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ها اشاره کرد. با توان به درمان انواع بیماريیآن م ها است که از کاربردهايانتقال ژن، یک ابزار قدرتمند براي تغییر عملکرد سلول :مقدمه
هاي قابل توجهی در کاربرد هر روش هاي انتقال ژن، محدودیتدهد که علیرغم وجود تنوع در روشاین وجود، مطالعات مختلف نشان می

 هاي سرطانی است.ن در سلولو لیپوفکتامی PEIهدف از این مطالعه، مقایسه دو روش انتقال ژن با استفاده از ترکیبات  وجود دارد.
ترل نیز به عنوان سلول کن HEK-293هاي هدف و از سلول به عنوان سلول HCT-116و  Caco-2در این مطالعه، از  ها:مواد و روش

پروتئین  اناساس بی و لیپوفکتامین انجام شد و سپس نتایج آنها بر PEIاستفاده شد. بدین منظور، ابتدا انتقال ژن با استفاده از دو مادة 
GFP .با یکدیگر مورد مقایسه قرار گرفت 
رت گرفته است، اما این فرآیند در ، به میزان مطلوبی صوHEK-293هاي نتایج این مطالعه نشان داد که انتقال ژن در سلول ها:یافته
هاي کلورکتال مشاهده شد؛ در سلول ال ژنهایی نیز بین میزان انتقار ناچیز بود. همچنین در این میان، تفاوتهاي رده کلورکتال بسیسلول

 کمتر بود. HCT-116هاي از سلول Caco-2هاي اي که میزان ترنسفکت در سلولبه گونه
ه ز آنجائیکمیزان پذیرش ژن خارجی در سلول ها، به عوامل متعددي از جمله نوع و منشأ سلول وابسته است. ا گیري:بحث و نتیجه

هاي بسیاري همراه است. به اند، در نتیجه دستکاري ژنتیکی آنها با محدودیتیرات متعدد ژنتیکی شدههاي سرطانی دستخوش تغیسلول
ها مانند گزینش سلول به وسیلۀ آنتی ها، از سایر روششود براي دستیابی به میزان بالاي انتقال ژن در این سلولهمین منظور توصیه می

 شود.سلولی پایدار استفاده  بیوتیک و تهیۀ رده
 .ترنسفکشن، لیپوفکتامین، سرطان، کلورکتال، سیستم انتقال ژن ي:هاي کلیدواژه

 

 چکیده
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 مقدمه
فرآیند سلول درمانی و مهندسی سلولی، از طریق ورود 

هاي سنتتیک و نانو مـواد عملکـردي بـه درون بیو مولکول

هاي اخیر؛ انتقال اسیدهاي . در سال)1(شود سلول آغاز می

ان نوکلئیک به درون سلول و استفاده از آنها به منظور درم

هاي مختلف، توجهـات بسـیاري را بـه خـود جلـب بیماري

ه نوترکیـب بـ DNAهاي . انتقال مولکول)3, 2(کرده است 

درتمنـد در بیولـوژي قی ها، یک ابزار تحقیقـاتدرون سلول

هــا و مولکــولی اســت کــه هــدف آن بررســی عملکــرد ژن

ها و همچنین مطالعه اثر آنها بر روي وقایع بعـدي پروتئین

ا . متاسفانه علیرغم کلیه مطالعاتی که تـ)4, 2(سلول است 

به حال انجام گرفته، کماکـان مشـکلات بسـیاري در ایـن 

 .)3(زمینه وجود دارد 

به طور کلی، دو روش متداول بـراي انتقـال ژن وجـود 

ا انتقال ژن ب -2ها ا استفاده از ویروسانتقال ژن ب -1دارد: 

استفاده از عوامـل غیـر ویروسـی کـه خـود شـامل انتقـال 

. در روش اول؛ )6, 5(شیمیایی، فیزیکی و مکـانیکی اسـت 

هایی مانند آدنو ویروس، هرپس ویـروس و لنتـی از ویروس

شود. استفاده از ایـن ویروس به عنوان ناقل ژن استفاده می

وکتورهاي ویروسی؛ علیرغم داشتن مزایایی ماننـد قابلیـت 

هایی نیز همـراه اسـت. از جملـه بالاي انتقال ژن، با نگرانی

یسـتم ایمنـی، ایجـاد توان بـه تحریـک سها میاین نگرانی

هاي پیش التهـابی و همچنـین موتاسیون، راه اندازي پاسخ

 .)7, 6(ایجاد سرطان اشاره کرد 

ت غیر ویروسی بسـیاري بـه منظـور تا به امروز، ترکیبا

ها ساخته شـده اسـت. بـا وجـود انتقال ژن به درون سلول

ها و میزان سمیت شان بر اسـاس اینکه کارآیی این محلول

هاي مختلف متفاوت است؛ امـا مطالعـات نشـان نوع سلول

داده که هرچه قدرت انتقال ژن یک محلول بیشـتر باشـد؛ 

بیشـتر خواهـد بـود  به همان نسبت نیز میزان سـمیت آن

ترین انتقال ژن با کمک مواد شیمیایی، یکی از مرسوم .)3(

هاي پسـتانداران ها براي بررسـی بیـان ژن در سـلولروش

تـوان بـه شـیمیایی می هاي. از جملۀ این محلول)2(ست ا

لیپیـــدهاي کـــاتیونی، پلیمرهـــاي آنیـــونی، پپتیـــدها و 

. بـا اینکـه در )7-5(هاي کربوهیدراتی اشـاره کـرد آنالوگ

ها، ایـن وکتورهـا مقایسه با انتقال ژن با استفاده از ویروس

نوژنیسـیتی کارآمدي کمتري دارند؛ اما میزان سمیت و ایم

ها نیز بسـیار کمتـر اسـت. عـلاوه بـر آن، کـاربرد ایـن آن

به علـت مقـرون بـه صـرفه بـودن،  تر بوده وترکیبات ساده

. نحـوه )8, 7, 2(میزان تکرارپـذیري بیشـتري نیـز دارنـد 

ها بدین صورت است که آنها بـا در بـر عملکرد این محلول

؛ علاوه بر تسهیل فرآیند انتقال، ژن RNAیا  DNAتن گرف

هـاي سـلولی نیـز مورد نظر را در برابر تخریب توسط آنزیم

کنند. این در بر گرفتن، حاصـل تعامـل یـونی محافظت می

هاي ناقل با بار مثبت و اسیدهاي نوکلئیـک بـا بین مولکول

باشد. مکانیسم انتقال سلولی، متناسب با نـوع بار منفی می

محلول مورد استفاده، به صورت اندوسیتوز یا فیوژن اسـت 

. انتخاب نوع محلول انتقال ژن به عـواملی ماننـد )9, 5, 2(

نوع سلول میزبان، نوع ترنس ژن و موقت یـا پایـدار بـودن 

انتقال بستگی دارد. با ایـن حـال، فرآینـد اسـتفاده از ایـن 

ها نیازمند بهینـه سـازي اسـت تـا بتوانـد بـالاترین محلول

 .)9(میزان کارآیی را داشته باشد 

 (Lipofectamine)در این میان؛ دو ماده لیپوفکتـامین 

از شناخته شده تـرین ترکیبـات  (PEI)پلی اتیلن ایمین  و

ي براي انتقال ژن هستند که به ترتیب داراي ساختار لیپید

لائـی کاتیونی و پلیمري بوده و غالباً به عنوان اسـتاندارد ط

این  براي انتقال ژن به روش غیر ویروسی مطرح هستند. با

وجود، سمیت سلولی و حساسیت به حضـور سـرم و آنتـی 

هایی مواجه سـاخته بیوتیک، استفاده ازآنها را با محدودیت

 .)10(است 

لیپوفکتامین به عنـوان یـک لیپیـد کـاتیونی؛ یکـی از 

ها براي انتقـال ژن اسـت کـه کـارآیی ترین محلولمتداول

ها دارد. در سـاختمان لیپیـدهاي بالایی بر روي اکثر سلول

اي وجـود دارد کـه داراي کاتیونی، فسـفولیپیدهاي دولایـه
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باشـند. سرهایی با بار مثبت و یک یا دو دم هیـدروفوب می

ي قطبی، با اسکلت فسفاتی اسـید نوکلئیـک، تعامـل سرها

هـا را الکتروستاتیکی برقرار کرده و بـار مثبـت لیپـوزوم آن

سازد تا به روش اندوسیتوز از غشـاي سـلولی، کـه قادر می

 .)11(داراي بار منفی است، عبور کنند 

PEI نیز یکی از پرکاربردترین پلیمرهاي کاتیونی بـراي 

توان به کـاربرد سـاده، انتقال ژن است که از مزایاي آن می

هاي فاقد سرم و مقـرون بـه کارآیی بالا، سازگاري با محیط

صرفه بـودن آن اشـاره کـرد. ایـن ترکیبـات بـراي انتقـال 

ــزرگ  ــات ب ــین  DNAپلاســمیدهاي حــاوي قطع و همچن

هاي کوچک به درون سـلول کـاربرد دارنـد. الیگونوکلئوتید

نحــوه عملکــرد آن بــدین صــورت اســت کــه تعامــل 

و بـار  PEIهاي آمینـی الکتروستاتیکی بین بار مثبت گروه

 DNAشـود تـا باعـث می DNAهـاي فسـفات منفی گروه

خنثی و فشرده شده و به درون سلول وارد شود. همچنـین 

و در نتیجـه  شده DNAی ها باعث کاهش بار منفاین آمین

 .)13, 12(دارند اي مصون میآن را از تخریب هسته

هاي سرطانی رده کلورکتال یکـی از که سلولاز آنجایی

ها در زمینــۀ ژن درمــانی هســتند و پرکــاربردترین ســلول

پاسخ نامناسب این سرطان به درمـان همچنین با توجه به 

این مطالعه تصمیم گرفته شد تا امکان انتقال ژن  ، در)14(

ها بررسـی شـود. آزمایشگاهی بر روي این سلول در شرایط

ــه د ــال ژن ب ــه، انتق ــن مطالع ــدف از ای ــه ه رون در نتیج

و  PEIهاي هـدف و کنتـرل بـا اسـتفاده از دو مـادة سلول

 لیپوفکتامین و مقایسه نتایج آنها با یکدیگر است.

 هامواد و روش

 کشت سلول

در این مطالعه از سه نوع سلول مختلف اسـتفاده شـد. 

(تهیه شده از مرکـز ذخـایر ژنتیکـی و  Caco-2هاي سلول

خـایر سـلولی (تهیه شـده از ذ HCT-116زیستی ایران) و 

گروه ویروس شناسی دانشگاه تربیـت مـدرس) کـه هـر دو 

متعلق به رده کلورکتال بوده و سـلول اصـلی و هـدف ایـن 

شـوند. همچنـین بـه منظـور بررسـی مطالعه محسوب می

 HEK-293 (Humanصحت مراحل انتقـال ژن؛ از سـلول 

Embryonic Kidney)  تهیه شده از مرکز ذخایر ژنتیکی و)

) استفاده شد که ایـن سـلول نیـز متعلـق بـه زیستی ایران

هــاي اســتفاده از کلیـۀ جنــین انســان اسـت. یکــی از علت

بــه عنــوان ســلول کنتــرل؛ تکثیــر  HEK-293هاي ســلول

پذیري آسان و ظرفیت بالاي آن براي دریافت ژن خـارجی 

اي که به علت بیـان زیـاد پـروتئین متعاقـب است. به گونه

ها بـراي رکاربردترین سلولیکی از پ HEK-293انتقال ژن، 

ها در محـیط شود. کشت سـلولتولید ویروس محسوب می
Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium (DMEM) 

 Fetal Bovine %10(ایده زیست نوترکیـب/ایران) حـاوي 

Serum (FBS)  آنتـی  %1(ایده زیست نوترکیـب/ ایـران) و

ــین  ــیلین/ استرپتومایس ــی س ــک پن  -Penicillin)بیوتی

Streptomycin/ Pen- Strep)  /ــب ــت نوترکی ــده زیس (ای

ها به انکوباتور با دمـاي ایران) صورت گرفت و سپس سلول

 منتقل شدند. %5درجه و دي اکسید کربن  37

 تهیه پلاسمید

 P-lentiپلاسمید مورد استفاده در این مطالعـه از نـوع 

 8.4(بن یاخته/ ایران) است که سایز این پلاسمید حـدود 

kb ده و حاوي توالی میکرو بوRNA  ،به عنـوان تـرنس ژن

و  Green Fluorescent Protein (GFP) مـارکر پروتئینـی

 ژن مقاومت به آنتی بیوتیک کانامایسین/نئومایسین است.

 انتقال پلاسمید به درون باکتري

فرآیند انتقـال پلاسـمید بـا اسـتفاده از مـاده کلسـیم 

فت. مراحل کـار صورت گر Top10کلراید به درون باکتري 

کشت تازه تهیه  Top10بدین صورت بودکه ابتدا از باکتري 

شد و آنها در چندین مرحله رسوب گیري شـدند. سـپس، 

محلول خنک کلسیم کلراید را در چندین مرحله به رسوب 

ــوب و  ــردن رس ــل ک ــس از ح ــرده و پ ــافه ک ــاکتري اض ب

ها توسط سانتریفیوژ مجدداً رسوب انکوباسیون آن، باکتري

یري شدند. پس از جداسازي فاز مایع، این مرحله مجدداً گ

تکرار شـد. در ایـن زمـان، دیـواره بـاکتري مسـتعد عبـور 
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پلاسمید شده است؛ در نتیجه با استفاده از شوك حرارتی، 

ورود پلاســمید بــه داخــل بــاکتري صــورت گرفــت. بــدین 

ها را با پلاسمید ترکیب کرده و منظور، ابتدا رسوب باکتري

ثانیـه در  90دقیقـه در یـخ،  30مورد نظر به مدت محلول 

دقیقه در یخ انکوبه شـدند.  3درجه و مجدداً  42بن ماري 

(زیسـت  Luria-Bertani (LB)ها، محیط سپس به باکتري

فاقد آنتـی بیوتیـک افـزوده شـد تـا  کاوش ایرانیان/ ایران)

ها سـانتریفیوژ شـده و در بازیابی شوند. پس از آن، باکتري

آگار حاوي آنتی بیوتیک کانامایسین به صـورت  LBمحیط 

اي کشت داده شدند. در نهایـت نیـز بـه مـدت چند منطقه

 درجه نگهداري شدند. 37ساعت در انکوباتور  18-16

 پلاسمیدتکثیر 

انجام شـد. بـدین  LBمراحل کشت باکتري در محیط 

میلـی لیتـر  50میکرولیتر باکتري به  200صورت که ابتدا 

 /Sigma- Aldrichکانامایسـین ( %1وي محیط کشـت حـا

سـاعت در  16ها به مـدت آمریکا) افزوده شد. سپس نمونه

 انکوباتور شیکردار قرار داده شد.

  استخراج پلاسمید

 FavorPrepمراحـــل کـــار توســـط کیـــت ســـتونی 

)Favorgen/  تایوان) و طبق پروتکل شرکت سـازنده انجـام

آمـده، بـافر شد. در مرحله نهایی نیز به رسـوب بـه دسـت 

elution ها در فریـزر افزوده شد و پس از سانتریفیوژ، نمونه

 هداري شدند.درجه نگ -20

 PEIبه روش  انتقال ژن

خانـه کشـت داده  24 ها در پلیـتبدین منظور، سلول

محـیط آنهـا مـورد  %80شدند و پس از رسیدن به تـراکم 

سـاعت در  2ها بـه مـدت تعویض قرار گرفت. سپس سلول

محیط بدون سرم قـرار گرفتنـد. در مرحلـۀ بعـد، مجاورت 

هاي آمریکـا) را بـا نسـبت /PEI )Sigma- Aldrichمحلول 

مختلف با پلاسمید ترکیب کرده و محلول به دسـت آمـده 

دقیقه در دماي اتاق انکوبـه شـد. سـپس ایـن  30به مدت 

سـاعت در  16ها افزوده و پلیت به مدت ترکیب را به سلول

ــرار دا ــاتور ق ــان انکوب ــدت زم ــام م ــس از اتم ــد. پ ده ش

ها تعویض محیط شدند و به آنها محـیط انکوباسیون، سلول

هـاي افزوده شـد و نتـایج در زمان FBS %10کشت حاوي 

ساعت توسط میکروسکوپ فلورسنت تحـت  72و  48، 24

 خوانش قرار گرفتند.

 انتقال ژن به روش لیپوفکتامین

د و پـس از خانه استفاده شـ 24به این منظور از پلیت 

راحـل انتقـال رسـیدند م %70-80ها به تراکم اینکه سلول

ــول  ــور از محل ــدین منظ ــد. ب ــام ش ــر روي آن انج ژن ب

آمریکــا) اســتفاده  /Thermo Fisher( 2000لیپوفکتــامین 

شد و مراحل طبق پروتکل کیت انجام گرفت. سپس نتـایج 

ســاعت توســط میکروســکوپ  72و  48، 24هــاي در زمان

 بررسی قرار گرفتند. فلورسنت مورد

 هاافتهی

 تائید حضور ژن مقامت به کانامایسین در پلاسمید

به منظور بررسی حضور ژن مقاومت بـه کانامایسـین و 

ــایج  ــار تســت، نت ــال پلاســمید، در کن ــد مراحــل انتق تائی

هاي کنترل مثبت و منفی نیز بررسـی شـدند. بـدین نمونه

انامایسـین منظور، از یک پلاسمید حاوي ژن مقاومت بـه ک

به عنوان نمونه کنترل مثبت استفاده شد و کشت بـاکتري 

حاوي این پلاسمید در دو پلیت آگار، که یکی داراي آنتـی 

بیوتیک کانامایسین و دیگري فاقد آن بـود، انجـام گرفـت. 

رشد این باکتري در پلیت حاوي آنتی بیوتیک، بیانگر تائید 

آنتی بیوتیک عملکرد صحیح آنتی بیوتیک و در پلیت فاقد 

نیز، موید صـحت بـاکتري و از بـین نـرفتن آن در مراحـل 

انتقال بود. عدم رشد نمونه کنترل منفـی در پلیـت حـاوي 

آنتی بیوتیک نیز نشان دهنده صحت عملکرد کانامایسـین 

بود. رشد باکتري حاوي پلاسمید تست نیز درستی مراحل 

د را انتقال و حضور ژن مقاومت به آنتی بیوتیک در پلاسمی

هـا برداشـته تائید کرد. در انتها نیز باکتري از یکی از کلنی

مایع افزوده شـد. سـپس  LBمیلی لیتر محیط  5شد و به 

ساعت در انکوبـاتور شـیکردار قـرار داده  16نمونه به مدت 
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شد تا باکتري تکثیر کرده و در مراحل بعد، ذخیـره سـازي 

 آن شود.

ال ژن با هاي سرطانی به انتقمقاومت نسبی سلول

 استفاده از لیپیدهاي کاتیونی و پلیمرها

از آنجائیکه در ایـن مطالعـه از پلاسـمید داراي مـارکر 

GFP ها بــا اســتفاده شــده بــود، در نتیجــه بررســی ســلول

میکروسکوپ فلورسنت، نشان دهنده نقاط سبز رنگـی بـود 

این نقاط بیانگر انتقال موفق پلاسـمید و بـه دنبـال آن  که

). بـا اسـتناد بـه 1ها بود (تصـویر اخل سلولبیان ژن در د

مطالعات مشابه، مشاهده شده بود که انتقـال ژن بـه درون 

گیـرد، در به میزان بالایی صورت می HEK-293هاي سلول

نتیجــه از ایــن ســلول بــه عنــوان ســلول کنتــرل در کنــار 

هاي هدف استفاده شد. بر طبق انتظار، در مقایسه بـا سلول

 HEK-293در سلول  GFPمیزان بیان  هاي سرطانی،سلول

هاي رده ). ولی در سلولDو  A /1بسیار بیشتر بود (تصویر 

کلورکتال، با وجود اینکه انتقال ژن انجام گرفتـه بـود؛ امـا 

 ).1میزان آن بسیار ناچیز بود (تصویر 

اي که بین نتـایج دو روش انتقـال همچنین در مقایسه

مشـاهده شـد کـه  هاي سرطانی انجام گرفـتژن در سلول

نســبت بــه  Caco-2هاي در ســلول GFPمیــزان بیــان 

اي که در انتقـال کمتر است. به گونه HCT-116هاي سلول

، این میزان تقریباً نزدیـک بـه صـفر بـود PEIژن به روش 

 )..E ،Fو  B ،Cهاي قسمت /1(تصویر 

 
 ) گرفته شده است.10Xکوپ فلورسنت (بزرگنمایی ي ترنسفکت شده که توسط میکروسهاسلولدر  GFPمیزان بیان . 1تصویر 

بدین صورت  هاسلول. ترتیب باشندیمي ترنسفکت شده توسط لیپوفکتامین هاسلولو ردیف دوم  PEIي ترنسفکت شده توسط هاسلولردیف اول 
 Caco-2سلول  HCT-116 ،(F)سلول  HEK-293 ،(E)سلول  Caco-2، (D)سلول  HCT-116 ،(C)سلول  HEK-293 ،(B)سلول  (A)است: 

 

 گیريبحث و نتیجه
هـاي مـؤثر بـراي بررسـی امروزه انتقال ژن، یکی از راه

سلولی و مولکولی عملکرد ژن یا پـروتئین و نحـوه تنظـیم 

. ایـن )4(آنها و همچنین سرکوب انکوژن یـا تومـور اسـت 

تواند فرآیند، نقش مهمی در بیولوژي مولکولی داشته و می

هاي مختلـف باشـد. بـراي روشی براي درمان انواع بیماري

ها و همچنین راهکارهایی براي درمان مثال، توسعه واکسن

انواع سرطان، از کاربردهاي انتقال ژن است. بـا ایـن حـال، 

انی، هاي سـرطهدفگیري اختصاصی سلول؛ به ویـژه سـلول

هاي موجود بر سر مطالعه در زمینـه کماکان یکی از چالش

سرطان اسـت. بـدین منظـور، نیـاز اسـت تـا از ترکیبـاتی 

استفاده شود که علاوه بر ظرفیـت بـالاي انتقـال، سـمیت 

سلولی ناچیزي داشته باشد. بـه منظـور دسـتیابی بـه ایـن 
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هدف؛ باید از وکتورهاي قدرتمند، زیسـت تخریـب پـذیر و 

 .)17-15(ی سلول استفاده شود اختصاص

تا به حال مطالعات بسـیاري بـر روي وکتورهـاي غیـر 

و  PEIویروسی انجام گرفتـه و در ایـن میـان، دو ترکیـب 

اند. لیپوفکتامین نقش چشمگیري در این مطالعـات داشـته

د ال ژن موربراي اولین بار براي انتق PEIکه  1995از سال 

استفاده قرار گرفت؛ ایـن مـاده بـه یکـی از پرکـاربردترین 

را  ترکیبات براي انتقال ژن تبدیل شد. زیرا از سویی، ژنـوم

به شدت متراکم کرده و به ورود آن به درون سلول کمـک 

کند؛ از سوي دیگر، آن را از جذب توسط اندوزوم هـا و می

رهـاي . در واقع این پلیم)18(کند لیزوزوم ها محافظت می

کمــپلکس تشــکیل داده و تعامــل  DNAکــاتیونی، بــا 

و بـار  PEIهاي آمینـی الکتروستاتیکی بین بار مثبت گروه

شود تا اسید نوکلئیـک باعث می DNAمنفی گروه فسفات 

 .)13(خنثی و فشرده شود 

لیپوفکتامین نیز نـوعی لیپیـد کـاتیونی اسـت کـه بـه 

از  منظور انتقال مؤثر اسید نوکلئیک به درون انواع مختلفی

یب، به علـت حضـور . در این ترک)19(ها کاربرد دارد سلول

یک یا دو اتم نیتـروژن بـا بـار مثبـت در گـروه سـر، بـین 

وکلئیـک نفسـفات اسـید  -هاي قندلیپوفکتامین و مولکول

شود. همچنین حضور توالی فاصله انداز که تعامل ایجاد می

کند نیـز هاي هیدورکربنی متصل میگروه سر را به زنجیره

دهاي کـاتیونی و اسـیدهاي باعث افزایش تماس بین لیپیـ

 .)20(شود نوکلئیک می

ز اده این مطالعه، ارزیابی میزان انتقال ژن با اسـتفهدف از ا

PEI هاي و لیپوفکتـــامین در ســـلولCaco-2  وHCT-116  و

بـود.  HEK-293هاي مقایسۀ آن بـا میـزان انتقـال در سـلول

هـاي مطالعات نشان داده که با وجود در دسترس بـودن روش

اي بـه گونـه دیگـر ها از گونـهمختلف؛ میزان انتقال ژن سلول

تفاوت بوده و سمیت حاصل از این ترکیبـات نیـز بـر اسـاس م

 .)21(ها متفاوت است نوع سلول

مچنین ه، به علت رشد سریع و آسان و HEK-293سلول 

 ها در زمینۀمیزان دریافت ژن بالا، یکی از پرکاربردترین سلول

ها، میزان انتقال ژن تحقیقات آزمایشگاهی است. در این سلول

تـوان ها میو متعاقب آن؛ میزان بیان پروتئین بالا بوده و از آن

. همچنـین، )25-22(رد تولید ویروس نیز استفاده ک به منظور

هایی بـا انتقـال ژن آسـان به عنوان سلول HEK-293از سلول 

شود و از آنها براي کنتـرل صـحت مراحـل انتقـال، در یاد می

استفاده  (Hard to Transfect)هاي با انتقال سخت کنار سلول

ها بـراي ي حاضرنیز از این سلول. در مطالعه)26, 21(شود می

کنترل صحت مراحل انتقال ژن و بررسـی سـلامت و کیفیـت 

 پلاسمید حاوي ترنس ژن استفاده شد.

الا زان بنتایج این مطالعه نیز بیانگر انتقال ژن موفق و با می

 PEIفکتـامین و با هـر دو مـادة لیپو HEK-293هاي در سلول

ها بـه علـت بیـان اي که بـیش از نیمـی از سـلولبود. به گونه

 ).Dو  A /1(تصویر  ، سبز رنگ شدندGFPمارکر 

 دو سلول دیگري که در این مطالعه از آنهـا اسـتفاده شـد،

د که هـر دو متعلـق بـه بودن HCT-116و  Caco-2هاي سلول

باشند. مطالعـات پیشـین نشـان داده کـه ي کلورکتال میرده

هاي سـرطانی کـارآیی نـاچیزي داشـته و ژن به سـلول انتقال

ها بـه دنبـال انتقـال ژن افـزایش میزان مرگ و میر این سلول

ز از ایـن قاعـده ي کلورکتـال نیـهاي ردهسـلول. )27(یابد می

هایی بـا مستثنی نبوده و از ایـن رو، از آنهـا بـه عنـوان سـلول

شود. همچنین در مطالعات بالینی نیز انتقال ژن سخت یاد می

هاي سرطان کلورکتال در مقایسه با انواع دیگر سـرطان؛ سلول

, 28, 14( دهند.نسبت به درمان مقاومت بیشتري را نشان می

هاي کنتـرل، . در این مطالعـه نیـز، در مقایسـه بـا سـلول)29

کمتـري  ي کلورکتـال بـه میـزانهاي ردهانتقال ژن در سلول

ر از انجام شد و حتی با وجود بهینه سازي فرآیند انتقال، کمتـ

ناسـب میـک مـارکر بیـانی  کـه را، GFPها مارکر سلول 20%

متعلـق بـه میـزان  B/E تصـاویر /1است، بیان کردند (تصـویر 

متعلــق بــه  C/Fو تصــاویر  HCT-116هاي انتقــال ژن ســلول

 باشند).می Caco-2هاي میزان انتقال ژن در سلول
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ــال  ــراي  Xu، 2019در س ــامین ب ــاران از لیپوفکت و همک

ردنـد. در اده کي کلورکتـال اسـتفهاي ردهانتقال ژن به سلول

هاي سـرطانی بـه میـزان آن مطالعه نیز انتقال ژن بـه سـلول

 . یکی از راهکارهایی که براي افزایش)30(کمی صورت گرفت 

هاي بــا انتقــال ســخت کــاربرد دارد، میــزان انتقــال در ســلول

ار ي سـلولی پایـداستفاده از آنتی بیوتیک ها بـراي ایجـاد رده

ها را در معرض یـک آنتـی بیوتیـک است. بدین منظور، سلول

در پلاسمید حاوي ترنس ه آن، دهند که ژن مقاومت بقرار می

هایی که پلاسمید را دریافـت ژن موجود است. در نتیجه سلول

. در )4(رونـد اند پایدار مانـده و سـایر سـلول از بـین میکرده

رآیند انتقال نجام دادند ابتدا فو همکاران ا Yangاي که مطالعه

 ز لیپوفکتامیني کلورکتال را با استفاده اهاي ردهژن در سلول

هاي حـاوي پلاسـمید را بـا آنتـی انجام دادند، سـپس سـلول

هـا، بیوتیک پرومایسین گزینش کردند و بدین گونه با تکثیر آن

 .)31(هاي حاوي پلاسمید را افزایش دادند میزان سلول

ها، نـوع ز نکات حائز اهمیت در انتقال ژن در سـلولیکی ا

هایی که بافـت اي که در سلولسلول و تراکم آن است. به گونه

 DNAتواند بـر میـزان جـذب متراکمی دارند، مهار تماسی می

تــأثیر منفــی بگــذارد. زیــرا ایــن حجــم از فشــردگی، میــزان 

اهش ها را کـدسترسی ماده مورد نیاز براي انتقال ژن به سلول

ها باید عاري از هرگونه آلـودگی بـوده دهد. همچنین سلولمی

و در محیطی باشند که همۀ فاکتورهاي رشد براي آنها فـراهم 

باشــد. همچنــین از ســایر عوامــل تــأثیر گــذار در انتقــال ژن 

هـا و محلول pHتوان به نسبت ژنـوم بـه مـاده شـیمیایی، می

. )35-32(د. آمادگی غشاي سلول براي دریافت ژن اشـاره کـر

هاي سـرطانی را ي سـلولدر این مطالعـه نیـز، بافـت فشـرده

توان یکی از علل احتمالی میزان ناچیز انتقال ژن بر شمرد. می

ي کلورکتـال در هاي ردهها، در سـلولزیرا بر اسـاس مشـاهده

ي مشـاهده شـد. هاي کنترل، انباشتگی بیشترمقایسه با سلول

هــاي فــوق، همچنــین یکــی از ملزومــات انتقــال ژن بــه روش

 %10از  FBSاي کـه میـزان است، به گونه FBSکاهش میزان 

ها و فشـردگی آنهـا، تقلیل یافت. با توجه به تعداد سلول %2 به

تـوان یکـی از علـل در محـیط کشـت را نیـز می FBSکمبود 

ایـت نیـز بـا وجـود ناموفق بودن انتقال ژن معرفی کـرد. در نه

هاي مختلف ژنوم به ماده شـیمیایی و گـزینش مقایسه نسبت

ــلول ــولی در س ــل قب ــایج قاب ــبت، نت ــرین نس ي هاي ردهبهت

 کلورکتال مشاهده نشد.

نکته قابل توجه در این مطالعـه ایـن اسـت کـه بـا وجـود 

باشند، امـا در ي کلورکتال میاینکه هر دو سلول متعلق به رده

اي کـه در ن آنها تفـاوت وجـود دارد. بـه گونـهمیزان انتقال ژ

به میزان  Caco-2هاي ، سلولHCT-116هاي مقایسه با سلول

 را نشان دادند. نتایج بدست آمـده در ایـن GFPکمتري مارکر 

ل پژوهش با مطالعۀ دیگري که بر روي انتقال ژن این دو سـلو

ن . همچنـین در مقایسـه ایـ)36(انجام شده بود هم راستا بود 

نســـبت بـــه  PEIدو روش انتقـــال نشـــان داده شـــد، کـــه 

ــ ــري ب ــدرت کمت ــامین ق ــه درونلیپوفکت ــال ژن ب  راي انتق

تـوان اسـتناد ه، میدارد. در تائید این نتیج Caco-2هاي سلول

هاي بــر روي ســلول 2018اي کــه در ســال کــرد بــه مطالعــه

Caco-2  انجام شد و نشـان داد کـهPEI ژن بـه  بـراي انتقـال

ود بهینـه مناسـب نبـوده و حتـی بـا وجـ Caco-2هاي سلول

بـولی از آن داشـت. بـه ابـل قتوان انتظـار نتـایج قسازي، نمی

سه ها با لیپوفکتامین در مقایعلاوه، میزان انتقال ژن این سلول

یـزان منیـز  HCT-116. در سـلول )37(بیشـتر اسـت  PEIبا 

ــاً  ــر دو روش تقریب ــا ه ــال ژن ب ــاوت انتق ــوده و تف یکســان ب

مکـاران نیـز در و ه Liها مشاهده نشد. چشمگیري بین سلول

یدند که انتقال به این نتیجه رس HCT-116هاي بررسی سلول

ها صـورت از سـلول %10فقط در حدود  PEIژن با استفاده از 

ــا می ــال ژن ب ــه انتق ــد ک ــا نشــان دادن ــین آنه ــرد. همچن گی

ن ی نداشـته و لیپوفکتـامیلیپوفکتامین نیـز نتـایج قابـل قبـول

قـدرت کمتـري در انتقـال ژن بـه  3000در مقایسه با  2000

 .)38(دارد  HCT-116هاي سلول

لازم به ذکر است که حتی با وجـود مطالعـات متعـدد در 

ي کلورکتــال بــا هاي ردهزمینــه انتقــال موفــق ژن بــه ســلول

ــافتن  ــی ی ــامین، محققــین کماکــان در پ اســتفاده از لیپوفکت
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ین براي انتقال بیشتر ژن بـوده کـه ایـن خـود راهکاري جایگز

 ).40، 39نشان از ناکافی بودن انتقال با این ماده است (

ل با توجه به اینکه سمیت مواد مورد اسـتفاده بـراي انتقـا

ها بـا یکـدیگر متفـاوت اسـت، لـذا ایـن سـمیت در ژن سلول

تواند نتایج متفاوتی را ایجاد کند. هر چنـد کـه ها نیز میسلول

هـا سـخت و هاي سـرطانی بـا انـواع روشقال ژن در سلولانت

تـایج دشوار است اما با این وجود در انتقـال بـا لیپوفکتـامین ن

تیجـه بـراي مشـاهده شـد. در ن PEIتري نسبت به قابل قبول

 شـود.توصیه نمی PEIادة هاي کلورکتال، مانتقال ژن به سلول

قـال رآیند انتهمچنین در صورت استفاده از لیپوفکتامین نیز، ف

شود که نشان دهنـدة ایـن ها انجام میسلول %30در کمتر از 

است که فرآیند ورود پلاسـمید بـه درون سـلول بـا موفقیـت 

 انجام گرفته است. اما اگـر انتقـال ژن بـا هـدف بررسـی بیـان

توان اعلام کرد که آیـا بـا ایـن گیرد؛ با قطعیت نمیصورت می

یـر. ین را داشت یا خر بیان پروتئتوان انتظامیزان از انتقال، می

هـا ماننـد شـود کـه سـایر روشلذا به این منظـور توصـیه می

ها بـا اسـتفاده از آنتـی ویروس سازي و یا پایدار کردن سـلول

د ي پلاسمیبیوتیک پرومایسین؛ که ژن مقاومت به آن در بدنه

 وجود دارد؛ مورد بررسی قرار گیرد.

  تشکر و قدردانی
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Abstract 

Background: Gene transfection is a powerful tool for changing cell function, which is used for 
treating various diseases. Nevertheless, various studies show that despite the variety of gene transfer 
methods, there are significant limitations in the application of each method. The present study 
aimed to compare two methods of gene transfer using PEI and Lipofectamine compounds in cancer 
cell. 
Materials and Methods: In this study, Caco-2 and HCT-116 were used as target cells, and HEK-
293 cells were used as control cells. For this purpose, initially, gene transfer was performed using 
PEI and Lipofectamine, and then their results were compared with each other based on the 
expression of GFP protein. 
Results: The results of this study showed that although gene transfer was carried out in HEK-293 
cells at a favorable rate, this process was very insignificant in colorectal cells. In addition, in the 
meantime, some differences were observed between the amounts of gene transfer in colorectal cells, 
so that the amount of transfection in Caco-2 cells was lower than that of the HCT-116 cells. 
Conclusion: The degree of acceptance of foreign genes in cells depends on several factors, 
including the type and origin of the cell. Since cancer cells have undergone many genetic changes, 
their genetic manipulation is associated with many limitations. For this reason, it is recommended to 
use other methods, such as cell selection by antibiotics and preparation of stable cell lines to reach a 
high level of gene transfer in these cells. 
Keywords: Cancer, Colorectal, Gene delivery system, Lipofectamine, Transfection.  
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