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Abstract 

 

Background and purpose: Endothelial growth factor type b with anti-angiogenic activity and 

inhibition of tumor growth are considered as new anticancer drugs. The aim of this research was to study 

the expression of vegf111b in HEK293 human cells. 

Materials and methods: In this experimental study, HEK293 cells were transfected by 

pBUD.VEGF111b vector containing the VEGF111B gene through lipofectamine method. The mRNA of 

transfected cells and control cells were extracted and cDNA was built over it. Then, the expression levels 

of vegf111b were measured using Real time- PCR. 

Results: Transfection of HEK293 cells was successfully done and 48 hours after transfection of 

HEK293 cells, ct of the vegf111b expression in transfected cells was 23.17 and ct of the GAPDH control 

gene expression in these cells was 21.11. In the control (untransfected) cells the ct of GAPDH was 21.09 

and there was no expression of vegf111b in these cells. 

Conclusion: Expression of Vegf111b recombinant protein in HEK293 cells is the first step for 

further research on this protein. Current study has provided the possibility of using this product for future 

research on angiogenesis and cancer treatments. 
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 ـدرانـــازنـــي مـكــــــزشـــوم پـــلــــگاه عـشـــه دانــــلـــمج

 (82-82)   5931سال    بهمن   541بيست و ششم   شماره دوره 
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 پژوهشی

در سلول های  VEGF-111b بررسی میزان تولید پپتید ضد سرطان
 Real Time- PCR انسانی ترنسفکت شده از طریق

 

      1مرتضي صادقي

 2زهره حجتي 

 چكيده
 زایی و مهار رشد تومورها به عنوان داروهای جدیدبا فعالیت ضد رگ bفاکتورهای رشد اندوتلیالی تیپ  و هدف: سابقه

 بوده است. HEK293های انسانی در سلول vegf111bیزان بیان ضدسرطان مورد توجه هستند. در این مطالعه هدف بررسی م

 VEGF111Bحطاوی نن  pBUD.VEGF111b توسط  وکتطور HEK293های در این مطالعه تجربی سلول ها:مواد و روش

های کنترل استخراج شدند و از روی آن های ترنسفکت شده و سلولسلول mRNAبه روش لیپوفکتامین ترنسفکت شدند و 

cDNA اخته شدو میزان بیان سvegf111b  از طریقReal time-PCR .اندازه گیری شد 

،  HEK293 هطایساعت پس از ترنسفکشن سطلول 84با موفقیت انجام شد و  HEK293های ترنسفکشن سلول ها:یافته

ct  مربوط به بیانvegf111b و  23.17های ترنسفکت شطده برابطر در سلولct  مربطوط بطه بیطان نن کنتطرلGAPDH  در ایطن

بطود و هطیب بیطانی از  21.09برابر  GAPDHمربوط به  ctهای کنترل )ترنسفکت نشده( و بود. در سلول 21.11ها برابر سلول

vegf111b ها مشاهده نشد.در این سلول 

تر نخستین گام برای تولید و تحقیقات بیش HEK293های در سلول vegf111bبیان مناسب پروتئین نوترکیب  استنتاج:

روی این پروتئین است و با انجام این مطالعه امکان استفاده از این محصول در تحقیقات بعدی روی مهار رگ زایی و درمان 

 سرطان فراهم شد.
 

 HEK293فاکتور رشد اندوتلیال عروقی، ترنسفکشن، سلول واژه های کليدی: 
 

 مقدمه
گیری عروق خونی جدید شکل فرآیندبه  ییزارگ

شامل تمایز  فرآینداین  گردد.مییمی اطلاق از عروق قد

سطاز مزودرمطی هطای پطیشهای اندوتلیال از سطلولسلول

در  یطیزاتطرین عملکردهطای رگمهطم (.1)شودمیمحل 

گیططری و تکامططل های فیزیولططونیکی ماننططد شططکلفرآینططد

های بازسازی در بدن افراد ها و سیکلجنین، درمان زخم

 به فعل و انفعطاتت وسطی  زاییرگ فرآیند (.2)بالغ است

 های مختلف وابسته بوده و توسط ها و مولکولمیان سلول

. بطه شطودمطیپپتیدها و فاکتورهای رشد متعددی کنتطرل 

زدن عروق خونی جدید، آبشطاری از وقطای  منظور جوانه

 لاصه عبارتندطور خططهطکه ب پیونددمی زیر در سلول به وقوع

 های انطدوتلیالاجرت سلولمه عروقی، تجزیه غشاء پایهاز 

به فضطای بطین بطافتی و بطه سطمت فاکتورهطای القاکننطده 

 گیری تمیناشکل ،اندوتلیال هایر سلولطتکثی، زاییگر
 

 :ms.sadeghi@yahoo.com E-mail                      : میدان ونک، خیابان ملاصدرا، دانشگاه علوم پزشکی بقیه ا..، بخش ننتیکتهران -مرتضی صادقی مولف مسئول:

 ، ایرانننتیک انسانی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله، تهران مرکز تحقیقات، استادیار. 1

 ، ایراندانشگاه اصفهان، اصفهان ،، گروه زیست شناسی، دانشکده علومدانشیار. 2

 : 29/2/1931تاریخ تصویب :               22/2/1931 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :             22/2/1931 تاریخ دریافت 
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 (.9،8)و غشاء پایه جدید برای ساخت مویرگ خونی جدیطد

زایطی کننطده رگفاکتورهای مولکطولی اصطلی تحریطک

، (VEGF)عبارتند از فاکتورهای رشد اندوتلیال عروقطی 

و فاکتورهای رشد  (FGF)فاکتورهای رشد فیبروبلاستی 

هطای کننطدهز تنظیمیکی ا VEGF (.1،2)تغییری آلفا و بتا

 (.2)زایی فیزیولونیکی و پاتوفیزیولونیکی اسطتاصلی رگ

بططه عنططوان یططک میتططونن و  VEGFزایططی عططلاوه بططر رگ

کنطد و در های اندوتلیال عمل میفاکتور بقاء برای سلول

 هطایچنین مهاجرت سلولافزایش نفوذپذیری عروق و هم

سططاز انططدوتلیالی مغططز اسططتخوان دخیططل اسططت. از پططیش

های طور طبیعی نقشدر افراد بالغ به VEGFکه جاییآن

های تومطوری ترشط  محدودی دارد ولی به وسیله سلول

گردد، به عنوان یک هدف درمانی مهم در نظر گرفته می

نقطططش مهمطططی در فرآینطططدهای  VEGFA. (4)شطططودمطططی

زایطی برعهطده فیزیولونیک و پاتولونیک مرتب  بطا رگ

در  VEGFهططای بزرگسططاتن، هططا و بافططتدارد. در انططدام

هطای انطدوتلیال در سط  پایه و برای محافظطت از سطلول

زایی بقطا رگ این فاکتور .(3)شودبرابر آپوپتوز تولید می

را  هطای انطدوتلیالزیستی، تکثیر، مهاجرت و تمایز سلول

 در آنژیوننز تومورها بطه صطورت VEGF کند.میتحریک 

های جدیطد رگیک فاکتور کلیدی عمل نموده و رشد 

 کند. به این ترتیب مطوادهای قبلی را تحریک میاز رگ

فطراهم  هطای تومطورغذایی و اکسطیژن مطورد نیطاز سطلول

رشططد و متاسططتاز تومططور  گططردد و در نتیجططه باعطط مططی

استفاده از داروهای ضد رگ زایی به عنوان  (.11)شودمی

مطد  31استراتژی موثر در درمان سطرطان از اواخطر دهطه 

در  VEGFافزایش بیان  (.2)حققین قرار گرفته استنظر م

بسیاری از تومورهطای انسطانی گطزارش شطده اسطت و بطا 

هطای تومطوری و متاسطتاز تومطور در ارتبطاط تکثیر سلول

نن اولیططه  mRNA در هططای متنططاو پیططرایش (.4)اسططت

VEGF-A ، هطای از ایزوفطرمباع  تولید دو نوع متفاوت

VEGF-A ا عنوانب VEGF-xxx وVEGF-xxxb شطود.مطی 

 4 جایگطاه پیطرایش نزدیطک در اگطزونعملکرد کنترلی 

زایطی رگ با خاصطیت هایمنجر به تولید ایزوفرماین نن 

جایگطاه  و عملکرد 8aحامل اگزون  VEGFxxx همانیا 

زایطی رگ هطای ضطدپیرایش دور باعط  ایجطاد ایزوفطرم

VEGFxxxb  8حامل اگزونb (11،12)شودمی. 

ROPritchard-Jones ای و همکططارانش در مطالعططه

روی مهار متاستاز ملانوما گزارش کردند که بطا افطزایش 

تطوان متاسطتاز زایی مطیو کاهش رگ VEGF165bبیان 

 (.19)ملانوما را مهار کرد

کططایمی و همکططاران در مطالعططه دیگططری گططزارش 

باع   VEGF165bو  VEGF121bکردند که القاء بیان 

هطای تومطوری سطرطان کاهش تشکیل عطروق در سطلول

ای در مطالعططه (.18)شططودکولورکتططال انسططان و مططوش مططی

 و همکارانش گزارش کردند که بطا افطزایش بیطان Liجدید 

VEGF111b توان پیشطرویهای سرطانی رحم میدر سلول 

با توجه به اهمیت درمطانی  (.11)سرطان رحم را مهار کرد

 ررسطی، هدف از ایطن مطالعطه بbگروه  VEGFهای مایزوفر

بطه عنطوان یطک ایزوفطرم مهارکننطده  VEGF111bتولید 

 real time-PCRاز طریطق  HEK293هطای زائی در سلولرگ

چنطین نخسطتین برای استفاده در مطالعات تحقیقاتی و هم

 گام برای تولید این ایزوفرم جدید در ایران بوده است.
 

 مواد و روش ها
 حاضر یک مطالعه تجربی بوده است مطالعه

 سلول و وکتور تهیه

 pBUD.CE4.1 در ایططن مطالعططه از وکتططور بیططانی

تحططت  VEGF111bقطعططه ننططی  اسططتفاده شططد کططه قططبلاً

در دانشگاه اصطفهان  حاضرتوس  تیم  EF-1αپروموتور 

بطه  HEK293هطای انسطانی در آن کلون شده بود. سلول

هطای خاطر رشد سری  و قابلیت تولید سط  باتی پرتئین

 سططازگاری بططا سیسططتم بیططانی  چنططیننوترکیططب و هططم

 برای این مطالعطه انتخطا  شطد و  pBUD.CE4.1وکتور 

 هطا بطرای کشطت سطلول .یتو پاستور ایران تهیه شطدتاز انس

و  GlutaMAX ،High Glucose (Gibco)  طططططاز محی

( سطاخت P/Sبیوتیک پنی سطیلین/ استرپتومایسطین )آنتی

 فرمنتاز استفاده شد.
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 مرتضی صادقی و همکار     
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 پژوهشی

 pBUD.VEGF111bوکتور نوترکیب  (transfection)انتقال 
  HEK293به داخل سلول های 
در سیسطتم یوکطاریوتی  VEGF111bبرای بیطان نن 

بططا اسططتفاده از  pBUD.VEGF111bوکتططور نوترکیططب 

( (Inviotrogen, Cat N:15338-100کیت لیپوفکتطامین 

ترنسفکت شد. بطرای ایطن  HEK293های به داخل سلول

سلول در هر پلیت کشت  9/1×911منظور ابتدا در حدود 

داده شد و پلیت حاوی سلول برای رسیدن به رشد معادل 

گطراد و میطزان درجه سانتی 92درصد در دمای  41تا  11

CO2 1  سطاعت  84درصد به مدت  31درصد و رطوبت

 محی  μl111نگهداری شد. سپس به ازای هر خانه از پلیت 

و  وطپلاسمیدی با هم مخل DNAاز  ng 111فاقد سرم و 

1μl  از بافرReagent TMPLUS  به آن اضطافه گشطت. بطه

اضافه و  Lipofectamine® LTXاز  μl 91مخلوط فوق 

111 μl  از مخلططوط نهططایی بططه هططر خانططه از پلیططت اضططافه

درجطه  92گشت. نهایتاً پلیت در انکوباتور دارای دمطای 

درصطد  31درصد و رطوبت  CO2 1گراد، غلظت سانتی

  نگهداری شد.

 

  cDNAسلولی و ساخت  RNAخراج است
RNA  تططام سططلولی(Total RNA) هططای از سططلول

 هطایساعت بعد از انتقال وکتور و سلول 84ترنسفکت شده 

کنتططرل ترنسططفکت نشططده بططا اسططتفاده از کیططت اسططتخراج 

RNA  کیازول )ساخت کمپانی کیانن( اسطتخراج شطد و

ننططومی نمونططه بططا آنططزیم  DNAبططرای حططذف بقایططای 

DNaseI مار شد. در مرحله بعد به منظور حذف کامل تی

اسطتفاده  RNeasy (QIAGEN)از کیت  DNaseIآنزیم 

 اسططتخراج شططده از لحططا   RNAشططد. بررسططی کیفیططت 

 درصطططد  1کیفطططی بطططا الکتروفطططورز روی نل آگطططارز 

توسطط  دسططتگاه  RNAانجططام شططد و غلظططت و خلططو  

  روی cDNAاسطططپکتوفوتومتر سطططنجیده شطططد. سطططاخت 

از اسططتخراج شططده و بططا اسططتفاده  RNA میکروگططرم از 2

 RevertAid First Strand cDNA Synthesisکیططت 

(fermentase)  نجطام اطبق دستورالعمل شطرکت سطازنده

از روش  cDNAگردیططد. در ایططن کیططت بططرای سططاخت 

 سططاخت شططود.پرایمرهططای رنططدوم هگزامططر اسططتفاده مططی

cDNA  کامل از تمامRNA ها از قبیلtRNA ،rRNA  و

mRNA نجام گردیدا.  

 

  RT-PCRانجام گرادیانت دمائی 
و  Real time PCRبرای تسطت کطردن پرایمرهطای 

تعیین دمای مناسب اتصال پرایمرها در مرحلطه اول روی 

cDNA  ساخته شده یک واکنشRT-PCR  بطه صطورت

گرادیانت دمائی گذاشته شطد. در ایطن مرحلطه دو جفطت 

و نن  VEGF111bپرایمر اختصاصی برای تکثیطر قطعطه 

هطای ساخته شده از سلول cDNAروی  GAPDHکنترل 

ترنسفکت شده با وکتور نوترکیطب مطورد اسطتفاده قطرار 

میکرولیتططر و بططا اسططتفاده از  21در حجططم  PCRگرفططت. 

پلیمطراز طبطق مقطادیر ذکطر شطده در جطدول آنزیم تطک 

برای تعیین بهترین دمای  PCRاین تهیه شد. در  1شماره 

 22درجه تطا  12رادیانت دمایی از گ اتصال پرایمرها یک

 9/22و  1/21،  21، 13، 14، 12درجططه شططامل دماهططای 

  پرایمرهای مورد نظر اعمال شد. روی
 

  نشطواک رایطب دهطش یططراح ایطرهطپرایم یطوالطت :1 جدول شماره
Real Time PCR 

 

 والی پرایمر
 طول 

 محصول

 دمای 

 ™اتصال 

F1  پرایمر رفت 

Vegf111b 

5 -́ AACATCACCATGCAGATCATGCG-3´ bp 112 218 

R1 پرایمر برگشت 
Vegf111b 

5 -́TCAGTCCTTGCGGGTCAGGCT-3´  2/22 

F2  پرایمر رفت 

GAPDH 

5 -́ CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3´ bp 831 2/12 

R2  پرایمر برگشت 
GAPDH 

5 -́ AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3´  3/12 

 
  PCR  Real-Timeواکنش

جفت پرایمر بطا اسطتفاده از  2این مطالعه  برای انجام

طراحطی  Beacon designer 7.5و  Oligo 7نطرم افطزار 

مربططوط بططه نن هططدف  (F1 & R1)شططد: جفططت اول 

VEGF111b  و جفطت دوم(F2 & R2)  مربطوط بطه نن

طوری طراحی شد کطه در  R1. پرایمر  GAPDHکنترل 

بطه قطرار گیطرد و بنطابراین  8bو اگزون  4مرز بین اگزون 
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 VEGF111bصورت اختصاصی قادر به تشخیص ایزوفطرم 

 (. 1ها باشد )جدول شماره از بین باقی ایزوفرم

از کیطططت  PCR Real-Timeواکطططنش بطططرای انجطططام 

 Applied Biosystemو دسططتگاه  (Biorad)سططایبرگیرین 

(USA)   اسطتفاده شطد. بطرای ایططن منظطور چهطار اسططتو

طالعططه و دو جداگانططه )دو اسططتو  بططرای نمونططه مططورد م

استو  برای نمونه کنتطرل( طبطق مقطادیر ذکطر شطده در 

ساخته شد که به یکی پرایمرهطای رفطت  2جدول شماره 

و بططه دیگططری پرایمرهططای  VEGF111bو برگشططت نن 

اضططافه شططد و بططرای هططر  GAPDHرفططت و برگشططت نن 

کنترل و نمونه مطورد مطالعطه واکطنش های کدام از نمونه

بطه و  9ه در جطدول شطماره کلی با غلظت های ذکر شطد

دقیقطه در  1صورت زیر انجام شد: سطیکل اول یطک بطار 

هططای اولیطه، سطیکل درجطه بطرای دناتوراسطیون 31دمطای 

درجطه  38ثانیطه در  91بار به صطورت  91بعدی هرکدام 

 13ثانیطه در دمطای  91برای دناتوراسیون ثانویه به همطراه 

جه جهت در 22ثانیه در  21درجه جهت اتصال پرایمر و 

 Real Time PCRفعالیت آنزیم. پس از انجطام واکطنش 

 Step oneافططزارهططای حاصططل بططا اسططتفاده از نططرمداده

Software  آنالیز شد. 2/2مدل  
 

بطه همطراه  RT- PCRمواد مورد استفاده در واکنش  :2جدول شماره 

 غلظت و حجم مصرفی
 

 حجم مورد استفاده غلظت نوع ماده

 PCR X 11 μl 1بافر 

MgCl2 mM 11 μl 9 

dNTP mM 11 μl 1 

 F2 pM 11 μl 1 پرایمر 

 R2 pM 11 μl 1 پرایمر

 u/μl 1 μl 2/1 آنزیم پلیمراز

cDNA ng/μl 121-121 μl 1 

H2O ... Up to 25 μl 

 
 .Real Time PCR انجام جهت نیاز مورد مقادیر و مواد : 3جدول شماره 

 

 غلظت نوع ماده
 حجم 

 مورد استفاده 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2X x 1 μl 1/12 

 F1 pmol/ μl 8/1 μl 1پرایمر 

 R1 pmol/ μl 8/1 μl 1پرایمر 
Template cDNA ng/ μl 12-4 μl 2 

ddH2O .... Up to 25 μl 

 VEGF111bمحاسبه میزان بیان پروتئین 

 VEGF111bبرای بررسی میزان بیان فاکتور نوترکیب 

 ترنسفکت HEK293در رده سلولی  GAPDHترل و نن کن
 HEK293هطای کنتطرل شده با وکتور نوترکیب و سطلول
استفاده شد. در این  ترنسفکت نشده، از فرمول 
و نن کنترل در سلول هطای  VEGFروش میزان بیان نن 

هطای ترنسفکت شده نسبت به بیان ایطن دو نن در سطلول

 (.12)شوده میکنترل ترنسفکت نشده سنجید
 

 یافته ها
 استخراج شده RNAمیزان و کیفیت 

اسطتخراج  RNAساعت بعد از ترنسفکشن میزان 84

میکروگرم در  13های ترنسفکت شده برابر شده از سلول

نطانومتر ایطن  241نانومتر بطه  221لیتر و جذ  نوری میلی

اسطططتخراج شطططده از  RNAبطططود و میطططزان  49/1نمونطططه 

 9/21شده بطه عنطوان کنتطرل برابطر های ترنسفکت نسلول

نطانومتر بطه  221لیتطر و جطذ  نطوری میکروگرم در میلی

تطر بطود. بطرای بررسطی بطیش 24/1نانومتر این نمونه  241

اسططتخراج شططده از الکتروفططورز روی نل  RNAکیفیططت 

نتایج الکتروفورز  1آگارز استفاده شد. در تصویر شماره 

روی  28sو  18s نشان داده شده اسطت. مشطاهده دو بانطد

  استخراج شده است. RNAنل نشان گر کیفیت 
 

 

 ترنسطفکت HEK293های  از سلول RNAنتایج استخراج  :1تصویر شماره 

، RNA 28sباند باتئی  .pBud.VEGF111bشده با وکتور نوترکیب 

  RNA 18sباند پائینی 
 

 RT-PCR گرادیانت دمائی 
 کیفیطت بطرای بررسطی Real Time-PCRقبل از انجام 

پرایمرهای طراحی شطده و تعیطین بهتطرین دمطای اتصطال 
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درجطه  22درجه تا  12پرایمرها یک گرادیانت دمایی از 

روی  9/22و  1/21، 21، 13، 14، 12شططططامل دماهططططای 

سططاخته شططده انجططام شططد.  cDNAپرایمرهططای مططورد نظططر و 

 بهترین حالت باند برای دمای اتصال برای دو جفطت پرایمطر

 (.2ی گراد مشاهده شد )تصویر شماره درجه سانت 13

 

 

در  GAPDHو  VEGF111bنن  RT-PCRنتطایج  : 2تصویر شمماره 

 سطاخته شطده از وکتطور نوترکیطب. cDNAگرادیانت دمائی با اسطتفاده از 

M  1مارکرKb محصوتت  2تا  1، تین های :PCR  12در دماهای ،

  .9/22و  1/21، 21، 13، 14
 

Real Time- PCR 

 Real Time PCRتصطال پرایمرهطا در واکطنش دمای ا

 13نهایی باتوجه به گرادیانت دمطائی انجطام شطده دمطای 

 ،Real Time PCRدرجه در نظر گرفته شطد. پطس از انجطام 

 HEK293هطای در سطلول VEGFنن  cDNAمنحنی تکثیر 

 HEK293های در نمونه سلول GAPDHترنسفکت شده و 

هطر  Ctترنسفکت شده و ترنسطفکت نشطده رسطم شطد و 

در  VEGFنن  cDNAمربوط به  Ct کدام تعیین گردید.

مربطوط بطه نن  Ctهای ترنسفکت شده نزدیک بطه سلول

 گر این مطلب است کطهاست که این نشان GAPDHکنترل 

های نوترکیطب در سلول VEGF111bبیان نن نوترکیب 

وتعداد کپطی نن است  GAPDHنزدیک بیان نن کنترل 

VEGF های در نمونه سلولHEK293  ترنسطفکت شطده

، نزدیططک بططه pBud-VEGF111بططا پلاسططمید نوترکیططب 

است ولطی در  GAPDHتعداد کپی رونوشت نن کنترل 

مشطاهده  VEGF111bهای ترانسفرم نشده بیانی از سلول

 .(8)جدول شماره  شودنمی
 

 
در  VEGF111bنن  Real time PCR منحنی تکثیر : 3تصویر شماره 

هطای در سطلول VEGF111bمنحنی تکثیطر  HEK293  .(A)های سلول

هطای ترنسطفکت در سلول GAPDHمنحنی تکثیر  (B)ترنسفکت شده، 

 ترنسفکت نشدههای در سلول GAPDHمنحنی تکثیر  (C)شده، 

 
ترنسفکت شده  HEK293در رده سلولی   Ctمیزان :4جدول شماره 

 pBud-VEGF111bبا پلاسمید نوترکیب 
 

 نوع نمونه
 

 12/29 (VEGF-111b) ترنسفکت شده  HEK293سلول 

 11/21 ( GAPDH) ترنسفکت شده  HEK293سلول 

 13/21 (GAPDH) ترنسفکت نشده  HEK293سلول 

 1 (VEGF-111b) ترنسفکت نشده HEK293سلول 

 

 بحث
VEGF-A  نقش مهمی در فرآیندهای فیزیولونیک

بططا رگ زایططی برعهططده دارد. در و پاتولونیططک مططرتب  

در سط  پایطه و  VEGFهای بزرگساتن، ها و بافتاندام

های انطدوتلیال در برابطر آپوپتطوز برای محافظت از سلول

زیستی، تکثیطر،  ءزایی بقاشود. این فاکتور رگتولید می

 ،کنطدمطیرا تحریطک  های اندوتلیالمهاجرت و تمایز سلول

VEGF  بطه صطورت یطک فطاکتور در آنژیوننز تومورهطا

هطای های جدید از رگکلیدی عمل نموده و رشد رگ
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های با ایجاد رگ به این ترتیب .کندقبلی را تحریک می

هطای غذایی و اکسیژن مورد نیاز سلول مواد خونی جدید

و  تطربیش رشدگردد و در نتیجه شرای  فراهم می تومور

ه بططه بططا توجطط (.12،14)شططودمططی هططا فططراهممتاسططتاز تومور

افزایش بیان ایطن فطاکتور رشطد در  VEGFعملکرد ویژه 

بسیاری از تومورهای انسانی گزارش شده است و ارتباط 

های توموری و متاستاز تومورهطا ثابطت آن با تکثیر سلول

دهطد کطه های مولکطولی نشطان مطیبررسی (.4)شده است

باعطط   VEGFAدر نن  جایگططاه پیططرایش دور عملکططرد

گطردد هطا مطیدر سطلول VEGFxxxb هایایزوفرم تولید

 رگ زایطی ضطدو دارای خاصطیت  8bکه حامل اگزون 

 هطایدهد کطه ایزوفطرمتحقیقات جدید نشان می (.13)هستند

  وی ضدسرطان قابل استفاده هستند.به عنوان دار bگروه 

در این مطالعه ما برای اولین بطار در ایطران موفطق بطه 

مهارکننطده  بطه عنطوان یطک ایزوفطرم VEGF111bتولید 

های شدیم. طبق یافته HEK293های زایی در سلولرگ

 وکتطورکلطون شطده در  VEGF111bاین مطالعه میزان بیان 

سطاعت بعطد از ترنسفکشطن  84در  pBUD.CE4.1 بیانی

بود که این میزان بسیار نزدیطک بطه میطزان  12/29برابر با 

 HEK293های در نمونه سلول GAPDHبیان نن کنترل 

هطا  نشطان ( بود و این یافته 11/21)برابر   شده ترنسفکت

در  VEGF111bگر بیان موفق و باتی فاکتور نوترکیب 

در تحقیقططات قبلططی روی  اسططت. HEK293هططای سططلول

 VEGF165b، ایزوفطرم VEGF-xxxbهای خانواده ایزوفرم

زایی معرفی به عنوان اولین واریانت با خاصیت ضد رگ

ن ایزوفرم مشخص شطد منطاطق با بررسی ای (.21)شده بود

 8aو اگطزون  8، 9ها در اگزون VEGFاتصال به گیرنده در 

قرارگیطری  bهطای گطروه قرار دارد و بنابراین در ایزوفرم

هطا بطه مطان  اتصطال ایطن ایزوفطرم 8aبه جطای  8bاگزون 

هطا بطه صطورت مهارکننطده شود و این ایزوفرمگیرنده می

کنند و از این عمل می Aهای گروه رقابتی برای ایزوفرم

 در تحقیقطات (.21،22)شوندزایی میطریق باع  مهار رگ

 189bو  145b,121bهای ها ایزوفرمVEGFبعدی روی 

هطای سطلول (.29،28)به ترتیطب شناسطائی و معرفطی شطدند

HEK293 های انسانی با منشاء بافت اپیتلیال هستند سلول

های نوترکیب ینکه دارای پتانسیل باتئی برای بیان پروتئ

های تولید شده با این رده سطلولی داری هستند و پروتئین

هطای وحشطی فولدینگ و ساختار ثانویطه مشطابه پطروتئین

 VEGF111bدر این مطالعه بطرای تولیطد  (.21)سلولی هستند

  استفاده شد. HEK293از رده سلولی 

ر مطالعات هم راسطتا بطا مطالعطه حاضطر افخمطی و د

 vegf165bموفق به کلونینگ  2111 همکارانش در سال

و تولیطد ایطن ایزوفطرم در سطلول هطای  pYD7در وکتور 

HEK293 ترین بیان در روز سطوم بعطد از شدند که بیش

زایطی ایزوفطرم ترنسفکشن مشطاهده شطد و اثطر ضطد رگ

165b در  (.22)هططای مزانشطیال تائیطد شططدنیطز روی سطلول

کلطون و همکطارانش موفطق بطه  Zhengمطالعه ای دیگطر 

و بیطان  آن در  pcDNA3.1در وکتور  vegf111bکردن 

شدند و نشان دادنطد کطه ایطن پپتیطد  SKOV3های سلول

تواند در درمطان دارای فعالیت ضد رگ زایی است و می

های طبق یافته(. 22)سرطان کلون مورد استفاده قرار گیرد

 کاندید مناسطبی بطرای تولیطد HEK293مطالعه حاضر سلول 

VEGF111b چنین از نتایج هم .استReal Time PCR 

 موجود در وکتور EF-1αتوان نتیجه گرفت که پروموتر می

pBud.CE4.1  به خوبی با سیستم بیانی سطلولHEK293 

پطس  VEGFسازگاری دارد به طوری که میزان بیان نن 

با پلاسمید  HEK293از ترنسفکت نمودن در رده سلولی 

گیری افزایش شمبه طور چ pBud-VEGF111نوترکیب 

یافته است. با توجه به تولید موفق این پروتئین و خاصیت 

ضد رگ زایی و مقاومت آن به هضطم پروتئطولیتیکی در 

توان از ایطن پطروتئین بطرای تحقیقطات مطالعات آینده می

زائططی روی مهططار رشططد تومورهططا و جلططوگیری از رگ

 استفاده کرد.
 

 سپاسگزاری
انشگاه اصفهان بطه در این قسمت از بخش ننتیک د

خاطر فطراهم آوردن تجهیطزات و مطوارد تزم بطرای ایطن 

 .می شودمطالعه تشکر 
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