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 چكيده
در  يا كاربرد گسترده ،يروسيو هاي استفاده از ناقل ايانتقال ژن  يستيز يها روش مقدمه:

 ييچون توانا ييايبا داشتن مزا يروسيو يلنت يدارد. استفاده از ناقل ها ياهداف درمان
بزرگ و  يشونده، توان حمل قطعه ژن ميتقس ريشونده و غ ميتقس هاي سلول سازي ودهآل
به  يو درمان يقاتيتحق يانتقال ژن در كاربردها يمناسب برا يبزارا ،يژن خارج داريپا انيب

 HIV-1 Human ( يبر مبنا يروسيو يناقل لنت كي ديپژوهش تول ني. هدف از انديآ يشمار م

Immunodeficiency virus( سياستومات كولاريوز روسياز و ي) با پوششvesicular 

stomatitis virus glycoprotein-G: VSVGيبرا يا لهيتواند به عنوان وس ين ناقل مي) بود. ا 
و  يقاتيشونده، در انواع مطالعات تحق ميتقس ريشونده و غ ميتقس هاي انتقال ژن به سلول

  .رديمورد استفاده قرار بگ ،يدرمان
 ديشامل پلاسم ديترنسفكشن همزمان سه پلاسم يفسفات برا ميروش كلس :ها د و روشموا
كننده  انيب دي)، پلاسمpWPXL-GFP(يانيبه همراه گزارشگر ب يكننده ژن خارج انيب

)، pMD2.G( پوشش نيكوپروتئيكننده گل انيب ديو پلاسم pol psPAX2و  gag هاي نيپروتئ
ترانسفكشن با استفاده از  ديي. تاتن، انجام گرفانسا نيجن هيكل يرده سلول يبر رو
هدف  يها، ترانسداكشن بر رده سلول روسيو ظيانجام گرفت و پس از تغل يتومتريفلوس

  انجام شد. 

 سبز فلورسانت نيدرصد از ژن گزارشگر پروتئ 51/ 37 انيب يتومتريفلوس جينتا :ها يافته
)Green Fluorescent Protein:GFPترانسفكت شده نشان داد. پس از  ايه ) را در سلول

 يطولان انيبه ژنوم سلول هدف و ب روسيو انجام ترانسداكشن؛ دخول پروو روسيو ظيتغل
روز پس از 15فلورسانت،  كروسكوپيم لهيوس هب مشاهده با ها سلول نيدر ا GFPمدت 

  مثبت گزارش شد. جيشد و نتا يابيترانسداكشن ارز
 يروسيپس از ترانسداكشن، صحت ورود ناقل و ها، در سلولژن گزارشگر  انيب گيري: نتيجه

 ييپژوهش علاوه بر كارا نيشده در ا ديناقل تول بيترت نيها نشان داد و به ا را به سلول
 ميتقس ريغ يها انتقال ژن به سلول ييآن، توانا يروسيو يلنت تيماه ليانتقال ژن به دل

ه تر دموجب كاربرد گستر كه باشد يدارا مشونده  ميتقس يها علاوه بر سلول زيشونده را ن
  .شود يدر مطالعات انتقال ژن م ،يروسيو يها ناقل ريآن، نسبت به سا

  فسفات، ترانسداكشن ميترانسفكشن، كلس ،يروسيو يانتقال ژن، ناقل لنت ها: كليد واژه
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  مقدمه
برطرف كردن  براي معمولا ها انتقال ژن به سلول

 نيا ياضاف ديكم كردن تول ايو  يمحصولات ژن يكمبودها
انبوه  دي. هدف از انتقال ژن تولردگي يمحصولات، انجام م

، يصنعت هاي ميو آنز يصيتشخ_يدرمان بينوترك هاي نيپروتئ
و ژن  ختيجانوران ترار ديتول ك،يولوژيزيو ف يستيمطالعات ز

 يدينوكلئوت هاي يانتقال توال يبه معن ياست. ژن درمان يدرمان
 هاي ]. ناقل1[ باشد يم درماني اهداف با ها، سلول مورد نظر به

 اي  كاربرد گسترده يروسيو يلنت هاي ناقل ژهيبه و يروسيو
جنس  هيبر پا يروسيو يلنت هاي دارند. ناقل يژن درمان يبرا
 يها-و ناقل شوند يم ديتول دهيرياز خانواده رتروو روسيو يلنت
هستند.  يژن درمان براي ها ن آ نياز پركاربردتر  HIV-1هيبرپا

ژن  ليتحو براي ها بالقوه آن توانايي ها ناقل نيعلت توجه به ا
برون  طيشونده در شرا ميرتقسيشونده و غ ميتقس هاي به سلول

  ]. 2[باشد ي) مin vitro(يتن
  HIV-1 ريو تكث ژنوم

 يو مربوط به جنس لنت دهيرياز خانواده رتروو HIV روسيو
زا  سرطان ريغ هاي روسيووجنس شامل رتر نياست. ا روسيو
و  سيعملگر س يها يشامل توال روسيو ني. ژنوم اباشد يم

اثر  يبرا سيس هاي يعملگر ترانس است. توال هاي يتوال
خود را به صورت  ريشدن ندارند و تاث انيبه ب يازين يگذار
به ژنوم  روسيمثل ورود ژنوم و يدر مراحل يموضع

 كنند ياعمال م يسينوو رو ي)، همانندسازروسي(پرووزبانيم
 ,Long terminal repeat) 5`LTR( ها شامل يتوال نيا

3`LTR (splice Acceptor) SA, (splice donor) SD, ( 
 (Encapsidation sequence), (REV response 
element)RRE, INT (integrase binding site ,(

)polypurin tract)3`PPT,(central polypurine tract 
cPPT( رمزگردان  هاي ترانس شامل ژن هاي ي. توالباشند يم
 هاي نيپروتئ هاي است كه شامل ژن يروسيو هاي نيپروتئ

) Envelop envو  gag , Polymerase pol( يساختار
 VIF )(Viral infectivity factor يفرع هاي نيپروتئ

VPU(Viral protein unique),وNEF(Negative factor) 
VPR(Viral protein regulatory) هاي نيو پروتئ 

و  rev (Regulator of Virion)يميتنظ
)tat(Transcriptional activator 4،3باشند [ يم[ .  

كه  شوند يم يطراح يا به گونه يروسيو يلنت هاي ناقل
 كيمنظور  نينداشته باشند. به ا زايي يماريبوده و ب منيا

كه شامل  شود يم هيانتقال ژن مورد نظر تعب يبرا  ديپلاسم
ژن مورد  انيو ب يهمانندساز يبرا ازيمورد ن سيس هاي يتوال

 هاي نيپروتئ ي ترانس رمزكننده هاي يتوال ينظر باشد در حال
 زيمتما يانيب يحذف شده و در واحدها ديپلاسم نياز ا يروسيو

 ي. ساختارهارندگي ي) قرار ميكمك ي(ساختارهاروسياز ژنوم و
قالب  اي يكمك يه سلولدر قالب رد توانند يم يكمك

 هاي نيشده كه رمزگردان پروتئ يجداگانه طراح هاي ديپلاسم
كه شامل ژن مورد  يديروش پلاسم ني. در اباشند يم يروسيو

 يهمزمان با هم به رده سلول يكمك هاي دينظر است و پلاسم
ناقل  يگذرا ديو باعث تول شوند يكننده ترنسفكت م يبسته بند

 هاي نيو پروتئ ها ميكه ژن آنز ييآنجا. از شوند يم يروسيو
 يامكان بسته بند شوند، يرمز نم روسيپروو نيدر ا يروسيو
ژن مورد نظر را امكان  انيو تنها ب اشتهوجود ند ديجد  روسيو
  ].5[ باشد يم ريپذ

در  يروسيو يلنت هاي ناقل ديتول نهيپژوهش در زم نياول
وهش مذكور پژ يانيب دي]. پلاسم6[ انجام گرفت 1996سال 
 يبرا سيس يو ساختارها gag نيجفت باز از پروتئ 350 يدارا

همراه با  ها يتوال نيبود ا روسياز پروو يسيو رونو يهمانندساز
به عنوان گزارشگر تحت پروموتر  فرازيژن لوس يتوال
 نيا يطراح يبعد هاي قرار داشتند. در نسل روسيتومگالوويس

 شيافزا يبرا يفرع هاي نيمثل حذف پروتئ يراتتغيي ها ناقل
 3`جهش حذف در جادي] با ا7[ انجام گرفت روسيو يمنيا

) ناقل خود محدود  LTR3`( ييبلند انتها يتكرارها هيناح
شد.   اصلح )Self inactivating vector(SIN)شونده (

صورت  ونيترانسداكس ييبهبود كارا يبرا يبرا زين هايي تلاش
  central( يمركز نيوراز پ يغن يگرفت مثل افزودن توال

polypurine tract:cPPT ] (8 [پس از  يميتنظ يو توال
 يموش كوه تيهپات روسيمربوط به و يسيرونو

)woodchuck hepatitis virus posttranscriptional 

regulatory element:WPRE ] (9 [برا يانيب ديبه پلاسم)ي 
 مورد زيكه در پژوهش حاضر ن pWPXL ديمثال در پلاسم
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 هاي نيجدا بودن پروتئ نياستفاده قرار گرفته است). همچن
متفاوت  يو قرار گرفتن در ساختارها روسياز پروو يروسيو

گشته و  ريتكث يشده برا ديتول هاي ناقل ييموجب عدم توانا
 كاهش ها در آن روسيو يوحش پيت ديو تول يبيامكان نوترك

 انيشونده و بن ميتقس هاي سلول يآلوده ساز يي. تواناابدي مي
 ابزارهاي به را ها ناقل نيژن هدف، ا داريمدت و پا يطولان
 يني) با اهداف بالIn vivoانتقال ژن دردرون تن( يبرا يمناسب
 يروسيو يلنت هاي ]. ناقل10-13[ مبدل كرده است يقاتيو تحق
 ستميس لياز قب هايي بافت ونيترانسداكس يخود را برا ييتوانا
 ياديبن هاي م، قلب، پانكراس و سلولكبد، چش ،يمركز يعصب

]. استفاده از 14-16اند [ خونساز، را در درون تن نشان داده
 سياستومات كولاريوز روسيو نيكوپروتئيمانند گل هايي پوشش

ممكن  توزاندوسي با ها از سلول يرا به انواع يروسيورود ذره و
را  يروسيناقل و ييزا دامنه عفونت بيترت نيو به ا كند يم

 روسياز و ريغ يدارا بودن پوشش لي] (به دل17[ كند يگسترده م
شده اتلاق  ديبه ناقل تول زيكاذب ن روسينام و ،يمادر

بر  يروسيو يناقل لنت كي ديمطالعه تول نياز ا هدف ).گردد يم
انتقال ژن در  يكاربردها يبود كه برا HIV-1 روسيو يمبنا

  باشد. يمقابل استفاده  ينيو بال يقاتيمطالعات تحق

 ها مواد و روش

مطالعه حاضر يك پژوهش كاربردي بوده و براي انجام آن، سه 
اپي  به صورت pMD2.Gو  pWPXL ،psPAX2پلاسميد 

خريداري  Escherichia coli DH5αهاي  زوم در باكتري
 Cambridge, England , (Addgene, pWPXL( شدند

ه اما داراي هاي ويروس بود هاي رمزگردان پروتئين فاقد توالي
هاي سيس براي همانندسازي و رونويسي ژن خارجي  توالي

 است. همچنين اين پلاسميد حامل ژن پروتئين سبز فلورسانت
)GFP به عنوان گزارشگر است كه نزديك جايگاه برشي (

هاي محدود كننده (براي قرار دادن ژن خارجي) تحت  آنزيم
 elongation factor-1( آلفا 1سازي  پروموتر  فاكتور طويل

alpha قرار دارد. پلاسميد (psPAX2 هاي  حامل ژن gag و
pol تحت كنترل پروموتر) SV40  (Simian vacuolating 

virus 40 هاي  هاي كپسيد و آنزيم است كه به ترتيب پروتئين
بندي ناقل ويروسي را بعد از  مورد نياز براي توليد و بسته

كنند و  نده، توليد ميترنسفكشن در رده سلولي بسته بندي كن
تحت  VSV-Gحامل ژن رمزكننده  pMD2.Gپلاسميد 

  ).3، 2، 1هاي  كنترل پروموتر سيتومگالو ويروس است (شكل
  

  
  pWPXLشماتيك پلاسميد  تصوير: 1شكل
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  psPAX2شماتيك پلاسميد  تصوير :2شكل

  

  
 pMD2.Gشماتيك پلاسميد  تصوير: 3شكل

ساعت در  24ها  اوي پلاسميدهاي ح استخراج پلاسميد: باكتري
 LB)(Luria Bertani, Merck( محيط مايع لوريابرتاني

Darmstadt, Germany 24) كشت داده شد پس از گذشت 
ساعت استخراج پلاسميد با استفاده از كيت استخراج پلاسميد 

)High Pure Plasmid Isolation Kit, Roche, UAS  و (
ش ليز قليايي كشت مايع روش ليز قليايي انجام گرفت. در رو

ليتر از  ميلي 5/1ها در محيط لوريابرتاني استفاده شد.  باكتري
 8000دقيقه سانتريفوژ در سرعت  1ساعته پس از   24كشت 
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به ترتيب دقيقه  5به مدت دور در دقيقه و تخليه محلول رويي، 
 EDTAميكروليتر محلول گلوكز تريس  100با 

(Ethylenediaminetetraacetic acid)  ،200  ميكروليتر
-SDS-NaOH )Sodium dodecyl sulfateمحلول 

Sodum hydroxide(  150دقيقه و  5خنك به مدت 
دقيقه  5) به مدت =8/4pHميكروليتر محلول پتاسيم استات (

دور در دقيقه و  6000تيمار شد، سپس سانتريفوژ با سرعت 
ليه شد، گراد انجام گرفت. محلول رويي تخ درجه سانتي 4دماي 

دقيقه در 2درجه اضافه شده و  96ميلي ليتر اتانول  1به هر لوله 
دور  5000دماي اتاق نگه داري شد سپس سانتريفوژ با سرعت 

دقيقه انجام  گرفت. پس از تخليه محلول  10در دقيقه به مدت 
 2درجه اضافه شد و  70ميلي ليتر اتانول  1رويي به هر لوله 

درجه  4در دقيقه و دماي  دور 5000دقيقه با سرعت  
گراد سانتريفيوژ شد. در نهايت پس از تخليه محلول رويي   سانتي

ميكروليتر بافرتريس  50رسوب در دماي اتاق خشك شد و 
EDTA مواد اوليه  ها و به هر ويال اضافه گرديد (تمامي محلول

 خريداري شدند Merckاستفاده شده در اين پروتوكل از شركت 
)Merck, Darmstadt, Germany.(  

 Human( 293كشت سلول: رده سلولي كليه جنين انساني

embryonic kidney 293T:HEK293T(،  از بانك سلول
كشت  محيط در ها پاستور ايران خريداري شد. سلول انستيتو

DMEM1X )DMEM - Dulbecco's Modified Eagle 

Medium, Gibco, USA درصد سرم جنين  10) حاوي
درصد مخلوط آنتي 1گلوتامين و -ال درصد 1گاوي، 
 هاي پني سيلين و استرپتومايسين، كشت داده شدند بيوتيك

)L-Glutamine, Fetal Bovine Serum, Penicillin-

streptomycin mixtures, Gibco, USAها در  ). كشت
كربن دي اكسيد  درصد 5درجه سانتيگراد و  37انكوباتور 

  نگهداري شدند.
سلول  5×105 ترانسفكشن، توليد و تغليظ ناقل ويروسي: تعداد

ها به  داده شد. زماني كه تراكم سلول خانه كشت 6در ظرف 
درصد در سطح چاهك رسيد، ترنسفكشن همزمان  80حدود 

سه پلاسميد با روش كلسيم فسفات انجام گرفت. به منظور 
ايجاد شرايط مناسب براي سلول و بهبود ترانسفكشن دو ساعت 
قبل از ترانسفكشن محيط كشت با محيط تازه بدون 

ميكروگرم به  20و  14و 6دارهاي بيوتيك تعويض شد. مق آنتي
 pMD2.Gو  psPAX2و pWPXLترتيب از پلاسميدهاي 

مولار مخلوط  5/2ميكروليتر محلول كلسيم كلريد 110همراه با 
-1-(hydroxyethyl-2)-4)ميكروليتر بافر  200شد. 

piperazineethanesulfonic acid) HEPES )Merck, 

Darmstadt, Germanyه به مخلوط )، به صورت قطره قطر
ميكروليتر از اين مخلوط به هر چاهك  100فوق اضافه شد. 

ساعت پس از  72و  48هاي   كشت اضافه شد. در زمان
ها كه حاوي ذرات ويروسي بود  ترنسفكشن محيط روي چاهك

جمع آوري شد. براي جدا كردن ضايعات سلولي، اين محيط از 
س بخشي از ميكرومتر عبور داده شد. سپ 45/0 فيلتر سرسرنگي

درجه  4اين سوپ ويروسي به صورت تغليظ نشده در دماي 
سانتريگراد نگهداري شد وبخشي با اولتراسانتريفوژ با سرعت   

دقيقه تغليظ شد و بخش  90دور در دقيقه و مدت زمان  28000
ديگر با پلي اتيلن تغليظ شد. به اين منظور از محلول پلي اتيلن 

 ,Merck, Darmstadt) (6000گليكول (وزن ملكولي 

Germany(  درصد و محلول سديم كلريد  5/8با غلظت نهايي
مولار به سوپ ويروس اضافه شد. مخلوط  4/0با غلظت نهايي 

 35 داري شد سپس درجه سانتيگراد نگه 4به مدت يك شب در 
درجه  4دور در دقيقه در دماي  1500 دقيقه در با سرعت

آمده در هر دو روش  سانتريفوژ شد. رسوب ويروسي به دست
ميكروليتر محيط  30تغليظ، پس از تخليه محيط رويي در 

DMEM .تازه بدون سرم حل شد  
ترانسداكشن و تيتر ويروس: براي تعيين تيتر ويروسي 

خانه كشت داده شد.  24در ظروف  HEK293T سلول 40000
هاي  رقت پي در پي از ويروس غليظ با نسبت 6ساعت بعد  24
هاي جداگانه  هاي پي در پي به چاهك شد. رقت برابرتهيه 10

(ترانسداكشن) و به يك چاهك ويروس تغليظ نشده  اضافه شد
هاي بيان كننده  ساعت درصد سلول 72اضافه گرديد. پس از 

GFP  تعيين و تيتر ويروسي بر حسب واحد عفوني/ميلي ليتر
  محاسبه شد.

  
  ها يافته

استخراج شده با الكتروفورز  يدهايپلاسم صيصحت تخل
الكتروفورز   جينتا د،يدرصد آگارز مشاهده گرد 1ژل  يرو
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درشكل  تيو ك ييايقل زياستخراج شده با روش ل يدهايپلاسم
  . دباش يقابل مشاهده م 4

ساعت پس از انجام ترانسفكشن،  بعد از جمع آوري محيط  72
محلول ها با تيمار  رويي كه حاوي ناقل ويروسي بود، سلول

دقيقه از سطح جدا شده و با بافر  3به مدت  EDTA-تريپسين
شستشو داده شد. به منظور تعيين درصد  )PBS( نمكي فسفات

  FL1از فلوسيتومتري كانال GFPهاي بيان كننده  سلول
استفاده گرديد. كنترل منفي(سلول ترنسفكت نشده) و 

هاي ترنسفكت شده با روش كلسيم فسفات به ترتيب  سلول
را نشان دادند  GFPدرصد بيان  37/51و 03/0مقادير 
  ).1(نمودار

براي افزايش تيتر ويروسي و بالا بردن ميزان ترانسداكشن،  
هاي توليد شده با استفاده از اولتراسانتريفيوژو پلي اتيلن  ويروس

گليكول تغليظ شدند. براي محاسبه تيترويروسي از ويروس 
برابر تهيه شده و  10هاي  ترقت پي در پي با نسب 6غليظ شده 

ساعت  72بر روي رده سلولي هدف ترانسداكشن و پس از 

واحد  فلوسيتومتري انجام شد.. فرمول زير براي محاسبه تعداد
  عفوني كننده بر ميلي ليتر استفاده شد.

  
  

هاي غليظ شده با هر دو  مقادير به دست آمده تيتر از ويروس
گليكول نزديك به هم و  روش اولتراسانتريفوژ و پلي اتيلن

بود. تيتر ويروسي براي ويروس تغليظ  21  ͯ 106تقريبا برابر با
  ).2حاصل شد (نمودار290000نشده برابر با 

ميكروليتر ويروس تغليظ شده 15عمل ترانسداكشن با افزودن 
انجام  HEK293در رده سلولي  GFPبراي بررسي بيان 

ها  ژن گزارشگر، سلولگرفت. به منظور تاييد بيان طولاني مدت 
روز بعد با  15پس از ترانسداكشن پاساژ داده شدند و 

ها  در سلول GFPبررسي شدند و بيان  ,ميكروسكوپ فلورسانت
 ).5(شكل  تاييد شد

  
  

.  
  : الكتروفورز پلاسميدهاي استخراج شده به روش ليز قليايي(الف) با استفاده از كيت(ب)4شكل 

 
 پس از ترنسفكشن. كنترل منفي(الف) روش كلسيم فسفات(ب) GFPان : بررسي درصد بي1نمودار 
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  : تيتراسيون ويروسي2نمودار 

 
  ) ˟ HEK293)40هاي  سلول شنروز پس از ترانسداك GFP 15: بيان 5شكل

  

  بحث
 HIV-1در اين پژوهش يك ناقل لنتي ويروسي بر مبناي 
هنده ژن با استفاده از سه پلاسميد توليد شد. پلاسميد انتقال د

 خارجي يا پلاسميد بياني كه در اين پژوهش استفاده شد
)pWPXLهاي  هاي رمزگردان پروتئين )، ايمن بوده و فاقد ژن

ويروسي و نيز فاقد توانايي تكتير و بسته بندي و آلوده سازي 
 هاي هاي غير از ميزبان اوليه است. همچنين داراي توالي سلول

cPPT وWPRE ايي ترانسداكشن در آن باشد كه باعث كار مي
و  Shityakov، 2014در يك مطالعه در سال  ]8، 9[ شوند مي

را با  pWPXLقدرت ترانسداكشن پلاسميد  ]18[همكاران 
برخي پلاسميدهاي بياني ديگر مقايسه كرده و قدرت 

هاي در حال  ترانسداكشن اين پلاسميد را هم براي سلول
بالاتري از ساير  هاي خاموش به ميزان تقسيم و هم در سلول
در  GFPاند. مشاهده بيان مناسب  پلاسميدها نشان داده

هاي توليدي ترانسداكشن شده بودند،  هايي كه با ويروس سلول
روز، بيان ممتد اين ژن گزارشگر را اثبات كرده و در  15پس از 

دهد اين ناقل قادر به بيان ژن خارجي را به  نتيجه نشان مي
براي ترانسفكشن   باشد. ولي هدف، ميصورت پايدار در رده سل
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 HEK293Tاز  روش كلسيم فسفات استفاده شد. رده سلولي 
براي ترانسفكشن پلاسميدها و توليد ناقل لنتي ويروسي يا 

ها قابليت خوبي براي  ويروس كاذب، استفاده شد. اين سلول
 SV40 ) Large Tترنسفكشن داشته و داراي آنتي ژن بزرگ 

antigen كه باعث تكثير پرقدرت پلاسميدهاي ) هستند
، به صورت اپي  SV40ترنسفكت شده با منشا همانندسازي

گردد. روش كلسيم فسفات روي اين رده سلولي  زومال مي
. بنابراين ]19،2[ كارايي بسيار مناسبي در ترانسفكشن دارد

 روش كلسيم فسفات به عنوان يك روش ارزان قيمت و در
هاي  ي ترنسفكشن و توليد ناقلدسترس با كارايي خوب برا

لنتي ويروسي، روشي مناسب است. براي تغليظ ويروس از دو 
روش اولتراسانتريفوژ و پلي اتيلن گليكول استفاده شد. ناقل 
لنتي ويروسي توليد شده در اين پژوهش با دارا بودن پوشش از 

امكان استفاده از اولتراسانتريفوژ را براي تغليظ  VSV-Gجنس 
كه اين پوشش در برابر نيروي اعمال شده  كند چرا يفراهم م

) مقاوم بوده و آسيب Shear forceتوسط اولتراسانتريفوژ(
. از معايب اين پوشش غير فعال شدن آن با سرم ]17[ بيند نمي

هاي داراي اين  . اين موضوع استفاده ناقل]20[ باشد خون مي
از كند.  دچار مشكل مي in vivoپوشش را براي مطالعات

هاي لنتي ويروسي ابزارهاي مناسبي براي انتقال  آنجاييكه ناقل
، تركيب اين ]10-13[ هستند  in vivoژن و ژن درماني در 

پوشش با پلي اتيلن گليكول به حل مشكل كمك كرده است. 
در  VSV-Gپلي اتلين گليكول تاثير قابل توجهي را در حفظ 

ان و سرم خون و مقاومت آن در برابر سيستم كمپلم
. توانايي چندين ناقل ]2[ كند گر، اعمال مي هاي خنثي بادي آنتي

هايي از قبيل سيستم عصبي  لنتي ويروسي در ترانسداكشن بافت
هاي بنيادي  مركزي، كبد، چشم، قلب، پانكراس و سلول

لذا از . ]14-16[گزارش شده است In vivo خونساز، را در 
ها جهت  استفاده از آنهاي لنتي ويروسي  جمله كاربردهاي ناقل

هاي تقسيم شونده و غير تقسيم شونده  انتقال ژن به سلول
يك ناقل لنتي  2010در  ]21[ و همكاران Shiauباشد.  مي

 VSVGو پوشش  pWPXLويروسي با استفاده از پلاسميد 
توليد كردند. پلاسميد بياني اين ناقل، داراي ژن كاليستاتين بود. 

زايي و ضد التهاب  ي خاصيت ضد رگپروتئين كاليستاتين دارا
هاي مبتلا به تومور ريه تزريق شد و  است. اين ناقل به موش

پلاسميد بياني ناقل  .نتايج درماني سودمندي به دست آمد
بود و ناقل  pWPXLويروسي توليد شده در پژوهش حاضر 

توليد شده يك ناقل خود محدود شونده بوده كه از ايمني كافي 
به علاوه پوشش اين ناقل  برخوردار است. براي انتقال ژن

VSVG هاي داراي  بوده و  ويروسVSVG  از طريق
شوند. به  برهمكنش با ليپيدهاي غشايي وارد سلول ميزبان مي

ي دارند و قادر به آلوده كردن گستره ميزباني وسيعهمين دليل 
در اين  ].22[ باشند هاي هدف مي انواع مختلفي از سلول

تي ويروسي به تنهايي توليد شد و در مطالعات پژوهش ناقل لن
توان از ژن هاي كلون  تحقيقاتي آزمايشگاهي و باليني آينده مي

شده در پلاسميد بياني استفاده كرده و ناقل را همراه با ژن 
توان از  براي هدف تحقيقي يا درماني مورد نظر، تهيه كرد. مي

نتي ويروسي هاي بياني ديگر نيز براي تهيه ناقل ل پلاسميد
استفاده كرد و تاثير انواع پروموتر را بر بيان ژن ورودي به ناقل 

  بررسي نمود.
  

  گيري نتيجه
و  يمنيپژوهش با ا نيشده در ا ديتول يروسيو يناقل لنت

انتقال ژن به  يبرا يترانسداكشن، كاربرد مناسب يبالا برا ييتوانا
ده دارد. از شون ميتقس ريشونده و غ ميتقس هاي از سلول يانواع

هدف در  هاي انتقال ژن به سلول يبرا توان يناقل م نيا
  گرفت. بهرهمختلف  ينيو بال يقاتيتحق يكاربردها
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Construction of lentiviral vector based on HIV-1 virus for gene 
transfer to dividing and non-dividing cells 

 
Elmira Mohammadi, Faezeh khozeimeh, Mandana Behbahani,  

Zahra Golestan nejad, Mohamad Reza Golestan nejad, Shahin Gavanji* 
 

Abstract 
Introduction: Biological methods or viral vectors are used extensively for gene transfer for 
therapeutic aims. Lentivial vectors, with advantages such as the capacity of transducing dividing 
and non-dividing cells, carrying large genetic payloads and stable long-term transgene expression, 
are considered suitable tools for gene transfer for research and therapeutic purposes. The aim of 
this study was to produce a lentiviral vector based on HIV-1, with vesicular stomatitis virus 
glycoprotein-G: VSVG. This vector can be used as a tool for gene transfer to dividing and non-
dividing cells for research and therapeutic purposes. 
Materials and methods: Calcium phosphate method was used for co-transfection of three plasmids 
pWPXL-GFP (expression vector with reporter gene), psPAX2 consisting of gag, pol gene of HIV-1 
virus and pMD2.G (Envelope vector) on HEK293T human embryo cell line. Flow cytometry 
technique was used for assessment of green fluorescent protein (GFP) expression as a reporter 
gene. Viruses were concentrated and used for transduction on the target cell line.  
Results: GFP expression was observed in 51.37% of transfected HEK293T cell line. After 
concentrating the viruses and transduction, pro-virus penetration into the target cell genome was 
observed with long-term green positive expression in transduced cells using fluorescent microscopy 
15 days after transduction. 
Conclusion: The ability of constructed viruses to enter host cells was confirmed by GFP expression 
in these cells. The lentivirus (and therefore the vector) produced in this study proved effective in 
transducing dividing and non-dividing cells, making it more efficient than other viral vectors in 
gene transfer investigations. 
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