
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

 

 

 دانشگاه اصفهان
 های نویندانشکده علوم و فناوری

 گروه زیست فناوری

 

 

 پایان نامه ی کارشناسی ارشد رشته زیست فناوری گرایش میکروبی
 

 

نقص ایمنی اکتسابی انسان تولید ویروس کاذب  

 

 استاد راهنما:

 دکتر ماندانا بهبهانی

 

 پژوهشگر:

 المیرا محمدی

 

 1931آبان ماه 

 



 

 

 

       

          

    .

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

 
 اصفهان دانشگاه

 علوم و فناوری های نوین دانشکده

 زیست فناوری گروه

 

 میکروبی رشته زیست فناوری گرایش  ارشد کارشناسی نامه پایان

 خانم المیرا محمدی تحت عنوان

 

 

 تولید ویروس کاذب نقص ایمنی اکتسابی انسان

 

 
 

 .رسيد نهايی تصويب به ........ درجه با و بررسی زير داوران هيأت توسط 03/8/19تاريخ  در 

 امضا                   استاديار                علمی ی مرتبه با ماندانا بهبهانی دکتر نامه پايان راهنمای استاد -9

 امضا                                    دانشيار علمی ی مرتبه با حسن محبت کار دکتر گروه داخل داور استاد -2

 امضا                        استاديار       علمی ی مرتبه با ابولقاسم اسماعيلی دکتر گروه از خارج داور استاد -0

 

 

گروه مدیر امضای  

 



 
 

 
 

 

 

وند  این    به را تقدیمتحقیق با  سپاس بیکران از لطف خدا    

 پدر و مادر عزیز م

می کنم و قدردان زحماتشان هستم   

 

 

 



 
 

 
 

 چکیده

سه روش فیزیکی، شیمیایی و زیستی و با بکارگیری  ها با اهداف مختلف تحقیقاتی و درمانیانتقال ژن خارجی به سلول

های انتقال ژن در روشترین پرکاربرد یکی از یهای ویروسل ژن با استفاده از ناقلروش زیستی یا انتقا. گیردصورت می

-شوند و ناقلهای لنتی ویروسی بر پایه جنس لنتی ویروس از خانواده رتروویریده تولید میهایی بالینی است. ناقلکارآزمایی

-ها برای تحویل ژن به سلولها توانایی آنن ناقلیاها هستند. علت توجه به این ناقل پرکاربردتریناز  HIV-1های بر مبنای 

این  گسترده استفاده موجب وهاست خارجی در این سلول ژنو بیان طولانی مدت  های تقسیم شونده و غیرتقسیم شونده

کشن نسفابا روش تر HIV-1یک ناقل لنتی ویروسی بر پایه  تحقیقاست. در این  شده In vivoو   In vitroها در شرایطناقل

و  gagهای)حامل ژن psPAX2 و به عنوان گزارشگر( GFPحامل ژن پلاسمید بیانی و ) pWPXLهمزمان سه پلاسمید 

(pol  وpMD2.G  حامل ژن(VSV-G )روی رده  کلسیم فسفاتروش با استفاده از  و به عنوان پوشش ویروس کاذب

های در نسل ،د ذرات ویروسی جدید را پس از ترانسداکشنتولید شد. ناقل تولید شده توانایی تکثیر و تولی ،HEK293Tسلولی

های بیان فلوسیتومتری بررسی شد و میزان سلولتکنیک نسفکشن با استفاده از اکارایی تر .بعد نداشته و ایمن است

اکشن روی گلیکول انجام و ترانسد اتیلن . تغلیظ ویروس با استفاده از اولتراسانتریفوژ و پلیگزارش شد GFP  ،73/15کننده

. بررسی و تایید شد مشاهدهبا میکروسکوپ فلورسانس  GFPبیان  آن پس ازصورت گرفت و  A549و  Veroسلولی  هایرده

همچنین تکنیک میکروسکوپ فلورسانس و استفاده از روز پس از ترانسداکشن با  51، های آلوده شده با ویروس کاذبسلول

 .ه استویروس کاذب تولید شده تاثیر مخرب بر چرخه سلولی نداشتبعلاوه  هبود GFP مداوم بیان دهندهفلوسیتومتری نشان 

با توجه  این ناقل ایمن بوده و( تولید شد. VSV-Gبا پوشش  )یک ناقل لنتی ویروسی HIV-1وهش ویروس کاذب  در این پژ

ابزاری سودمند جهت  ،تقسیم های در حال های غیر تقسیم شونده و سلول در آلوده کردن هر دو نوع سلول آنبه توانایی 

 باشد. کاربردهای انتقال ژن می

سیم فسفات، ترانسفکشن، ترانسداک، ویروس کاذب ،کلHIV-1 انتقال ژن،واژگان کلیدی: 
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 یوکاریوت هایسلول انتقال ژن به 1-1

هاي يوکاريوت هاي گوناگون سلولبه رده DNA, RNA, siRNA, miRNA شامل  اسيدهاي نوکلئيک بيگانه انتقال

 .(Kyung Kim and Eberwine 2010) شودناميده مي 1هاي تغيير ژنتيکي يافته، ترانسفکشنو توليد سلول

 ها استهاي نوترکيب در سلولها يا محصولات ژني و توليد پروتئينعملکرد ژن فرايند، مطالعه اين هدف اصلي

(Wurm 2004 يکي ازکاربردهاي ترانسفکشن، ژن درماني .)و  1691 . مفهوم ژن درماني اولين بار طي دههباشدمي

، با  2شدن مکانيسم ترانسفورماسيون مشخصورزي شده و  هاي سلولي دستتوليد رده همزمان با پيشرفت در زمينه

مشورتي ژن درماني انگلستان،  (. طبق تعريف کميتهSchenborn and Goiffon 2000) ها ارائه شداستفاده از ويروس

، ، پيشگيريسوماتيکي انسان براي اهداف هايسلول درژنتيکي  ماده ژن درماني به وارد کردن آگاهانهمفهوم 

 (. Schenborn and Goiffon 2000) گردداطلاق مي، درمانيو  صيتشخي

                                                   

1
 . Transfection 

2
 . Transformation 
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 در ترانسفکشن ناپايدار (.Wurm 2004) گيردانجام ميپايدار  و ناپايدار انتقال مواد ژنتيکي به سلول به دو صورت

هاي پي قسيمدر اين حالت ژن خارجي به علت ت هاي انتقال يافته در ژنوم ميزبان الحاق نشده و(، ژنالف، 1-1)شکل 

 .شودها پس از ترانسفکشن ميبيان کوتاه مدت ژن موجب از بين رفته و اثر فاکتورهاي محيطي در پي سلول ميزبان و

بيان ژن بيگانه بعد از  در اين شرايط شود.مي(، ژن خارجي در ژنوم ميزبان الحاق ب، 1-1در ترانسفکشن پايدار )شکل 

ن ادامه داشته و به عبارتي دائمي است. انتخاب نوع ترانسفکشن وابسته به هدف هاي ميزباهمانندسازي و تکثير سلول

 (. Pfeifer and Verma 2001, Recillas-Targa 2006) کار است

 

 

 (Kyung Kim and Eberwine 2010))ب( ترانسفکشن پایدار )الف( ،ترانسفکشن ناپایدار ،1-1شکل 

زيستي، شيميايي و فيزيکي  يعمده به سه دسته کهوجود دارد تقال ژن براي انجام ترانسفکشن و ان مختلفيهاي روش

کارايي بالا ، سميت سلولي پايين، حداقل هاي يک روش مناسب براي ترانسفکشن؛ شاخص .شوندتقسيم بندي مي

 .(Kyung Kim and Eberwine 2010) باشدمي تأثير روي فيزيولوژي نرمال سلول و استفاده آسان
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 انتقال ژن های شیمیاییروش 1-2-1

 وهاي پستانداران بوده ترانسفکشن به سلول ياژنتيکي  اولين روش براي انتقال مادههاي شيميايي انتقال ژن، روش

. (Schenborn and Goiffon 2000) باشندترين روش ترانسفکشن مورد استفاده در تحقيقات معاصر نيز ميفراوان

هاي نوکلئيک با بار منفي بين مواد شيميايي با بار مثبت و اسيد به اين صورت کهست. عمل مواد شيميايي مشابه ا نحوه

هاي فسفات داراي بار منفي در جذب گروه که کمپلکس حاصل که داراي بار مثبت استشود. ميتشکيل  کمپلکسي

هايي و احتمالا فرايند شود. مکانيسم دقيق عبور اين کمپلکس از غشاي سلول ناشناخته استغشاي سلولي ميزبان مي

هاي شيميايي تا حد زيادي به در اين عبور نقش دارند. کارايي ترانسفکشن با روش4و فاگوسيتوز  3مانند اندوسيتوز

وابسته محلول،  pH و نسبت نوکلئيک اسيد/ ماده شيميايي، عواملي مانند شرايط و وضعيت غشاي سلول و نوع سلول

اضافي و عدم محدوديت در  DNAزايي، عدم حمل سلولي نسبتا پايين، عدم جهشاست. از مزاياي اين روش، سميت 

 In vivoدر شرايط  ويژهباشند، با اين وجود کارايي ترانسفکشن با اين روش به ي نوکلئيک اسيد منتقل شده مياندازه

 (.Kyung Kim and Eberwine 2010) هاي زيستي نسبتا پايين استدر مقايسه با روش

کلسيم  ليپيد کاتيوني و ني،پليمر کاتيو ،گرهاي شيميايي مورد استفاده در فرايند ترانسفکشنترين واکنشمعمول 

  .ها آورده شده استکه در زير شرحي از اين روش (Washbourne and McAllister 2002) هستندفسفات، 

 

  فسفات کلسیم روش 1-2-1-1

جانوري استفاده شد به علت هايسلولبهويروسDNAانتقال ايبر و 16٩3سالدرباراولينروش کلسيم فسفات

گيردهمچنان به طور گسترده مورد استفاده قرار مي اين روش و عدم نياز به تجهيزات پيشرفته،انجام  آسان بودن 

(Graham and Vander 1973در .)ابتدا روشاينDNA کلسيم کلريدباآراميبهفسفاتبافرحاويمحيطدر

شود. کمپلکس حاصل به صورت تدريجي و کلسيم فسفات تشکيل مي DNAترتيب کمپلکس  به اينخلوط شده، و م
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 Wolfert) کندفرايند اندوسيتوز از غشا عبور مي طيها هاي هدف افزوده شده و پس از اتصال به سطح سلولبه سلول

and Seymour 1996). 

 

 پلیمرهای کاتیونیروش   1-2-1-2

شده و  DNAموجب تشکيل کمپلکس پليمر/ DNAني بين بارهاي مثبت پليمر کاتيوني و بارهاي منفي يو برهمکنش

-1شود )شکل ميداخل سلول  ، موجب ورود آن بهبارهاي منفي سطح سلول بابارهاي مثبت اين کمپلکس ي جاذبه

2.) 

 آمينواسيد و با وزن 1119تا  16اراي خطي، د پليمر در اين روش اولين بار از پليمر پلي ال ليزين استفاده شد. اين

نوکلئيک، پلي  اسيد و پليمر کاتيوني بين نانومتري کمپلکس .استکيلودالتون  2/233تا  6٩/3متغير از مولکولي

-قطر پلي نانومتر متغير است. 31 تا21 بينوقطر آن  بوده کروي تقريبا آمينواسيدي 16 پلکسنام دارد. پلي 5پلکس

بسيارروشايندرشدهايجاد کمپکس اندازه رسد.هم مي نانومتر 31بالاتر، به  و اسيديآمينو 114 هايپلکس

کمتري در اين روش نسبت به DNAمقدار بنابراينواستفسفاتکلسيمروشاز کمپلکس حاصل درترکوچک

-اتيل آمين اتيلنتقال ژن، کاتيوني مورد استفاده در اپليمرهايديگر.گيرداستفاده قرار مي مورد روش کلسيم فسفات

هايي مکمل از استفاده بدون. هستنددندريمرها عنوانتحتمنشعبکاتيونيو پليمرهايپروتامين،برن،، پليدکستران

در جذب پليمر توسط سلول  هااين مکمل يابدپلکس کاهش ميپلي کاراييفاکتور رشد اپيدرمي و ترانسفرين ، مانند 

 .(Wolfert and Seymour 1996) نقش دارند
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 (Wolfert and Seymour 1996) پلی پلکس تشکیل ، نمای شماتیک2-1شکل

 

 روش لیپید کاتیونی 1-2-1-3

با  DNA(. در اين روش Felgner et al. 1997)شدمعرفي Felgnerتوسط 16٩1سالدرليپيد  با واسطه DNAانتقال 

 DNAبت محصور شده و پس از ادغام اين غشا با غشاي سلولي، در يک غشاي ليپيدي )ليپوزوم( با بار مث بار منفي

 (.3-1)شکل شودناميده مي 9ليپوپلکساسيد نوکلئيک،  و ليپوزوم کاتيوني نانومتري بين کمپلکسشود. وارد سلول مي

  شوند.مي سلول طريق فرايند اندوسيتوز وارد از هاليپوپلکس

 تزريق ، همچنيناست ريوي مانند فيبروز کيستي هايبيماري درمان ايژن بر ها، انتقاليکي از کاربردهاي ليپوزوم

 .Zhu et al) است گزارش شدهطحال  و کليه هايبيماري درماني ژن براي هاآن وريدي داخل يا صفاقي داخل

1993) 
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 (Wolfert and Seymour 1996) لیپوفکشنتشکیل لیپوپلکس و فرایند ، نمای شماتیکی از 3-1شکل

 

 انتقال ژنهای فیزیکی روش 1-2-2

، تفنگ ژني، باشند. ريز تزريق مستقيمهاي فيزيکي مي، روشو انتقال ژن هاي انجام ترانسفکشنجديدترين روش

ترانسفکشن بر پايه ميدان الکتريکي، ترانسفکشن بر پايه ليزر، ترانسفکشن بر پايه امواج فراصوت، و ترانسفکشن بر پايه 

 ,Mehier-Humbert and Guy 2005, Scherer et al. 2002, ) هستند هامله اين روشجميدان مغناطيسي از 

Dobson 2006, Kim et al. 1996)ها آورده شده است. . در زير شرح مختصري از اين روش 

 

 

 

 

 


