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 چکیده
محبفظت، ثاتب    در  است،  وًريتريفيک  َبي شن يکي از اعضبي خبوًادٌ(  كٍ CNTF) شن  هدف: یقدیه ا
َبي حستي     َبي مختلف وًرين تمبيس ي ثابي گًوٍ CNTFدارد.  رك،َبي سيليبري ي وًريوي ش گبوگليًن

  BMSCsمىظًر افسايش خبصي، وًريتريفيتک  دَذ. ثٍ مي َب را افسايش يسي،حركتي  اتًوًم ي اليگًدوذر
 شذ.  BMSCsَبي  ي ثب استفبدٌ از ليپًفکتبميه يارد سلًل  سبختٍ pSec-Tag2/hygroA-CNTFپلاسميذ 

 
ي ثب استفبدٌ از سکبوسيىگ مًرد تأييذ شذ  سبختٍ pSec-Tag2/hygroA-CNTFلاسميذ پ ها: یواد ا راش

شذ.ميسان ريوًيسي در شن مًرد وظر يارد   BMSCsَبي  ستفبدٌ از ليپًفکتبميه ثٍ سلًلگرف، ي ثب اقرار
 . شذ محبسجٍ ي ميسان ثيبن پريتئيه ثب استفبدٌ از يسترن ثلات ي اليسا ثررسي  RT-PCRتًسط 

 
از  پسداراي تًالي صحيحي اس،.   pSec-Tag2/hygroA-CNTFپلاسميذ  كٍ داد  وشبن سکبوسيىگ یج:نوا

 شذ.  ي يسترن ثلات تأييذ RT-PCRآن  ثب استفبدٌ از  ي ثيبن پريتئيىي  CNTFتراوسفکشه  ثيبن شن 
 

 BMSCs َتبي  ثتب داشتته ثيتبن مىبستت  در ستلًل      pSec-Tag2/hygroA-CNTFپلاستميذ   گیار :  نویجه
 ديذٌ پس از ضبيعٍ وخبعي شًد.  َبي آسيت   سجت افسايش ثبزسبزي سلًلصًرت پيًوذتًاوذ در مي

 
 BMSCs  CNTF   سبة كلًويىگ تراوسفکشه   لید : ااشگات
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 ...ثٍ  pSecTag2/HygroA-CNTFَبي استريمبيي مغس استخًان تًسط يكتًر تراسفکشه پبيذار سلًل
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 یقدیه
ٚ  ٞب رٖٚٛوٙٙذٜ ٘ اعتفبدٜ اس عٛأُ ٔحبفظت

ٖ بٚعیّٝ ٔحمم ثٝ ٞبعت وٝ ٞبی ٌّیبِي، عبَ عَّٛ
اعت؛ اس ایٗ  لزارٌزفتٝٚ ثزرعي  ؼٔٛرد آسٔبی ٔختّف

رؽذ ٚ تمغیٓ عِّٛي وٝ   دٞٙذٜعٛأُ ٔحبفظ ٚ ارتمب
تٛاٖ  ٔي ،ؽٛ٘ذ ٔيتٛعظ عَّٛ عٙتش فٛر  عجیعي ثٝ

ٔختّف در  ٞبی آسٔبیؼثزد.  ٞبی رؽذ را ٘بْ ٔؤِفٝ
 رؽذ در عٛأُٞبی تدزثي حیٛا٘ب  اثز حفبظتي  ٔذَ

ٞبی ٔغشی  ٞبی عیغتٓ عقجي ٔزوشی ٔب٘ٙذ عىتٝ ثیٕبری
ٔخزة عقت ٞبی  ٔغش ٚ ثیٕبریٚاردٜ ثٝ یب ضزثب  

 ا٘ذ وزدٜ ثجب را ا ( ٔب٘ٙذ ضبیعب  ٘خبعيتیٛاض٘ز ٘زٚد)
  ٔب٘ٙذ خب٘ٛادٜ ٞبی رؽذ ٔؤِفٝثعضي اس ایٗ  ؛(4-1)

-7) ا٘ذ ٌزفتٝلزارٞبی ثبِیٙي  آسٖٔٛٔٛرد ٞب  ٘ٛرٚتزٚفیٗ
ٞب ٞغتٙذ وٝ  ای اس پزٚتئیٗ ٞب خب٘ٛادٜ ٘ٛرٚتزٚفیٗ .(5

 ٞب ٔختّف اس ٘ٛرٖٚٞبی  تٕبیش ٚ ٔزي خٕعیت، ٔیشاٖ ثمب
 8) وٙٙذ ٔي حغي ٚ حزوتي را تٙظیٓ ٞبی خّٕٝ ٘ٛرٖٚاس
 را در عٛأُاثز تزٚفیه ایٗ  ،ٔختّف ٞبی آسٔبیؼ .(9ٚ

 ا٘ذ. یىي اس اعضبی خب٘ٛادٜ دادٜ رؽذ عیغتٓ عقجي ٘ؾبٖ
  Ciliary neurotrophic factor٘ٛرٚتزٚفیه فبوتٛرٞبی

(CNTF )عیغتٓ اعقبة  ٌّیبَٞبی  وٝ در عَّٛ اعت
یٗ ٘ٛرٚتٛرٚفیٗ در ثمب ٚ ا ؽٛد؛ ٔي ثیبٖٔحیغي ٚ ٔزوشی 

. (11) دارد ٞبی ٔختّف ٘ٛرٚ٘ي ؽزوت تٕبیش ردٜ
ٞبی  ٔٛرفیغٓ خٟؼ ٚ پّي ٔیبٖ٘ذ وٝ پضٚٞؾٍزاٖ ٔعتمذ

ٞبی رٚحي عیغتٓ  ٚ ثغیبری اس اختلاَ CNTFصٖ 
ٞبی ثبِیٙي اس  . در آسٖٔٛ(11) داردعقجي، ارتجبط ٚخٛد

 chronicدر درٔبٖ ثیٕبری ٔشٔٗ ٔخزة ؽجىیٝ ) ٔؤِفٝایٗ 

retinal degenerative diseasesٜ(6) اعت ؽذٜ ( اعتفبد . 
در احیبی  CNTF ذ وٝٙوٙ ٔئغبِعب  اخیز پیؾٟٙبد

اعت   تٝثزخغ يدارای ٘مؾ ،ٔدذد ارتجبط عقت ثب عضّٝ
دیذٜ در  ٞبی آعیت رٖٚٛ٘ یاثز رٚ ٕٞچٙیٗ ثب ؛(14-12)

عجت ثمبی  ،ٚ ٔحیغي ضبیعب  عیغتٓ عقجي ٔزوشی
. ٞذف ٔب (15-18) ؽٛد ٞبی ٌّیبَ ٔي عَّٛ ٞب ٚ ٘ٛرٖٚ

ٞبی ثٙیبدی ثب ثیبٖ پبیذار  َٛایدبد عّ ،در ایٗ ٔغبِعٝ
CNTF ٝٞبی  ٔٙظٛر وبرثزدٞبی درٔب٘ي در ثیٕبری ث

ثٛد ٚ  ٔخزة عیغتٓ عقجي اسخّٕٝ ضبیعب  ٘خبعي

 ثزای ٘یُ ثٝ ایٗ ٞذف ثز آٖ ؽذیٓ وٝ ثب عبة وّٛ٘یًٙ

أىبٖ دعتزعي ثٝ  BMSCٞبی  ٚ تزا٘غفىت عَّٛ
 فزاٞٓ ؽٛد. ،رؽذ ٔؤِفٝٞبی لبدر ثٝ تزؽح ایٗ  عَّٛ

 

 ها اشر  واد ای
 ساب  لونینگ

 ا٘غب٘ي CNTFاثتذا ٚوتٛر حبُٔ صٖ  ،در ایٗ ٔغبِعٝ
(pCMV-SPORT6) ٝدر عٛیٝ  ٔٙظٛر تىثیز ث DH5-α 

ؽذٜ  ٞبی تزا٘غفٛرْ ؽذ. ثبوتزی تزا٘غفٛرْ E.Coliثبوتزی 
در داخُ ا٘ىٛثبتٛر  (LBدر ٔحیظ ِٛریب ثزتب٘ي )

 ،ٞب ؽذ٘ذ ٚ ثٝ ٔحیظ وؾت حبٚی ثبوتزی دادٜ وؾت
ٚخٛد ثٝ وٝ ثب تٛخٝ  ؽذعیّیٗ اضبفٝ  ثیٛتیه آٔپي آ٘تي

 در ٚوتٛر ٔجذأ ثیٛتیه صٖ ٔمبٚٔت ثٝ ایٗ آ٘تي
وزد٘ذ.  ٕ٘ي٘ؾذٜ أىبٖ رؽذ پیذا ی تزا٘غفٛرْٞب ثبوتزی
 ،وزدٜؽذٜ رؽذ ٞبی تزا٘غفٛرْ ثبوتزی ،عبعت 18اس  پظ

پلاعٕیذ اعتخزاج  ثزایاس ا٘ىٛثبتٛر خبرج ؽذ٘ذ ٚ 
عتخزاج ثب اعتفبدٜ اس ویت اعتخزاج ؽذ٘ذ. ا  آٔبدٜ

( High pure plasmid isolation- Fermntas) پلاعٕیذ
بُٔ اس رٚی ٚوتٛر حییذ ٚخٛد صٖ ٔٙظٛر تأ ؽذ. ثٝ ا٘دبْ

  Not I   ٚEcoRVٞبی  آ٘شیٓ ٞضٓ آ٘شیٕي ثب اعتفبدٜ اس
عپظ  ؽذ؛ آ٘شیٕي ٚ دٚآ٘شیٕي اعتفبدٜ فٛر  ته ثٝ

رٚی ٞبی آ٘شیٕي ٓ ٔحقٛلا  اعتخزاج پلاعٕیذ ٚ ٞض
 .ؽذصَ آٌبرس اِىتزٚفٛرس

 اس CNTFتٛاِي صٖ  خذاعبسی ثزای ٔٙبعت پزایٕز
پلاعٕیذ  اس تزتیت ایٗ ؽذ ٚ ثٝ حبُٔ عزاحي ٚوتٛر
اس  صٖ تىثیز ٔٙظٛر ثٝ ؽذ؛ عٙٛاٖ اٍِٛ اعتفبدٜ ثٝ

 95 عیىُ عي فٛر  ثٝ تٙظیٕي ثز٘بٔٝ ثب تزٔٛعبیىّز

 ٚ دلیمٝ 1 درخٝ 72 ٚ دلیمٝ 1 درخٝ 58 دلیمٝ، 6 درخٝ
 دلیمٝ 5 درخٝ 25 ٚ دلیمٝ 11 درخٝ 72 ٟ٘بیي عیىُ یه

 وزدٖ ثٝ ٞذف ثٟیٙٝ وٝ اعت اؽبرٜ ثٝ لاسْ ؽذ. اعتفبدٜ

 دٔبٞبیاثتذا  ،PCRا٘دبْ  ٔٙظٛر ثٝاٍِٛ  ثٝ پزایٕز اتقبَ

 درخٝ 62 دٔبی ،درٟ٘بیت ٚ ؽذ٘ذ آسٔبیؼ ٔختّف
ثٟیٙٝ  یدٔب عٙٛاٖ ثٝ ٘ظز ٔٛرد لغعٝ ثزای ٌزاد عب٘تي
 وٝ ٘ذؽذ عزاحي عٛری ٞبپزایٕزخفت  .ؽذ ا٘تخبة
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. لغعٝ لزارٌیز٘ذ صٖ ا٘تٟبی ٚ اثتذا در ثزؽي بیٞ عبیت
 cleanاس ویت ) ثٛد ثب اعتفبدٜ  ؽذٜتىثیز PCRص٘ي وٝ ثب 

up gene kit- rochؽذ. در ادأٝ ثبوتزی  عبسی ( خبِـ
اس  pSecTag2/HygroA) ؽذٜ ثب ٚوتٛر ثیب٘ي ٛرْتزا٘غف
ٔٙظٛر تىثیز در ٔحیظ ِٛریب ثز٘ب٘ي  ( ثInvitrogenٝ ؽزوت

ؽذ ٚ ثب اعتفبدٜ  دادٜ عیّیٗ وؾت ثیٛتیه آٔپي حبٚی آ٘تي
عپظ لغعٝ ص٘ي  غي ؽذ؛خ EcoRV  ٚNot Iٞبی  اس آ٘شیٓ
ثٝ ٚوتٛر ٔٛرد ٘ظز ثب  (ligation)یٙذ اِحبق عي فزا یبدؽذٜ

 ٚارد ؽذ؛ (T4 DNA ligase-Fermentas)ویت اعتفبدٜ اس
ٔحقَٛ اِحبق   ٚعیّٝ ٔغتعذ ثٝ DH5αثبوتزی  س ثعذرٚ

ٞبی  رٚی پّیت ،ٔحقَٛ اِحبق ،عپظ ؛ؽذ تزا٘غفٛرْ
ٟ٘بیت در ؽذ؛ دادٜ عیّیٗ  وؾت ثیٛتیه آٔپي حبٚی آ٘تي

 ،ٞبی رؽذیبفتٝ ٔٙظٛر تؾخیـ وّٛ٘ي فحیح اس وّٛ٘ي ثٝ
ٞبی  وّٖٛ ،در ایٗ ٔزحّٝ وبررفت؛ ثٝ Colony PCRرٚػ 
ٚ  ؽذ٘ذ عٕپّز ثزداؽتٝ  ٚعیّٝ ثٝرٚی پّیت وزدٜ رؽذ

 Taq ایٕزٞبی فٛرٚارد ٚ ریٛرط ٚ آ٘شیٕٓٞزاٜ ثب پز

DNA polymerase ٝدر دعتٍبٜ  ٚارد ؽذٜ،ٔیىزٚتیٛة  ث
رٚی صَ آٌبرس   PCRٌزفتٙذ. ٔحقَٛ تزٔٛعبیىّز لزار

را  ی ٔؾخـوٝ ثب٘ذٞبی ٔثجت  ؽذ ٚ ٕ٘ٛ٘ٝاِىتزٚفٛرس
عیّیٗ  آٔپيحبٚی  LBثٛد٘ذ ثٝ ٔحیظ وؾت  ایدبدوزدٜ

ٚوتٛر  ،رٚس ثعذ ؽذ٘ذ؛ دادٜ ٔٙظٛر تىثیز وؾت ثٝ
 Fermentas) –( High pure plasmid ویت تٛعظ ٘ٛتزویت

isolation kit آ٘شیٕي ٚتحّیُ ، تدشیٝدر ادأٝ ؛ؽذ تخّیـ 

 ٔؾتزن ثبفز ثب ٚ آ٘شیٓ دٚ ٚعیّٝ ثٝ ٘ٛتزویت پلاعٕیذ

 دٚ در پلاعٕیذ رٚی آ٘شیٓ دٚ ایٗ اثز ٔحُ ؛ٌزفت ا٘دبْ

 1 ٔذ  ثٝ ٞب ٕ٘ٛ٘ٝداؽت. لزارؽذٜ   insertلغعٝ عٛی
 صَ رٚی ٞب ٕ٘ٛ٘ٝ وُ ٚ  ٝا٘ىٛث درخٝ 37 دٔبی در عبعت

 اٍِٛی آ٘شیٕي آ٘بِیش در وٝ پلاعٕیذی. ؽذ٘ذاِىتزٚفٛرس
 یعٙي ،ٟ٘بیيییذ أثزای ت ثٛد٘ذ دادٜ ٘ؾبٖ را فحیحي
ٚ تعییٗ تٛاِي ثب اعتفبدٜ اس پزایٕزٞبی  عىب٘ظ

عپظ  ؛ؽذ فزعتبدٜٚراٖ بؽزوت صٖ فٙٝ ثیٛ٘یٛرعبَ 
عبیت  BLAST ثز٘بٔٝ اس اعتفبدٜ ثب تٛاِي تعییٗ ٘تیدٝ

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast ٞبی  تغبثك ثب صٖ ثزای
 ؽذ. ي ثزرعئٛخٛد در ثب٘ه ص٘تیى

 

 ترانسفکشن
بریٛتي اس ٞبی یٛو ٔٙظٛر ا٘تمبَ صٖ ثٝ داخُ عَّٛ ثٝ

ؽذ. تزا٘غفىؾٗ در ظزٚف  رٚػ تزا٘غفىؾٗ اعتفبدٜ
عبعت پیؼ در آٖ عَّٛ  48تب  24وؾت ؽؼ خب٘ٝ وٝ 

ٌزفت. در سٔبٖ تزا٘غفىت  ثٛد، فٛر  ؽذٜ دادٜ وؾت
در ٞز چبٞه رعیذ.  3×11 5 ٞب ثٝ تعذاد عَّٛ

س ٔٛاد پّیٕزی ثب ثبر ٔثجت تزا٘غفىؾٗ ثب اعتفبدٜ ا
ویت   ٚعیّٝ مت، ایٗ رٚ٘ذ ثٝؽذ ٚ درحمی ا٘دبْ

( TurboFect Transfection Reagent-Fermentasتٛرثٛفىت )
 DNAؽذ: یه ٔیىزٌٚزْ اس  ثذیٗ فٛر  ا٘دبْ

 ،وزدٜ اس ٔحیظ فبلذ عزْ اضبفٝ μL351پلاعٕیذی را ثٝ 
 ثٕب٘ذ؛ ٔبی اتبق ثبليدلیمٝ در د 31دادیٓ تب ایٙىٝ  اخبسٜ
 ثٝ μL351ا ثٝ اس تٛرثٛفىت ر μL11سٔبٖ  عٛر ٞٓٝ ث

دلیمٝ در دٔبی  31ٔذ   ٔحیظ افشٚدٜ، ایٗ ٔخّٛط ٘یش ثٝ
ٔحتٛای  ،دلیمٝ 31پظ اس ٌذؽت ٔذ   ٔب٘ذ؛ ٔحیظ ثبلي

دادیٓ تب  وزدٜ، اخبسٜ ایٗ دٚ تیٛة را ثب یىذیٍز ٔخّٛط
زاد ٌ درخٝ عب٘تي 37عبعت در دٔبی  1ٔذ   ثٝ
پظ اس ٌذؽت ایٗ سٔبٖ، ٔحتٛای  ثٕب٘ذ؛ ثبلي

عبعت  4ٔذ   ٞب ریختٝ، ثٝ را رٚی عَّٛٔیىزٚتیٛة 
ٟ٘بیت ثٝ ایٗ ؽذ٘ذ؛ در ٞب در ا٘ىٛثبتٛر لزاردادٜ ایٗ عَّٛ
ٚ عپظ  ؽذٞب ٔحیظ وؾت ثٝ اضبفٝ عزْ اضبفٝ  عَّٛ
ؽذ. پظ اس  عبعت در ا٘ىٛثبتٛر لزاردادٜ 48

ٞب در رٚس ثعذ اس  ٔحیظ وؾت عَّٛ وزدٖ تزا٘غفىت
ٞبی  عَّٛ ٔب٘ذٖ ؽذ؛ پظ اس ثبلي تزا٘غفىت تعٛیض

( اس g/mlμ151تزا٘غفىت در یه غّظت ٔٙبعت )
ٔب٘ذٜ  ٞبی ثبلي ثیٛتیه ٞیٍزٚٔبیغیٗ  ثٝ عَّٛ آ٘تي
ٔحیظ  ،ثبر ٚ ٞز دٚ رٚس یهؽذ رؽذوٙٙذ  دادٜ اخبسٜ

ؽذٜ  ٞب ثب ٔحیظ تشٜ حبٚی غّظت ثیبٖ وؾت عَّٛ
 ؽذ. ٔي ٗ تعٛیضٞیٍزٚٔبیغی

 اسورت بلاتینگ 
 ProteoJet Mammalian Cell Lysisثب اعتفبدٜ اس ویت

Reagent-Fermentas     پزٚتیٗ عِّٛي اعتخزاج ٚ غّظت
ثزرعي  ثزایؽذ.  پزٚتئیٗ تٛعظ رٚػ ثزادفٛرد تعییٗ

 SDS-PAGE ٞبی رٚػاس  BMSCs در  CNTF پزٚتئیٗ ثیبٖ
 ثزپبیٝ ثلاتیًٙ . ٚعتزٖؽذ ٚعتزٖ ثلاتیًٙ اعتفبدٜ ٚ

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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 اثتذا ،رٚػ ایٗ در اعت؛ ثبدی آ٘تي ٚ صٖ آ٘تي ٚاوٙؼ
 رٚ٘ذ،ؽٛد وٝ در ایٗ  ٔي ا٘دبْ ٞب پزٚتئیٗ ثلاتیًٙ
 ٔخقٛؿ یغؾب ثٝ SDS-PAGEصَ  اس پزٚتئیٙي ثب٘ذٞبی
 اس پزٚتئیٗ ٞبی ِٔٛىَٛ ثلاتیًٙ درعُٕ. ؽٛ٘ذ ٔي ٔٙتمُ
 ٔٛلعیت ٕٞبٖ در غؾب عغح در ٚ خبرج ،صَ سٔیٙٝ
 ثٝ ؽذٜ ٔٙتمُ ٞبی پزٚتئیٗ ؽٙبعبیي ثزای. ٌیز٘ذ لزارٔي
 در ؛وزد اعتفبدٜ اختقبفي ٞبی ثبدی آ٘تي اس ٖتٛا ٔي غؾب
پزٚتئیٗ  ثب٘ذٞبی SDS-PAGE رٚػ ثب اثتذا پضٚٞؼ ایٗ

 ثلاتیًٙ ٚعتزٖ در عپظ ؛ؽذ٘ذ خذا یىذیٍز اس عِّٛي
 ٚ ٔدبٚر   CNTF  اختقبفي ّٛ٘بَؤٙٛ ثبدی آ٘تي ثب

 .ؽذ٘ذ ثزرعي ٘تبیح
 

 
 
 

 ها یافوه
ؽذ  فٛرْٔٙظٛر تىثیز، تزا٘غ ثٝ CNTFٚوتٛر حبُٔ صٖ 

عتفبدٜ اس ٔحیظ ِٛریب ثزتب٘ي ٚ ٔحقَٛ تزا٘غفٛرْ ثب ا
 ویت ٞب تٛعظ ٌیزی ٕ٘ٛ٘ٝ اس رعٛة ؽذ پظ دادٜ وؾت

High pure plasmid  ٞبی ؽذ ٚ ثب اعتفبدٜ اس آ٘شیٓ تخّیـ 
EcoR V ٚNot I ِؽىُ ٌزفت ا٘دبْ یشٞضٓ آ٘شیٕي ٚ آ٘ب( 

ٔحقٛلا  ٞضٓ ٚ پلاعٕیذ   اس ٔیىزِٚیتز 1عپظ  ؛(1
ٚ   تخّیـ وبر فحت اس ٘تیدٝ وٝ ؽذ صَ آٌبرس ِٛ یرٚ

 ثزایعٙٛاٖ اٍِٛ  وٙذ؛ عپظ پلاعٕیذ ثٝ ٔي حىبیتٞضٓ 
ٌزفت ، ٔٛرد ٚاوٙؼ س٘دیزی پّیٕزاس لزارأپّیفیىبعیٖٛ
 یبفتصٖ ٔٛرد ٘ظز ثٝ ٔمذار لاسْ تىثیز ،آٖ  وٝ در ٘تیدٝ

ثزای تعییٗ تٛاِي ثٝ ؽزوت صٖ (. پلاعٕیذ 2 )ؽىُ
ٔزحّٝ  ثٝییذ تٛاِي ٚ ثلاعت ٚ پظ اس تأ فٙبٚراٖ ارعبَ

 .ٚارد ؽذ ،ثعذی

  
 CNTFشت PCR  .2شکل یحصولا  اسواراج پلاسمید .1شکل

 
ٞضٓ   ٚعیّٝ ثٝ PCRٔحقَٛ   عپظ فزایٙذ أپّیفیىبعیٖٛ

ٚ ثب  ؽذٔٙظٛر ایدبد ا٘تٟبی چغجٙذٜ آٔبدٜ  آ٘شیٕي ثٝ
ؽذ؛  عبسی خبِـ Clean up-Qiagenاعتفبدٜ اس ویت 

وؾت در  ثب  pSecTag2/HygroAثیب٘ي ٚوتٛر ٕٞچٙیٗ 
ثب فزایٙذ ٞضٓ تٛعظ  ٔحیظ ِٛریب ثزتب٘ي تىثیزیبفتٝ،

ؽذ خغي ؽذ ٚ ثزای فزایٙذ اِحبق آٔبدٜ   Hind IIIآ٘شیٓ
ظزف ٚاوٙؼ در  ،(. ثزای ا٘دبْ فزایٙذ اِحبق4 )ؽىُ
ؽذ ٚ  عبعت ا٘ىٛثٝ 14ٔذ   ٌزاد ثٝ درخٝ عب٘تي 4دٔبی 

ٚ ٔحقَٛ  ٚارد ؽذ ،تزا٘غفٛرْ  ٔزحّٝ ثٝعپظ 
عیّیٗ  ثیٛتیه آٔپي ٞبی حبٚی آ٘تي تزا٘غفٛرْ رٚی پّیت

ٞبی ٔثجت خذا ٚ ثب اعتفبدٜ اس  ؽذ. وّٛ٘ي دادٜ وؾت
Colony PCR ؽىُ ؽذ٘ذاس ٘ظز فحت اِحبق صٖ تأییذ( 

عیّیٗ  ( ٚ عپظ در ٔحیظ ِٛریب ثزتب٘ي حبٚی آٔپي3
اس  پظ زفت؛ٌ اعتخزاج پلاعٕیذ ا٘دبْ ،ؽذٜ دادٜ وؾت
 XhoI  ٚHindٞبی  آ٘شیٓ  ٚعیّٝ ٚتحّیُ آ٘شیٕي ثٝ تدشیٝ

III،  ٚاوٙؼPCR ْاس  ( ٚ ٘تبیح حبوي5 )ؽىُ ٌزفت ا٘دب
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، عىب٘ظ صٖ ٘یش ٟ٘بیتٔٛفمیت عبة وّٛ٘یًٙ ثٛد ٚ در
 .ؽذییذتأ

 

                                                                                                                        

 
 الحاق پس از CNTFشت PCR . 5شکل         Xho,Hind III Iاسیله  ههضم آنسیمم  ب. 4شکل یحصول الحاق       Colony PCR .3شکل 
  100BPوز :ٔبر1عتٖٛ                        100BP:ٔبروز 6ٚ1عتٖٛ                          100BPٔبروز  :7ٚ1عتٖٛ   
 CNTF:  صٖ 2عتٖٛ                              pEGFP-Nl-CNTFٞبی ٔثجت                     : 5ٚ6ٕٝ٘ٛ٘، 3، 2عتٖٛ 

 ٕ٘ٛ٘ٝ ٔٙفي    :4عتٖٛ
 

                                       
                                                                                                          

 ترانسفکت  پس از CNTF  شت  RT-PCR .11شکل               western blotting CNTF .9 شکل                       شت  SDS PAGE. 8شکل 

  
                                                   

 
 
 
 
 
 



 

6 

 ...ثٍ  pSecTag2/HygroA-CNTFَبي استريمبيي مغس استخًان تًسط يكتًر تراسفکشه پبيذار سلًل
 

مي
 عل

مه
هنا

وما
د

- 
د/ 

شاه
اه 

شگ
دان

ي/ 
شك

 پز
شور

دان
ي 

هش
ژو

پ
ت 

هش
دیب

ار
39

ال 
 س

/
ت

یس
ب

 
كم

وی
اره

شم
 /

 
11

1
 

      

 
 

ثیبٖ صٖ اس  ٔٙظٛر ثزرعي پظ اس ا٘دبْ تزا٘غفىت ثٝ
ٞبی  عَّٛ RNA. ؽذ اعتفبدٜ RT-PCRرٚػ 
 Iتیٕبر ثب  رٚ٘ذؽذٜ اعتخزاج ٚ پظ اس ا٘دبْ  تزا٘غفىت

Dnase (Invitrogenٖاس آ ) cDNA ٝؽذ ٚ  تٟیcDNA 
رد اعتفبدٜ ٔٛ PCRعٙٛاٖ اٍِٛ در ٚاوٙؼ  حبفُ ثٝ

ٞبی  ٕٞچٙیٗ اس عَّٛ (؛11 ٌزفت)ؽىُلزار
 ProteoJET™ Mammalian cell ؽذٜ تٛعظ تزا٘غفىت

Lysis reagent Kit – Fermentas  ؽذ٘ذ ٚ پظ اس ِیش
ٔٛرد  CNTFارسیبثي ثیبٖ  ثزایخذاعبسی پزٚتئیٗ 

 (.9ٚ 8ٞبی  )ؽىُ ٌزفتٙذثزرعي لزار
 

 گیر  نویجه
 در وٝ داد ٘ؾبٖ عىب٘ظ ٚ تٛاِي ٚتحّیُ تدشیٝ
 ٘ظز ٔٛرد صٖ pSecTag2/HygroA-human CNTF پلاعٕیذ
 ثب وبُٔ تغبثك ،ثٛدٜ فحیحي تٛاِي حبٚی CNTF یعٙي
 آ٘بِیش در. دارد را صٖ ثب٘ه در ٘ظز ٔٛرد صٖ تٛاِي
 پبیذار ؽذٜ تزا٘غفىت ٞبی عَّٛ اس خذاؽذٜ ٞبی پزٚتئیٗ

 ویّٛداِتٖٛ 24 حذٚد ثب٘ذی ،SDS-PAGE رٚػ ثب
 ٚعتزٖ آ٘بِیش در ٔٛ٘ٛوّٛ٘بَ ثبدی آ٘تي ثب وٝ ؽذ ٔؾبٞذٜ
 ایٙچٙیٗ پبیبٖ در ؛لزارٌزفت ییذتأ ٔٛرد ثلا 
 ٚ ثٙیبدی ٞبی عَّٛ اس اعتفبدٜ وٝ وزد ٌیزیٝ ٘تید تٛاٖ ٔي

 ،٘ٛرٚتزٚفیه عٛأُ  وٙٙذٜ تزؽح غیزٚیزٚعي ٚوتٛرٞبی
 ٔخزة ٞبی ثیٕبری درٔبٖ در ٚ ٔؤثز ثبِمٜٛ یراٞىبر
 .آیذ ؽٕبرٔي ثٝ عقجي عیغتٓ

 

 بحث
ٞغتٙذ وٝ  تزؽحي  یٞب پزٚتئیٗاغّت ٞب  ٘ٛرٚتزٚفیٗ

ٞب  دٞي اوغٖٛ رؽذ ٚ ؽبخٝتٕبیش ٚ ، ثمب را در ي ٟٔٓ٘مؾ
ثزای ایدبد عیٙبپظ ؽیٕیبیي  ؽبٖ ٞذاف عِّٛيثٝ عٕت ا
  یىي اس اعضبی خب٘ٛادٜ ،CNTFوٙٙذ. پزٚتئیٗ  ٔي ثبسی

  ٞبی ٔٙغمٝ وٝ تٛعظ آعتزٚعیت اعت ٞبٗ ٘ٛرٚتزٚفی
SVZ (subventricular zone )ٝ٘دار ) ٚ ؽىٙح د٘ذاdentate 

gyrusٖٚٞبی دٚپبٔیٙزصیىي  ( در ٔدبٚر  ٘ٛر
ش در دعتٍبٜ عقجي ٘ٛرٚص٘ ،ؽٛد ٚ اس ایٗ عزیك ٔي ثیبٖ

یٗ ٘ٛرٚتٛرٚفیٗ در ثیبٖ ا ؛(17) وٙذ ٔي ٔزوشی را تمٛیت

 دردارد.  ٞبی ٔختّف ٘ٛرٚ٘ي ؽزوت ثمب ٚ تٕبیش ردٜ ص٘ي
ٔٙظٛر درٔبٖ  اس عٛأُ ٘ٛرٚتزٚفیه ثٝ ٌذؽتٝ  دٞٝ

 .اعتٜ ؽذ اعتفبدٜضبیعب  ٔغشی خقٛؿ  ثٝ ٞب، ثیٕبری
وّٛ٘یًٙ ٚ تزا٘غفىت  عبة، ٔغبِعٝ ایٗ اس ٞذف
ثب اعتفبدٜ اس ٚوتٛر  BMSCsٞبی  عَّٛ

pSecTag2/HygroA- CNTF ٝٔٙظٛر افشایؼ ثیبٖ ایٗ  ث
بی ثٙیبدی ٔغش اعتخٛاٖ ٞ ٘ٛرٚتزٚفیه در عَّٛ ٔؤِفٝ

ای وبرثزد ثبِیٙي دارد. دِیُ  عٛر ٌغتزدٜ ثٛد وٝ ثٝ
یعٙي  ،در ایٗ ٔغبِعٝا٘تخبة پلاعٕیذ ٔٛرد اعتفبدٜ 

pSecTag2/Hygro-A  ثٛدٖ  لذر  ثیبٖ ثبلای آٖ ٚ ٔٙبعت
  ٞبیي وٝ عٙتش آٟ٘ب رٚی ؽجىٝ آٖ ثزای ثیبٖ پزٚتئیٗ

 اعت. ٌیزد، ثٛدٜ ٔي آ٘ذٚپلاعٕي خؾٗ فٛر 

٘تمبَ صٖ ثب دٚ رٚػ ٚیزٚعي ٚ ا ،أزٚس تبثٝ
اعت. در ایٗ تحمیك اس ٚوتٛر  ٌزفتٝ غیزٚیزٚعي فٛر 

 ثب ثبر ٔثجت تزا٘غفىؾٗ ٚ ثب اعتفبدٜ اس پّیٕز غیزٚیزٚعي
ٞبی رٚػ غیزٚیزٚعي ثز رٚػ  ٌزفت. ٔشیت فٛر 
تِٛیذ راحت ٚوتٛر  پبییٗ ٚ  ٞشیٙٝ»ؽبُٔ  ،ٚیزٚعي

اعت وٝ  ، ثبثت ؽذٜایٗثز علاٜٚ اعت؛ «حبُٔ صٖ دِخٛاٜ
رٚػ ٚیزٚعي عجت تحزیه دعتٍبٜ ایٕٙي فزد ٚ 

 . عیغتٓ(21ٚ 19) دؽٛ ٔي  ٞبی خب٘جي ٘بخٛاعتٝ ٚاوٙؼ

 در عِٟٛت ثیبٖ ٚ ٞبیي در ٔشیت ٚخٛد ثیب٘ي ثبوتزیبیي ثب

 تٛا٘بیي عذْ دِیُ ثٝ ثٛدٖ، ٞشیٙٝ وٓ ٚ تِٛیذ ٔمیبط افشایؼ

 اس پظ تغییزا  ٚ ثزداری اس ٘غخٝ پظ افلاحب  ا٘دبْ در

 تِٛیذ ثزای (Post translation modifications) تزخٕٝ

چٙذاٖ  CNTF ٞبی یٛوبریٛتي ٘ظیز پزٚتئیٗ پزٚتئیٗ
ٞبی  عیغتٓ ٔشایبی ذ ٚ ثٙبثزایٗ اسرع ٕ٘ي٘ظز ثٝ ٔٙبعت

 ،٘ظز ایٗ ٚ اس اعتتزخٕٝ  اس پظ افلاحب  یٛوبریٛتي
 ٞبی یٛوبریٛتي پزٚتئیٗ ثبلای تِٛیذ ثزای ایٗ ٚوتٛر

دیٍز در عیغتٓ ثبوتزیبیي ثٝ  اعت؛ اسخب٘ت فزد ٔٙحقزثٝ
عبسی ٚ عپظ تشریك ٔذاْٚ پزٚتئیٗ درٔب٘ي  خبِـ

 BMSCs  ٞبی ٘یبساعت. در ایٗ تحمیك اس عَّٛ
تٛعظ دیٍز  ،ٞبی ثٙیبدی عَّٛ ؽذ وٝ ایٗ اعتفبدٜ
 در ٚ ا٘ذ لزارٌزفتٝ ٔٛرد ٔغبِعٝ  ٌغتزدٜ عٛر ثٝ ٔحممبٖ

 21) ا٘ذ ؽذٜ پشؽىي اعتفبدٜ ٚ ثیِٛٛصیه ٞبی تحمیك اغّت

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=MAMELIAN+PROTEO+JET+KIT&source=web&cd=1&ved=0CCUQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fermentas.com%2Fen%2Fproducts%2Fall%2Fprotein-electrophoresis%2Fextraction-quantification%2Fk032-proteojet&ei=p7xcT8KxAeiw0QWHkZHZDQ&usg=AFQjCNEP-N4b9yIQTeIkd2vaLs54ssm3fw&cad=rja
http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=MAMELIAN+PROTEO+JET+KIT&source=web&cd=1&ved=0CCUQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fermentas.com%2Fen%2Fproducts%2Fall%2Fprotein-electrophoresis%2Fextraction-quantification%2Fk032-proteojet&ei=p7xcT8KxAeiw0QWHkZHZDQ&usg=AFQjCNEP-N4b9yIQTeIkd2vaLs54ssm3fw&cad=rja
http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=MAMELIAN+PROTEO+JET+KIT&source=web&cd=1&ved=0CCUQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fermentas.com%2Fen%2Fproducts%2Fall%2Fprotein-electrophoresis%2Fextraction-quantification%2Fk032-proteojet&ei=p7xcT8KxAeiw0QWHkZHZDQ&usg=AFQjCNEP-N4b9yIQTeIkd2vaLs54ssm3fw&cad=rja
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 ثٝ CNTFتزتیت وٝ ٚوتٛر حبُٔ صٖ  ؛ ثذیٗ(23ٚ
ؽذ ٚ عپظ ثب افشٚدٖ ٚارد  BMSCsٞبی  عَّٛ
ٞبی  ثیٛتیه ٞیٍزٚٔبیغیٗ ثٝ ٔحیظ وؾت عَّٛ آ٘تي
وٝ ؽذ٘ذ. اسآ٘دب ر اس ٘ظز ثیبٖ ایٗ پزٚتئیٗ غزثبَپبیذا
ٚ تٛا٘بیي  ٞغتٙذٞبی ثٙیبدی  ٞبی ٔٛرد ٘ظز عَّٛ عَّٛ
وزدٖ چٙیٗ  ی پیبپي دار٘ذ ثب تزا٘ظ پلا٘تٞب تمغیٓ
دیٍز ثٝ تشریمب  ٔدذد فبوتٛر ٘ٛرٚتزٚفیه  ،ٞبیي عَّٛ

 BMSCsٞبی  عَّٛ ،ثٙبثزایٗ در ایٗ پضٚٞؼ ٘یبس٘یغت؛
وٝ اس ایٗ  ؽذ٘ذایدبد CNTFپبیذاری اس ٘ظز ثیبٖ 

تٛاٖ ثزای تزا٘غپّٙت در ثبفت  ؽذٜ ٔيٞبی ایدبد عَّٛ
ٌبٔي ٟٔٓ در درٔبٖ وٝ  وزد دیذٜ اعتفبدٜ آعیت
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Abstract 
Background and Objective: Ciliary neurotrophic factor (CNTF) was originally 

described as a trophic factor supporting the survival of ciliary ganglion neurons 

in vitro. CNTF can also promote the survival and differentiation of a variety of 

nerve cells including sensory, motor, autonomic neurons and oligodendrocytes. 

To enhance the neurotrophic effect of BMSCs, the CNTF-pSec-tag 2 /hygro A 

plasmid was constructed and transferred into BMSCs by lipofectamin. 
 

Materials and Methods: Plasmid CNTF-pSec-tag 2 /hygro A was constructed 

and verified by sequencing. BMSCs were transfected by lipofectamin. The 

transcription of the gene was evaluated by RT-PCR and real time PCR, and the 

expression of protein was evaluated by western blotting and ELISA. 
 

Results: CNTF-pSec-tag 2 /hygro A plasmid was correctly verified. After 

transfection, the transcription of CNTF gene and the expression of CNTF 

protein were proven by RT-PCR, western blotting and ELISA. 
 

Conclusion: CNTF-pSec-tag 2 /hygro A plasmid was correctly constructed and 

BMSCs were successfully transfected by transfection and CNTF-pSec-tag 2 

/hygro A protein can be expressed well, which is a good foundation for future 

studies on the transplantation of gene-modified BMSCs to promote spinal cord 

regeneration. 
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