
 
 
  مقاله پژوهشي    1391بهمن،104شماره،19دوره پزشكي رازي علوم مجله   

  مقدمه
 پزشـكي  چهـره  نوتركيـب  درمـاني  هاي پروتئين

 بـه  و انـد  داده تغيير گذشته هاي دهه در را مدرن
 بـراي  مطلـوبي  و مـوثر  هـاي  درمـان  پيوسـته  طور

. انـد  داده ارائـه  آفرين مشكل و متعدد هاي بيماري
 نوتركيـب  دارويـي  هاي پروتئين% 70 تا 60 حدود

. )1(انــد شــده توليــد پســتانداران هــاي ســلول در
 دســترس، در ســلولي هــاي رده فراوانــي رغــم علــي
 نوتركيـب  درمـاني  هاي پروتئين% 70 حدود امروزه
 (CHO) چينـي  هامستر تخمدان هاي سلول توسط
 سـلولي ديگـري   هـاي  رده اگرچه. شوند مي ساخته
 موشـي  ملانومـاي  از شـده  مشتق سلولي رده مانند

(NSO)،  هامسـتر  كـودك  كليـه Baby Hamster 

Kidney (BHK)، انسان جنين كليه HEK-293) 

Human Embryonic Kidney 293 cells (و 
 كـاربرد  زمينه اين در نيز انسان شبكيه هاي سلول
 بـه  را  CHO هاي سلول كه هايي ويژگي. )2( دارند
 هـاي  پـروتئين  توليـد  براي مناسب سلولي رده يك

 بـاليني  كاربردهـاي  بـا  ويـژه  بـه  انسـاني  نوتركيب
 بـه  كشـت  توانـايي : از عبارتنـد  ,كننـد  مـي  مناسب
 چسـبيده،  حالت جاي به بالا تراكم در معلق حالت
 ورود اجازه كه اي گونه به ژنتيكي اصلاحات قابليت

 زيـادي  ميـزان  بـه  و داده را خـارجي  DNA بيان و
ــروتئين ــارجي پ ــان را خ ــد، بي ــت كن ــد قابلي  تولي
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 و چيني هامستر تخمدان سلولتوسطنوتركيبانسانيرشدهورمون توليد
  ژني گزارشگر سنجش روش به آن زيستي فعاليت بررسي

  چكيده
 سيستم اي، ترجمه از پس اصلاحات و تجمع پروتئين، صحيح ساختار ايجاد در تواناييشان خاطر به پستانداران شده كشت هاي سلول: زمينه و هدف

 ساير با مقايسه در شود  بيان پستانداران هاي سلول در پروتئين يك كه زماني بنابراين هستند، كلينيكي كاربردهاي با نوتركيب هاي پروتئين توليد براي مطلوبي
 و تنظيم  مطالعه براي ابزاري عنوان به Gene reporter systems)( ژنتيكي گزارشگر هاي سيستم. دارد ،بهتري واثر كيفيت،ها باكتري جمله از ها ميزبان
 فعاليت براي شاخصي عنوان به اغلب و هستند اي ويژه كاربردهاي داراي گزارشگر هاي ژن. باشند مي ) (Eukaryotic يوكاريوتي هاي سلول در ها ژن بيان

  .روند مي كار به ها سلول در رونويسي
 كلـون  يـك  توسـط  (rhGH= recombinant human Growth Hormone) نوتركيـب  انساني رشد هورمون ابتدا تجربي پژوهش نيا در: كار روش
 ELISA = Enzyme-Linked)ماننـد اليـزا   هايي روش با و توليد )recombinant Chinese Hamster Ovary( نوتركيب CHO هاي  سلول از پايدار

ImmunoSorbent Assay)  بلات وسترن و)Western blotting(نـوع  دو هـر  زيستي فعاليت سپس. گرديد اثبات آن توليد rhGH   نـوع  و يوكـاريوت 
 LHRE (Lactogenic شامل سيستم اين. شدند مقايسه بايكديگر و بررسي) LHRE-TK-Luc گزارشگر سيستم( ژني گزارشگر سيستم روش به تجاري

Hormone Responsive Element)، پروموتور TK (Thymidine Kinase promoter) آن، كنترل تحت ژن و Luc فايرفلاي آنزيم براي كدكننده 
 را GHR ژن بـا  شـده  ترانسـفورم  هـاي  سلول در GH توسط شده ايجاد پيام انتقال گيري اندازه و بررسي امكان و باشد مي (Firefly luciferase)لوسيفراز 

 اسـتفاده  رشـد  هورمون گيرنده با شده ترانسفكت HEK293  Human Embryonic Kidney 293 cells هاي سلول از منظور اين براي. كند مي فراهم
  .شد گيري اندازه لومينومتر دستگاه توسط نور توليد آن دنبال به و لوسيفراز آنزيم بيان نتيجه در و rhGH توسط شده القا سلولي درون پيام انتقال فرايند و شد

 زيستي فعاليت بررسي سيستم از حاصل نتايج طرفي از. باشد مي rhGH كننده توليد خوبي به (rCHO) نوتركيب ميزبان كه دادند نشان اوليه نتايج: هايافته
 فعاليت داراي يوكاريوت نوع موجود، تجاري نوع با مقايسه در حتي و كند مي القا را سلولي درون سيگنالينگ فرايند خوبي به يوكاريوت rhGH كه دادند نشان

  .باشد مي بهتري زيستي
 روش. باشند مي كلينيكي كاربردهاي با نوتركيب هاي پروتئين توليد براي ايمني و مناسب بسيار هاي ميزبان پستانداران شده كشت هاي سلول: گيرينتيجه
  .باشد مي نوتركيب هاي پروتئين زيستي فعاليت بررسي براي ايمن و دقيق كارا، حساس، بسيار روش يك (Gene reporter assay) ژني گزارشگر سيستم

  
 .اليزا ژن، گزارشگر سيستم زيستي، سنجش نوتركيب، انساني رشد هورمون چيني، هامستر تخمدان سلول: ها كليدواژه

 15/5/91   :تاريخ پذيرش  17/12/91: تاريخ دريافت
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 پـس  اصلاحات انجام گليكوزيله، صورت به پروتئين
 لازم پـروتئين  زيستي فعاليت براي كه اي ترجمه از

 ماده هيچ كه به گونه اي ها سلول بودن است، ايمن
 از. افزايد نمي شده توليد پروتئين به اي اضافه سمي
 44 كـه  شـد  مشـخص  ، اي مطالعـه  در ديگـر  طرف

 عبارتنـد  آن مهم انواع كه انسان بيماريزاي ويروس
 سـرخك  و هـرپس  ،آنفلونزا، فلـج اطفـال   ،HIV: از
. ندارنـد  را سلولي رده اين در همانندسازي قابليت,
 آمـده  دست به تجربيات شده، گفته موارد اساس بر

 بهداشـت  سـازمان  ايمنـي  آزمايشات و دهه دو طي
 اين توسط شده توليد درماني هاي پروتئين ،جهاني

 بـه  ،كند مي تاييد مشكلي هيچ بدون را سلولي رده
 توليـد  محصـولات  سـالانه  فروش امروزه كه نحوي
 ميليارد 30 از متجاوز CHO هاي سلول توسط شده
  .)1( است جهان سرتاسر در دلار

ــه ــور ب ــي ط ــتم كل ــاي سيس ــگر ه ــي گزارش       ژن
(Gene reporter assay)    روشي اسـت بـه منظـور 

 هـاي  ژن. يوكـاريوتي  هاي ژن بيان و تنظيم مطالعه
 اغلـب  و هستند اي ويژه كاربردهاي داراي گزارشگر

ــه ــراي شاخصــي عنــوان ب  در رونويســي فعاليــت ب
 ژن يـك  معمـول  طـور  بـه . روند مي كار به ها سلول

 وكتـور  يـك  در پروموتـوري  تـوالي  يك با گزارشگر
 بـه . شود مي همراه ،است شده سلول وارد كه بياني
 حضور نظر از ها سلول سلول، به وكتور انتقال دنبال

 پــروتئين خــود توانــد مــي كــه گزارشــگر پــروتئين
)GFP( Green fluorescent protein   فعاليـت  يـا 

ــي ــزيم( آن آنزيم ــيفراز آن ــد، )لوس ــي باش  بررس
 پـروتئين  ال يـك   از ويژگـي هـاي ايـده   . شـوند  مي

 صـورت  بـه  كـه  است گزارشگردر اين سيستم اين 
 كمي، حساس، آن نشده، بررسي بيان سلولي درون
  .)3( باشد ايمن و تجديدپذير آسان، سريع،

ــروتئين ــاي پ ــگر ه ــي گزارش ــد م ــق از توانن  طري
آنزيمي،  فعاليت قبيل از ذاتي خصوصيات تشخيص

ـــوصــخص ـــوتـروفـكتـپـاس اتـيــــ  ريـومتــــ
(Spectrophotometry) غيرمسـتقيم  به طـور  و يا 

 قـرار  ارزيـابي  مـورد  بـادي  آنتـي  پايه بر سنجش با
 علـت  بـه  آنزيمـي  هاي سنجش كلي طور به. گيرند
 توليـد  بـراي  نيـاز  مـورد  گزارشـگر  آنزيم كم مقدار

 كــاملاً واكــنش، توليــدات تشــخيص قابــل ســطوح
  .هستند حساس

 يـك  اثـر  تبـديل  يمعن ـ به گزارشگر سيستم يك
 و مشـاهده  قابـل  پـارامتر  يـك  بـه  زيسـتي  ملكول
 تئـوري  صـورت  بـه  چـه  اگر. باشد يم گيري اندازه
 در اما دارد وجود منظور اين براي زيادي هاي روش
 هــاي سيســتم توســط ســنجش هــاي روش عمــل

 حسـاس  و دقيـق  سـريع،  انجـام  قابليـت  گزارشگر،
  پايـه  بر مثلاً دارند را مؤثر غربالگري براي نياز مورد

ــد ــون تولي ــد. فوت ــون تولي ــولاً فوت ــق از اص  طري
) شيميايى نورتابى( لومينيسنس كمي و فلورسنس

 هـايي  فوتـون  ها پردازش دو هر. است تشخيص قابل
 يهــا هيــلا از انــرژي انتقــال نتيجــه عنــوان بــه را

 ايجـاد  تـر  پايينسطوح    به تحريك حالت مولكولي
 تحريـك  هـاي  اوربيتـال  نوع در تفاوت اما كنند، مي
  .است شده

 ســير در بيولومينســانس از زيــادي هــاي كــلاس
 طــور بــه كــه لوســيفرازهايي. دارد وجــود تكــاملي
 لوسـيفراز : شوند مي استفاده ها سنجش در گسترده

ــرات ــك(حش ــامل) سوس ــايرفلاي ش ــيفراز  ف لوس
(Firefly luciferase)، ــيلا  Renila)لوســيفراز رن

luciferase)، ــك ــل كلي ــيفرازها  بيت  Click)لوس

beetle luciferase) )از شـده  گرفتـه  لوسيفرازهاي 
 وسيعي دامنه و گسترده كاربردهاي داراي حشرات

 و) كننــد مــي ايجــاد را لومينســانس هــاي رنــگ از
 دسـت  به لوسيفرازهاي بين اين در. است آكوورين
ــده ــرات از آم ــاي داراي حش ــترده كاربرده  اي گس

ــتند ــه و هسـ ــر روز روزبـ ــان بـ ــزوده كاربردشـ  افـ
 لوسـيفراز  پركاربردترين لوسيفراز فايرفلاي.شود مي
  .)4( است گزارشگر سيستم هاي در

ــات ــه تحقيق ــانس در پاي ــر بيولومينس ــه منج  ب
ــاد كاربردهــاي ــن در يزي ــه اي ــاً زمين  در مخصوص

 آن كاربردهـاي  برخي. است شده مولكولي بيولوژي
 عوامـل  عملكـرد  كـردن  مشـخص : از اسـت  عبارت
 افـزايش  و پروموتورهـا  ماننـد  Cis-acting ژنتيكي
 درون پيــام انتقــال مســيرهاي بررســي هــا، دهنــده

ــلولي ــاربرد و سـ ــه كـ ــوان بـ ــورها  عنـ بيوسنسـ
(Biosensores)، اي  مداخلـه  اثر بررسي RNA  بـه 

 واكــنش هــاي جفــت تشــخيص ماننــد هــايي روش
 يـك  از اسـتفاده  بـا  آزمايشگاهي شرايط در دهنده
 سيسـتم  دو از يكي عنوان به شده شناخته سيستم

 رزونــــانس انــــرژي انتقــــال شــــده، هيبريــــد
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 مسير بررسي براي معمول گزارشگر هاي سيستم از پروموتوري نواحي .1شكل
PRL/JAK2/STAT5 .دايمر اتصالي نواحي STAT5 هـاي  دايـره  توسط 

  ).6(است شده مشخص رنگ سياه

 Bioluminescence) (BRET) بيولومينسانســي

resonance energy transfer) از بـرداري  تصوير و 
 لوسـيفرازي  گزارشـگر  هاي سيستم. )5( زنده سلول
ــاي داراي ــترده كاربرده ــايش در اي گس ــايع نم  وق
 بـه  ژن بيـان  و رونويسـي  تنظـيم  به وابسته سلولي

 مثــال بــراي( پيــام انتقــال آبشــارهاي  وســيله
RPL/JAK2/STAT5 (نمونـــه از. باشـــند مـــي 

 بـه  تـوان  مـي  زمينـه  ايـن  در گزارشگر ساختارهاي
- LHRE-TK-Luc، Cyclin D1 ماننــد مــواردي

944، β- Casein -344 و β-Casein -2300  اشـاره 
 قابـل  پروموتوري نواحي از ييها نمونه 1 شكل. كرد

 بررسـي  منظـور  به STAT5 دايمر توسط شناسايي
  .)1شكل ()6(باشد مي RPL/JAK2/STAT5 مسير

 hGH( (human Growth( انسـاني  رشـد  هورمون

Hormone) ــا ــوماتوتروپين ي ــك س ــد ي ــك پپتي  ت
هـاي   سـوماتوتروف  توسـط  كه است كوچك زنجيره

(Somatotrophs) غـده  جلويي بخش دوست اسيد 
 دهنـد  مي تشكيل را غده از% 50 حدود كه هيپوفيز
. )7( شـود  مـي  آزاد خـون  جريان به و شده ساخته
hGH ژن بوسيله GHN 5 گروه يك در گرفته قرار 
ــايي ــازوي روي ژنــي ت  كــد 17 كرومــوزوم بلنــد ب
 عملكردهــاي از وســيعي دامنــه داراي و شــود مــي

ــك ــي بيولوژي ــدين. )8( باشــد م ــرم چن ــن از ف  اي
 داراي آن غالـب  نوع اما دارد وجود بدن در هورمون

 22 معـــادل وزنـــي بـــا اســـت آمينواســـيد 191
 پـل  دو با هليكس-آلفا ساختار 4 در كه كيلودالتون

 لوپ( 165 و 53 آمينواسيدهاي بين سولفيدي دي
) كوچـك  لوپ( 189و182 آمينواسيدهاي و) بزرگ
 داراي هورمون اين. )10و9( است شده بندي بسته

ــت ــاي فعالي ــادي ه ــه در زي ــد زمين ــو، و رش  نم

 فعاليـت  كلي طور به.  باشد مي ايمني و متابوليسم
ــه رشــد هورمــون ــروه دو صــورت ب  و آنابوليــك گ
 مهمـي  اثـرات  داراي و شود مي مشخص ليپوليتيك

 و كربوهيـدرات  و ليپيـد  پـروتئين،  متابوليسم روي
ــلاً ــيم ك ــت تنظ ــي موقعي ــد كل ــودكي در رش  و ك

 تحريك آن هاي فعاليت ساير از. باشد مي بزرگسالي
 رسوب افزايش غضروفي، هاي سلول تكثير و تقسيم
 رشـد  تحريـك  اسـتخوان،  شـدن  معـدني  و كلسيم
ــلول ــر در س ــدامي ه ــدن از ان ــان، ب ــزايش انس  اف

 محـرك  شده، تخريب هاي سلول ترميم متابوليسم،
 تحريـك  هـا،  پروتئين  تجزيه كاهش سنتز پروتئين،

 ، افـزايش تجزيـه ليپيـدها   ايمني، افـزايش  سيستم
ــوكز، انتقــال ــروژن تعــادل مثبــت بهبــود گل  و نيت
  .)11( باشد مي آمينواسيد جذب در زياد افزايش

ــژوهش ايــن در ــدا پ  انســاني رشــد هورمــون ابت
 توليـد  CHO نوتركيب هاي سلول توسط نوتركيب

 hGH غلظـت  تعيـين  و توليـد  اثبات از پس و شده
 بـلات،  وسـترن  و اليزا مانند هايي روش به توليدي

 نوتركيب هورمون زيستي فعاليت بررسي منظور به
ــتم روش از ــگر سيس ــي گزارش ــكل ژن  دو از متش

 GHRFL (Growth hormone receptor پلازميد

full length) و رشـد  هورمون گيرنده كننده توليد 
LHRE Lactogenic Hormone Responsive 

Element) (اسـتفاده   لوسـيفراز  آنزيم كننده توليد 
 LHRE-TK-Luc گزارشــگر سيســتم. اســت شــده
 مولكـول  بـه  يابنـده  اتصـال  عامـل ( LHRE شامل

STAT5 (بتاكـازئين،  ژن پروموتـور  از شـده  مشتق 
 و TK(thymidine kinase promoter)پروموتــور 

 آنـزيم  بـراي  كننـده  كد Luc آن، كنترل تحت ژن
 و بررســي امكــان و باشــد مــي لوســيفراز فــايرفلاي

 در GH توسـط  شـده  ايجاد پيام انتقال گيري اندازه
 فـراهم  را GHR ژن بـا  شـده  ترانسفورم هاي سلول
  .)12( كند مي
  

  بررسي روش
 مطالعـه  ني ـا در :كشـت  طيشرا و يسلول رده
 CHO هـاي  سلول از hGH توليد منظور به تجربي

ــب ــفكت (rCHO) نوتركي ــده ترانس ــا ش ــور ب  وكت
pSeqTag شـــركت از Invitrogen داراي آمريكـــا 

 كشـت  شـرايط . است شده استفاده hGH ژن توالي
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 كشـــت محـــيط: از عبـــارت اســـت هـــا ســـلول
DMEM/Ham’s F12 Dulbecco's 

Modification of Eagle's Medium/Hams F12 
)Gibco، ( ســرم% 10 داراي) آمريكــاFCS Fetal 

calf serum ، ــركت از ــا ،Gibco ش  از% 1 ،)آمريك
 استرپتومايسين -سيلين پني بيوتيك آنتي مخلوط

 )P/S شـــركت از Gibco، شـــرايط در و) آمريكـــا  
ــاتور ــت داراي) CO2% 5( دار CO2 انكوبـ  و رطوبـ

  آوردن دسـت  بـه  براي. شد داده كشت ºC37دماي
ــدار كلــون  توليدكننــده rCHO ســلولي رده از پاي
rhGHشـركت ( جنتيسين بيوتيك ، آنتي Sigma، 
 كشـت  محـيط  بـه  µg/ml400 غلظـت  بـا ) آمريكا
 كلـون  آوردن دست به از پس و شد اضافه ها سلول
. شـد  اضـافه  محيط به µg/ml200 غلظت با پايدار

 منابع طبق و rhGH توليد ميزان افزايش منظور به
 از پايـدار  كلـون  آوردن دسـت  بـه  از پـس  موجود،
 صورت نيز ºC34و ºC31 دماي در كشت ها، سلول
  .گرفت

  
 يهـا  سـلول  توسـط  rhGH ديتول يبررس
rCHO منظـور  به: بلات وسترن و زايال روش به 
 محـيط  در rhGH غلظـت  تعيـين  و توليـد  بررسي
 گيـري  انـدازه  مخصوص اليزا تجاري كيت از كشت
hGH   )شركت از Radim، به. شد استفاده) ايتاليا 
 هـر  بـه  مجهـول  هـاي  نمونه از μl20 خلاصه، طور

 hGH ضـد  بـادي  آنتي توسط قبلا كه اليزا چاهك
از آنتـي   μl200 سـپس  وشـد  اضافه ،شده پوشيده

 اضـافه  چاهـك  هـر  بـه  بادي نشاندار شده با آنـزيم 
 انكوبـه  ºC37 دمـاي  در دقيقـه  60 مدت به و شده
 شـده  ريخته دور ها چاهك محتوي آن از پس. شد
 در. گرفـت  صـورت  محلـول  توسط شستشو بار 3 و

 بــه دقيقــه 20 مــدت بــه سوبســترا آخــر، مرحلــه
واكـنش توسـط    نهايـت  در و ه شـد افزود ها چاهك

در . شـد  توقـف م (Blocking)محلول بلاك كننده 
 و هخوانـد نانومتر 450 مـوج  طـول  در نتـايج   پايان

 موجـود  استاندارد هاي محلول طبق rhGH غلظت
 شـامل  فـوق  مراحـل  كليـه . مدآ دست به كيت در

 غلظـت  گيـري  انـدازه  و مختلـف  دماهاي در توليد
rhGH شد انجام تكرار 3 در.  
 بـه  كشت، محيط در rhGH توليد بررسي از پس

 نوتركيــب پــروتئين مولكــولي وزن تعيــين منظــور
 ايـن  در. شد استفاده بلات وسترن روش از توليدي
% 12 ژل روي بر ها سلول كشت محيط ابتدا راستا
 كاغـذ  بـه  انتقـال  از پـس  و شـده  ران آميد آكريل

ــادي آنتــي توســط نيتروســلولز، ــر( اوليــه ب  ضــد ب
 ثانويـه  بـادي  آنتـي  و) 10A7 انساني رشد هورمون

  )mouse Anti IgG  موش ايمونوگلوبولين ضد بر(
ــگ ــزي رن ــده آمي ــايج و ش ــله نت ــيلم روي حاص  ف

  .گرديد ثبت راديولوژي
  

 روش بــه rhGH يســتيز تيــفعال يبررســ
 منظـور  به مرحله اين در :يژن گزارشگر ستميس

 از توليـدي  rhGH فعاليت و زيستي كارايي بررسي
 ايـن  بـه . شد استفاده  ژني گزارشگر سيستم روش

 اســتفاده LHRE و GHRfl پلازميــد دو از منظــور
 داراي) pcDNA1 پلازميد( GHRfl پلازميد. شدند

 باشـد  مي انساني رشد هورمون گيرنده كدكننده ژن
 بيـان  باعـث  سـلول،  درون بـه  انتقـال  صورت در و

 در. شـود  مـي  سلول سطح در رشد هورمون گيرنده
 محـيط  بـه  كـارا  رشد هورمون كردن اضافه صورت
 به آن انتقال و پيام انتقال فرايند شروع باعث سلول
 كننـده  كـد   LHREپلازميـد . شود مي سلول هسته
 فراينــد شــروع صــورت در اســت، لوســيفراز آنــزيم
 پلازميـد  ورود و سلول در رشد هورمون پيام انتقال

LHRE دايمـر  سـلول،  سيتوپلاسـم  بهSTAT5  بـه 
 اين روي بر LHRE بخش لوسيفراز آنزيم پروموتور
 سـلول  در آنـزيم  ايـن  بيـان  باعث , متصل پلازميد

 بـه  سوبسـترا  كـردن  اضـافه  با نتيجه در و شود مي
 و داده واكنش سوبسترا با آنزيم سلولي، ليز مخلوط

 و گيـري  اندازه لومينومتر دستگاه توسط حاصله نور
 سـلول  ابتـدا  فوق، اهداف راستاي در. شود مي ثبت
 عصـاره  كـردن  فيلتـر  از پس و كشت rCHO هاي

 اليـزا  روش بـه  توليدي rhGH غلظت سلول، كشت
 پلازميـدهاي  تكثير بعد، مرحله در. شود مي تعيين

GHRfl و LHRE باكتري توسط E.coli TOP10، 
 Nanoplus كيــت توســط پلازميــد اســتخراج

Bioneer اسـتخراجي  پلازميدهاي غلظت تعيين و  
 ادامــه در. انجــام شــد اســپكتروفوتومتري روش بــه

 پـس  ،T25 فلاسـك  در Hek293 هاي سلول كشت
 بافر با ها سلول شستشوي لازم، تراكم به رسيدن از
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 روش به مختلف هايدما در شده توليد rhGH غلظت مقايسه -1نمودار
  .اليزا

 

  
                 3                2                1                

 شده، توليد rhGH مولكولي وزن تعيين منظور به بلات وسترن -2شكل
 رشد هورمون: 3و2 چاهك ،)تروپين سام( تجاري رشد هورمون: 1 چاهك
 CHO سلول توسط شده توليد

 Phosphate Buffer Saline (PBS فسـفات  نمكي

1X)، ــينه ــردن تريپس ــلول ك ــا س ــانتريفوژ، و ه  س
 محلـول  بـا  آميـزي  رنگ كمك به ها سلول شمارش

سـلول بـر    تعداد به ها سلول انتقال بلو، تريپان% 4/0
 بـه  Hek293 هـاي  سـلول  از 5/1 ×105 ميلي ليتر

 1 خانـه  هـر  در( سـلول  كشـت  خانه 12 هاي پليت
 انكوباتور در شبانه كشت و) كشت محيط ليتر ميلي

°C37، CO2 5 .%لازم، تـراكم  بـه  رسـيدن  از پس 
 كشـت  محـيط  بـا  ها سلول كشت محيط جايگزيني

 نهايت در و هپس بافر و گلوتامين سرم، حاوي غني
ــافه ــردن اضـ ــوط كـ ــن مخلـ ــامل ترانسفكشـ  شـ

) تـوام  ترانسفكشن( LHRE و GHRfl پلازميدهاي
 در و فسـفات  كلسيم ترانسفكشن بافر و ها سلول به

% C37، CO2 5° انكوبـاتور  در پليـت  قراردادن آخر
 سـاعت  24 از پس. انجام گرفت ساعت 24 مدت به
 بـه . رسد مي فرا القا زمان ها، سلول ترانسفكشن از

 رويـي  محيط حذف :مراحل زير اجرا شدمنظور اين
 كشـت  محيط( فقير محيط كردن اضافه و ها سلول

DMEM/F12 1 داراي %P/S، 1 %L-و گلوتـــامين 
ــامتازون% 5/0 ــاي غلظــت داراي) دگس ــاوت ه  متف

ــون ــد هورم ــاني رش ــاري انس  و) Samtropin( تج
ــون ــد هورم ــب رش ــد نوتركي ــده تولي ــط ش  توس

  .rCHO هاي سلول
  

 :لومينـومتر  دستگاه كمك به نتايج بررسي
 رويي محيط ،hGH توسط القا از ساعت 24 از پس

 ها سلول ،هدادPBS 1X  با شستشو ،حذف ها سلول
 ،شـده ليـز   كننده ليز بافر ميكروليتر150 كمك به

 هـا  سـلول  شده ليز مخلوط از ميكروليتر100 انتقال
 سوبسترا ميكروليتر 10 افزودن و لومينومتر لوله به
 مـدت  سـپس بـه   .دوش ـ مـي  نيز انجـام  لوله هر به

 توليـد  نـور  و  كـرده  ورتكـس  را لوله ثانيه 5 نهايتاً
  .كنيم مي ثبت و گيري اندازه دستگاه توسط را شده
  
  ها افتهي

 بـه  و CHO نوتركيـب  هـاي  سلول كشت از پس
 يـك  هـا،  سـلول  ايـن  از پايـدار  كلون آوردن دست
 توليـد  اثبـات  از پس و شد انجام اوليه اليزاي تست

rhGH نوتركيــب هــاي ســلول كشــت محــيط در 
 ،)نشـده  ترانسـفورم  CHO سلول( كنترل به نسبت

 دماهـاي  در rhGH توليـد  ميـزان  بـين  اي مقايسه
 مشـاهده  چنانكـه ). 1نمودار( گرفت صورت مختلف

 ميـزان  بـر  اي ملاحظه قابل اثر دما تغيير, شود مي
 در توليـد  ميـزان  بيشـترين  و داشـته  rhGH توليد
  .)1نمودار( است آمده دست به ºC31 دماي
بـلات،   وسـترن  روش از استفاده با بعد مرحله در
 نمونــه بــا و تعيــين توليــدي rhGH مولكــولي وزن

 در چنانچـه . شـد  مقايسـه  بـازار  در موجود تجاري
 وزنـي  توليـدي  rhGH شـود،  مـي  مشاهده 2شكل
 22 حـدود ( بـازار  در موجـود  تجاري hGH معادل

  .)2شكل ( باشد مي دارا) كيلودالتون
  

 رشــد هورمــون زيســتي فعاليــت بررســي
 گزارشـگر  سيستم روش به) rhGH( نوتركيب

ــي ــدا :ژن ــه ابت ــه روش ب  ترانسفكشــن شــده گفت
ــا Hek 293 هــاي ســلول  و GHRfl پلازميــد دو ب
LHRE مختلف هاي غلظت با القاء فرايند  سپس و 

hGH  لومينسانس نور ميزان گرفته، صورت تجاري 
 يكـديگر   بـا  مختلـف  هـاي  غلظـت  در شـده  توليد

 توسـط  القـا  ميزان مقايسه منظور به. شدند مقايسه
 بـه  عددي ميزان ،رشد هورمون مختلف هاي غلظت
 ميزان بر تقسيم را لومينومتر دستگاه از آمده دست
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 مختلـف  هـاي  غلظـت  توسـط  شـده  ايجاد سيگنالينگ مقايسه -2نمودار
hGH حسـب  بر رشد هورمون مختلف هاي غلظت: افقي محور تجاري؛ 
 شـدن  برابـر  چنـد  ميـزان : عمـودي  محـور  ليتـر،  ميلـي  هـر  در نانوگرم

 هورمـون  مختلـف  هـاي  غلظـت  توسط پيام انتقال از حاصل لومينسانس
  .رشد

  

ــودار  ــه -3نم ــيگنالينگ مقايس ــاد س ــده ايج ــط ش ــاي غلظــت توس  ه
 محور ؛rCHO سلول توسط شده توليد rhGH و تجاري hGHمختلف
 ميلـي  هـر  در نانوگرم حسب بر رشد هورمون مختلف هاي غلظت: افقي
 انتقـال  از حاصل لومينسانس شدن برابر چند ميزان: عمودي محور ليتر،
 .رشد هورمون مختلف هاي غلظت توسط پيام

ــاي ــه خطـ ــا اي زمينـ ــتگاه noise يـ ــرده دسـ  كـ
(RLU/noise)، برابر چند دهنده نشان حاصله عدد 

 مختلـف  هـاي  غلظـت  بين القاء و پيام انتقال شدن
  .    است

 غلظـت  تـا  شـود  مي مشاهده 2نمودار در چنانچه
 داخل پيام انتقال ميزان رشد هورمون نانوگرم 500

 افزايش لوسيفراز آنزيم توليد آن دنبال به و سلولي
ــه ــد آن از پــس و يافت   اســت داشــته كاهشــي رون

  .)2نمودار(
 توسـط  شـده  توليد rhGH غلظت بعد مرحله در
 بـه  C31° دمـاي  در شـده  توليـد  يوكاريوت سلول
 مشــخص غلظــت بــا ســپس و تعيــين الايــزا روش
 تجـاري  rhGH نـوع  بـا  و گرفته صورت القاء فرايند

  .)3نمودار( است شده مقايسه
 شــده توليــد  rhGH شــود مــي مشــاهده چنانچــه

 القا را لوسيفراز آنزيم بيان يوكاريوت ميزبان توسط
 رشـد  هورمـون  شـود  مـي  نتيجـه  اسـت، لـذا   كرده

 بـوده  فعـال  زيسـتي  نظـر  از شـده  توليـد  نوتركيب
 بـه  پيـام  انتقـال  و خـود  گيرنـده  بـه  اتصال توانايي
   .باشد مي دارا را سلول درون

  
  يريگ جهيونت بحث

 پپتيـد  پلـي  يـك ) hGH( انسـاني  رشـد  هورمون
 از وسـيعي  طيـف  بـا  هيپـوفيز  غـده  از شده مشتق
 سـوخت و سـاز   توليـدو  شـامل  زيستي هاي فعاليت
 و رشـد  و سـلولي  وتمـايز  تكثيـر  چربي، و پروتئين

 گسـترده  هـاي  نقـش  دليـل  به. باشد مي بدن بلوغ
 هورمـون  ايـن  ,بـدن  طبيعـي  بيولوژي در هورمون
ــاي داراي ــاليني كاربرده ــادي ب ــان شــامل زي  درم

ــاهي ــا، كوت ــود ه ــا، شكســتگي نمــو، و رشــد بهب  ه
 هـايي  بيمـاري  بـراي  كمكـي  درماني و ها خونريزي

  .باشد مي ايدز مانند
 خـاطر  بـه  پسـتانداران  شـده  كشـت  هـاي  سلول

   تجمع پروتئين، صحيح ساختار ايجاد در تواناييشان
 براي مطلوبي سيستم اي، ترجمه از پس اصلاحات و

 كلينيكي كاربردهاي با نوتركيب هاي پروتئين توليد
ــتند ــابراين. هس ــه بن ــاني ك ــك زم ــروتئين ي  در پ

 بـا  مقايسه در , شود مي بيان پستانداران هاي سلول
 هـا،  بـاكتري  جملـه  از هـا  ميزبان ساير در زماني كه
 بهتـري  اثر و كيفيت ,شود مي بيان مخمر و گياهان

 شـده  كشـت  هـاي  سـلول  توليد قابليت اخيراً،. دارد
 حـد  در مـوارد  برخي در بيوراكتورها در پستانداران

 100 حـدود  يعنـي  است يافته افزايش ليتر در گرم
 ايـن   وسـيله  بـه  گذشـته  در آنچـه  بـه  نسبت برابر

 هـاي  ويژگـي  دليـل  بـه . آمـد  مي دست به ها سلول
 از چينــي هامســتر  تخمــدان يســلول رده مناســب

 سلول به ژن موثر و راحت انتقال سريع، رشد جمله
 از پـس  اصـلاحات  انجـام  بـراي  هـا  سلول قابليت و

 توليـد  بـراي  غالب سيستم عنوان به امروزه ترجمه
 كاربردهـاي  بـا  مخصوصـاً  نوتركيـب  هـاي  پروتئين
  ). 14و13( باشد مي وسيع حجم در و درماني
 اضـافي  دنبالـه  هيچ بدون rhGH پژوهش اين در

 بـه  توليـد،  CHO  شده ترانسفورم هاي سلول توسط
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 الايـزا  روش بـا  راحتـي  به و شده آزاد كشت محيط
. شــد بررســي يســلول كشــت طيمحــ در آن توليــد
 بـدون  CHO هـاي  سـلول  توسط اوليه توليد ميزان
 ليتـر  هـر  در ميكروگـرم  حـد  در خـاص  تيمار هيچ
 پروكاريوت نوع با مقايسه در ميزان اين كه باشد مي
 محصـول  افـزايش  كـه  آنجـايي  از. اسـت  ناچيز آن

 در اصلي هدف توليد هاي هزينه كاهش و پروتئيني
ــه ــوژي زمين ــد بيوتكنول ــروتئين تولي ــب پ  نوتركي

 مـوثرترين  شـده  بررسـي  عوامـل  ميان از باشد، مي
 دمـا  كـاهش  ،rhGH توليـد  ميزان افزايش بر عامل

 بـه  نسـبت  كـه در ايـن حالـت    باشـد  مـي  C31°تا
 افـزايش  برابـر  2 از بـيش  توليد ميزان C37°دماي
 اثــر  زمينــه در بســياري تحقيقــات تــاكنون. يافــت

ــاهش ــا ك ــر دم ــزان ب ــد مي ــروتئين تولي  توســط پ
 نتايج كه است گرفته صورت پستانداران هاي سلول

 همخـواني  قبلـي  تحقيقـات  نتايج با حاضر پژوهش
  ).20-15( دارد

 ژنـي  گزارشگر هاي سيستم با كار سادگي و تنوع
 در قدرتمنـد  ابـزاري  بـه  هـا  سيستم اين شده باعث
 و شـده  تبـديل  دارويـي  و زيسـتي  تحقيقات  زمينه
ــاً ــر مرتب ــاي ب ــن كاربرده ــتم اي ــا سيس ــزوده ه  اف

  گسـترده  اعمـال  داراي رشـد  هورمـون ). 6(شود مي
 كـه  باشد مي ها سلول تمايز و رشد جمله از زيستي

 در خود  گيرنده به اتصال يبرا زياد تمايل واسطه با
 گيرنـده . كنـد  مـي  ايفا را خود نقش ها سلول سطح

 GHR=Growth Hormone( رشـــد هورمـــون

Receptor (ــق ــه متعل ــانواده ب ــده ابرخ ــاي گيرن  ه
 خلاصه طور به كه باشد مي يك كلاس سايتوكايني

 دو شــدن دايمــر باعــث ،GHR بــه GH اتصــال بــا
 كينـاز  شـدن  فعـال  آن دنبـال  به و GHR مولكول
JAK2 شدن فعال. شود مي JAK2 فسفوريله باعث 
ــواحي شــدن ــي ن ــول خــود و GHR تيروزين  مولك
JAK2 هـاي  مكـان  شـدن  فـراهم  نتيجه در و شده 
 سيتوپلاسـمي  هاي پروتئين از گروهي براي اتصالي

 كننـده  فعـال  و سيگنال  دهنده انتقال عوامل نام به
 شـدن  دايمر و شدن فسفوريله ،)STAT( رونويسي
 بـه  STAT دايمرهـاي  انتقال ،STAT هاي مولكول
 متصـل  اختصاصـي  عوامل به اتصال و سلول هسته
 ژن پروموتور تحريك نهايت در و STAT به شونده
 باعـث  GH. شـود  مي آن از رونويسي شروع و هدف

 .)22و21( شود مي STAT 1, 3, 5 شدن فعال
 بـراي  LHRE سيسـتم  از اسـتفاده  هاي مزيت از

 و دقـت  بـه  توان مي GH پيام انتقال مسير بررسي
 هـاي  سيسـتم  بـه  نيـاز  عدم و بالا بسيار حساسيت
 مـواد  بـا  شـده  نشـاندار  GH بـه  نيازمنـد  گزارشگر

 سيسـتم  ايـن  در طرفـي  از. كـرد  اشـاره  راديواكتيو
 انتقـال  گيرنـده،  بـه  rhGH اتصال بررسي بر علاوه
 بـه عـلاوه  . شـود  مـي  بررسـي  نيـز  شده ايجاد پيام

LHRE واسطه با اختصاصي سيستم يك  STAT5 
 و كند مي فراهم را) STAT هاي مولكول ساير نه و(

ــراي را  زمينــه  فــراهم مولكــولي مطالعــات ســاير ب
 .كند مي

 شـده  توليـد  rhGH زيستي فعاليت بررسي نتايج
 در) CHO سـلولي  رده( يوكـاريوت  ميزبـان  توسط

 انتقـال  فراينـد  خـوبي  به كه داد نشان پژوهش اين
 و فعـال  زيسـتي  نظـر  از و داده انجـام  را القا و پيام

 مشاهده همچنين. باشد مي صحيحي ساختار داراي
 شـده  توليـد   rhGH تجاري، نوع با مقايسه در شد

ــالاتري ســيگنالينگ داراي CHO ســلول توســط  ب
  .باشد مي
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 حمايـت  بـا  كه باشد مي و 1389سال در اصفهاني
 .است شده  اجرا اصفهان دانشگاه

  
 منابع

1. Jayapal KP, Wlaschin KF, Hu W,Yap MGS. 
Recombinant protein therapeutics from CHO cells-
20 years and counting. Chemical Engineering 
Progress. 2007; 103(10): 40. 

2. Wurm FM. Production of recombinant protein 
therapeutics in cultivated mammalian cells. Nature 
biotechnology. 2004;22(11): p. 1393-1398. 

3. Li X, Zhao X, Fang Y, Jiang X, Duong T, Fan 
C, et al. Generation of destabilized green fluorescent 
protein as a transcription reporter. Journal of 
Biological Chemistry. 1998;273(52):  34970. 

4. Wood KV. The chemistry of bioluminescent 
reporter assays. Promega Notes. 1998; 65: 14–20. 

5. Brasier AR, Ron D. Luciferase reporter gene 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
14

 ]
 

                               7 / 9

https://rjms.iums.ac.ir/article-1-2383-fa.html


 
 
 

 

 همكارو  مرضيه رضائي

 1391بهمن،104شماره،19دوره    پزشكي رازيعلوم مجله

8

assay in mammalian cells. Methods in enzymology. 
1992; 216: 386-397. 

6. Fang F, Antico G, Zheng J, Clevenger CV. 
Quantification of PRL/Stat 5 signaling with a novel 
pGL 4-CISH reporter. BMC biotechnology. 2008; 
8(1): 11. 

7. Vance M, Mauras N, Growth hormone therapy 
in adults and children. New England Journal of 
Medicine. 1999; 341(16): 1206. 

8. Zhan X, Giorgianni F, Desiderio D, Proteomics 
analysis of growth hormone isoforms in the human 
pituitary. Proteomics. 2005; 5(5): 1228-1241. 

9. Shin NK, Kim DY, Shin CS, Hong MS, Lee J, 
Shin HCl. High-level production of human growth 
hormone in Escherichia coli by a simple 
recombinant process. Journal of biotechnology. 
1998; 62(2): 143-151. 

10. Sereikaite J, Statkute A, Morkunas M, 
Borromeo V, Secchi C, Bumelis VA. Production of 
recombinant mink growth hormone in E. coli. 
Microbial Cell Factories.2006; 5: 15. 

11. Fong Y, Rosenbaum M, Tracey K J, Raman G, 
Hesse D G, Matthews DE, et al. Recombinant 
growth hormone enhances muscle myosin heavy-
chain mRNA accmulation and amino acid accrualin 
humans. Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America.1989; 
86(9): 3371. 

12. Ross RJM, Esposito N, Shen XY, Von Laue S, 
Chew SL, Dobson PR, et al. A short isoform of the 
human growth hormone receptor functions as a 
dominant negative inhibitor of the full-
lengthreceptor and generates large amounts of 
binding protein. Molecular Endocrinology. 
1997;11(3): 265. 

13. Kumar N,Gammell P, Clynes M. Proliferation 
control strategies to improve productivity and 
survival during CHO based production culture. 
Cytotechnology. 2007; 53(1): 33-46. 

14. Yoon SK, Hong JK, Choo SH, Song JY, Park 
HW, Lee GM. Adaptation of Chinese hamster ovary 
cells to low culture temperature: cell growth and 
recombinant protein production. Journal of 
biotechnology.2006; 122(4): 463-472. 

15. Furukawa K, Ohsuye K. Effect of culture 
temperature on a recombinant CHO cell line 
producing a C-terminal -amidating enzyme. 
Cytotechnology.1998;26(2): 153-164. 

16. Kaufmann H, Mazur X, Fussenegger M, 
Bailey JE. Influence of low temperature on 
productivity, proteome and protein phosphorylation 
of CHO cells. Biotechnology and bioengineering. 
1999; 63(5): 573-582. 

17. Schatz SM, Kerschbaumer RJ, Gerstenbauer 
G, Kral M, Dorner F, Scheiflinger F. Higher 
expression of Fab antibody fragments in a CHO cell 
line at reduced temperature. Biotechnology and 
bioengineering. 2003; 84(4): 433-438. 

18. Fox SR, Patel UA, Yap MGS, Wang DIC. 

Maximizing interferon production by chinese 
hamster ovary cells through temperature shift 
optimization: Experimental and modeling. 
Biotechnology and bioengineering. 2004;85(2): 
177-184. 

19. Fogolin MB, Wagner R, Etcheverrigaray M, 
Kratje R. Impact of temperature reduction and 
expression of yeast pyruvate carboxylase on hGM-
CSF-producing CHO cells. Journal of 
biotechnology. 2004; 109(1-2): 179-191. 

20. Bollati Fogolin M, Forno G, Nimtz M, 
Conradt HS, Etcheverrigaray M, Kratje R. 
Temperature Reduction in Cultures of hGM CSF 
expressing CHO Cells: Effect on Productivity and 
Product Quality. Biotechnology 
progress.2005;21(1): 17-21. 

21. Sakatani T, Kaji H, Takahashi Y, Iida K, 
Okimura Y, Chihara K. Lactogenic hormone 
responsive element reporter gene activation assay 
for human growth hormone. Growth Hormone & 
IGF Research. 2003; 13(5): 275-281. 

22. Marins LF, Iyengar A, Maclean N, Levy JA, 
Sohm F. Simultaneous overexpression of GH and 
STAT5b genes inhibits the STAT5 signalling 
pathway in tilapia (Oreochromis niloticus) embryos. 
Genetics and Molecular Biology.2002; 25:  293-
298.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
14

 ]
 

                               8 / 9

https://rjms.iums.ac.ir/article-1-2383-fa.html


 
 
 

 

  Original Article  

  Razi Journal of Medical Sciences      Vol. 19, No. 104, Jan-Feb 2013   9  

 

 
Production of recombinant human growth hormone by 

eukaryotic CHO cell and measurement of its biological activity by 
gene reporter assay 

 
 
 
 
*Marzeieh Rezaei, MSc.,Biologist,Department of Biology, Faculty of Sciences, University of Isfahan, Isfahan, Iran. 

(*Corresponding author). bio_mrezaei@yahoo.com 
 Seyyed Hamid Zarkesh-Esfahani, Associate professor of Immunology. Immunologist, Department of Immunology, 
School of Medicine, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran. s.h.zarkesh@sheffield.ac.uk 

 
 
Abstract 
Background: Cultivated mammalian cells, because of their capacity for proper protein folding, 
assembly and post–translational modification, have become the dominant system for production of 
recombinant proteins in clinical application. Therefore, the quality and efficacy of protein can be 
superior when expressed in mammalian cells compared to other hosts such as bacteria. Gene reporter 
systems have contributed greatly to the study of eukaryotic gene expression and regulation. Although 
reporter genes have played a significant role in numerous applications, both in vitro and in vivo, they 
are most frequently used as indicators of transcriptional activity in cells. Luciferase-reporter assays 
are widely used to monitor the cellular events related to transduction and gene expression regulated by 
specific cascades, such as PRL/Jak2/Stat5 pathway. 
Methods: In this study, recombinant human growth hormone (rhGH) was produced in eukaryotic 
Chinese hamster ovary (CHO) cell and production and concentration of rhGH verified by ELISA and 
western blotting. Then, the biological activity of rhGH was assessed by a gene reporter assay system 
(containing LHRE, TK promoter and Luc gene), using HEK 293 cells transfected with GH receptor 
and response element for STAT-5 measuring luciferase activity on a Berthold luminometer. 
Results: The date showed that rhGH could be produced by eukaryotic host in good quantities as 
assessed by ELISA and western blotting. The results of gene reporter assay showed that rhGH 
produced by CHO cells is able to induce GH intracellular cell signaling. The rhGH produced by CHO 
cells showed higher bioactivity when compared to commercial GH. 
Conclusion: rhGH could be produced in mammalian cell lines at high levels with higher bioactivity. 
Gene reporter assay is a sensitive, quantitative, rapid, easy, reproducible and safe system for 
assessment of bioactivity of recombinant proteins such as rhGH. 
 
Keywords: Chinese hamster ovary (CHO), Human growth hormone (hGH), Bioassay, Gene reporter 
assay, ELISA. 
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