه و  1درجه سانتی گراد به مدت 

ثانیه و نهایتا یک مرحله گسترش نهایی در دمای  40به مدت 

دقیقه در دستگاه به اجرا در  7درجه سانتی گراد به مدت  72

ز شدند الکتروفور %1روی ژل آگارز  PCRآمد. محصولات 

و پس از رنگ آمیزی با رنگ فلئورسان اتیدیوم بروماید با 

 .نور ماورای بنفش مشاهده شدند

 

 نتایج
 تایید حضور ژن هیرودین در وکتور نوترکیب

-(+)pcDNA3.1پس از ترانسفورمیشن وکتور نوترکیب 

Hirudin  و پلاسمید خالیpcDNA3.1(+)  در میزبان

باکتری های مذکور  (،TOP10Fسویه  E.Colپروکاریوتی )

در محیط کشت حاوی آنتی بیوتیک آمپی سیلین مقاومت 

نشان داده و رشد نمودند که نشان دهنده موفقیت آمیز بودن 

 مرحله ترانسفورماسیون وکتورها در باکتری میزبان بود.

آزمایشات لازم برای تایید صحت وکتور نوترکیب تخلیص 

هیرودین در این شده از باکتری ها، نشان دهنده حضور ژن 

-(+)pcDNA3.1وکتور بود. نتیجه هضم آنزیمی وکتور 

Hirudin  با دو آنزیمKpnI/BamHI  موجب جدا شدن ژن

هیرودین از وکتور گردید. الکتروفورز محصول هضم آنزیمی 

نشان دهنده یک باند بزرگ در حدود  %1روی ژل آگارز 

زی جفت با 330جفت باز مربوط به وکتور و یک باند  5410
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مربوط به ژن هیرودین بود. نتایج حاصل از هضم آنزیمی در 

 آورده شده است. 2نگاره 

 
با دو  pcDNA3.1(+)-Hirudin هضم آنزیمی وکتور نوترکیب :2نگاره 

  KpnI/BamHIآنزیم 

 CHOبیان ژن هیرودین در سلول یوکاریوتی 

نظور بیان ژن هیرودین، رده سلولی فوق با وکتور به م

pcDNA3.1  ،ترانسفکت گردید. پس از حاوی ژن هیرودین

 رده ،دو هفته کشت سلول در حضور آنتی بیوتیک نئومایسین

ای هپایدار ایجاد شد. در تصویر زیر شمایی از سلول  سلولی

 .(3)نگاره زنده نوترکیب و مرده مشاهده می گردد 

 RNAنتیجه استخراج 

از هر دو دسته سلول ترانسفکت شده با  RNAاستخراج 

وکتور نوترکیب و وکتور خالی انجام شد. نتیجه تخلیص 

RNA  نشان داده شده است. 4از این سلول ها در نگاره 

 mRNAنتیجه بیان ژن هیرودین در سطح 

از سلول های ترانسفکت شده، فرایند  RNAپس از تخلیص 

 با پرایمرهای PCRانجام شد. سپس واکنش  cDNAسنتز 

 

  کیبتصویر میکروسکوپی سلول های دریافت کننده وکتور نوتر :3نگاره 

 
 %1کل سلولی روی ژل آگارز  RNAژل الکتروفورز  :4نگاره 

مخصوص ردیابی ژن هیرودین انجام شد. همانطور که در 

ترانسفکت  CHOسلول های  ملاحظه می شود، در 5نگاره 

 221باند  pcDNA3.1(+)-Hirudinشده با وکتور نوترکیب 

ژن هیرودین دیده می  PCRجفت بازی مربوط به محصول 

شود. در صورتی که در گروه کنترل )سلول دریافت کننده 

باند مربوط به این ژن وجود  ((+)pcDNA3.1وکتور خالی 

 یانبول های پایدار ندارد. این نتایج نشان دهنده تولید سل

 .کننده ژن هیرودین زالو می باشد

 

 بحث

  9000هیرودین یک پلی پپتید اسیدی با وزن مولکولی حدود

بین قوی ترین ممانعت کتتده طبیعی ترومدالتون می باشد که 

ه و همین دلیل استفاده از زالوی طبی در گذشته بود بوده

  انک زالوب در بسیاری از کشورها علاوه بربانک خون .است
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 CHOبرای ردیابی ژن هیرودین در سلول های  PCRواکنش  :5نگاره 

 ترانسفکت شده

 

نیز وجود داشته و گونه های زالوی طبی در بسیاری از 

 کشورها نظیر فرانسه، انگلستان، آلمان، مالزی، اوکراین و

روسیه پرورش داده شده و بصورت استاندارد به بازار عرضه 

هیردین از زالوی طبی سبب برداشت  استخراج .می شود 

کیلو زالو در اروپا شده است. امروزه  12000سالانه حدود 

چندین شرکت دارویی با کمک باکتری و مخمر محصولاتی 

بر پایه هیرودین تولید می کند که این امر سبب حفظ زالوها 

علیرغم نقش های متنوعی که به هیرودین  (.16)شده است

لی نقش ضدانعقادی آن بیشتر جلوه نسبت داده شده است و

با توجه به مزیت دارویی هیرودین و  گر است. امروزه

ارجحیت مصرف آن در مقایسه با هپارین  به عنوان ضد 

انعقاد ، تولید آن در داخل کشور  ضروری به نظر می رسد. 

از آنجا که تولید مقدار زیادی از این پروتئین از منابع طبیعی 

روش های تولید نوترکیب ، بر است بسیار سخت و هزینه

این پروتئین مد نظر قرار گرفته است. هم اکنون هیرودین 

موجود است. این  دنیا نوترکیب به شکل تجاری در بازار

تولید و  Pichia Pastorisپروتئین نوترکیب تولیدی در مخمر

دالتون داشته و شبیه فرم طبیعی  5/6979وزن مولکولی 

ین تفاوت که فاقد گروه سولفات روی هیرودین می باشد با ا

می باشد و بنابراین تحت عنوان  63تیروزین شماره 

دسولفاتوهیرودین بیان می شود. هرچند این تغییر کوچک 

ساختاری باعث تمایل کمتر دسولفوهیرودین به ترومبین می 

شود. با این حال هیرودین نوترکیب مهارکننده 

یکومولار می باشد بسیاراختصاصی برای ترومبین در حد پ

در سایر تحقیقات در مخمر ساکارومیسز سرویسیه نیز  (.17)

 (.18)این پروتئین بیان شده است 

در سایر تحقیقات، کشت و توانایی بیان وکتورها در 

هت ج، آن ها را به میزبانان مناسبی  E.Coliباکتریهایی مثل 

ه ودمنتولید مقادیر فراوانی از پروتئین های نوترکیب تبدیل 

 با این حال همواره نتیجه این تحقیقات رضایت (.19)است

در جریان تولید هیرودین نوترکیب در بخش نبوده است. 

کلی باسیل، بخشی از پروتئین در ساختارهای نامحلول 

تجمع پیدا می کنند.  گنجیدگیسیتوپلاسمی به نام 

ر دمحدودیت اصلی در بیان پروتئین نوترکیب در کلی باسیل 

بالای تجمع پروتئین ناهمگن در سیتوپلاسم است. میزان 

 گنجیدگیهرچند می توان پروتئین نوترکیب موردنظر را از 

استخراج و خالص نمود ولی هیچ تضمینی جهت دارا بودن 

ین و مطالعات محدود مبشته فعالیت بیولوژیکی آن وجود ندا

لازم به پروتئین ها است.  این Refoldingعدم موفقیت در 

و  فعالیت پروتئین بستگی به فلدینگ دقیقی است که یادآور

اصولا در برخی  (.20)دارد آن صحیح ساختار سه بعدی 

موارد تظاهر ژن های یوکاریوتی در باکتری ها )مثل 

که ایکولای( پروتئین فعال تولید نمی نماید. به دلیل این

ات بعضی پروتئین ها قبل از اینکه فعال گردند دچار تغییر

 یونرجمه )فسفوریلاسیون، گلیکوزیلاسیون، استیلاسبعد از ت

یی باکتری ها عموما قادر به شناسا(. 21)و غیره( می شوند

ان سیگنال های یوکاریوتی موجود بر روی پروتئین ها که نش

ا ی بدهنده محل های تغییر هستند، نمی باشند و در نتیجه حت

وجود صحیح بودن توالی اسیدهای آمینه پروتئین، یک 

 (.22)وتئین غیر فعال ساخته می شودپر
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به همین جهت در تحقیق فوق سعی گردید از سلول 

به جای سلول های پروکاریوتی و از  CHOیوکاریوتی 

وکتورهای ترشحی برای تهیه پروتئین نوترکیب استفاده 

ی استراتژی متداول برای به دست آوردن پروتئین هاگردد. 

ی است که قادر به فعال و محلول به کار گیری وکتورهای

. فضای باشدانتقال پروتئین هدف به فضای پری پلاسمی 

پری پلاسمی محیطی بسیارمطلوب برای شکل گیری 

باندهای دی سولفیدی است. مناسب بودن شرایط 

اکسیداسیون و احیا برای فلدینگ صحیح پروتئین هدف، 

دن فعالیت آنزیم های پروتئولیتیک، سهولت کمتر بو

، تخلیص و افزودن به فعالیت ین دستیفرآیندهای پای

 بتهکه البیولوژیکی پروتئین از دیگر مزایای این محیط است 

ل در تحقیقات آتی باید این مقایسه آزمایشگاهی بین محصو

. با سایر بسترهای قبلی صورت پذیردتولیدی دراین بستر 

نتایج موفقیت آمیز این تحقیق در خصوص تولید پروتئین 

نویدبخش تولید ، می تواند CHOن در نوترکیب هیرودی

وش ر، تا این پروتئین به عنوان یکی از تجاری هیرودین شده

 ادیهای مکمل در امر درمان و اختلالات قلبی عروقی و انعق

 مورد توجه قرار گیرد.

 تشکر و سپاسگزاری

 نویسندگان مقاله از جناب آقای دکتر دوستی، رییس مرکز

د ه آزاد اسلامی واحد شهرکرتحقیقات بیوتکنولوژی دانشگا

 مالکه ما را در به ثمر رساندن این تحقیق یاری نمودند، ک

 تقدیر و تشکر را دارند.
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