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Abstract 

Aim and Background: An important part of medical biology studies is devoted to the production of an efficient 

non-viral structure for gene transfer. The materials of these structures are expensive and impose a lot of cost on 

the researcher. Enveloping the DNA molecule in a closed space of a lipid bilayer membrane evokes the most 

similar structure to a liposome. This study is to investigate the possibility of using phospholipids taken from the 

membrane of a cell to make liposome and transfer genes or drugs to the same cell. 

Material and Methods: Five mammalian (HEK293, Hela, SW480, expi-CHO, CHO) and one yeast 

(Saccharomyces cerevisiae) cells were selected and cultured in a suitable culture medium. A new membrane 

washing method was performed with different combinations of non-polar solvents of chloroform, methanol, 

ammonium hydroxide, …, without breaking and destroying the cells. Purification and separation of membrane 

phospholipids was done by thin layer chromatography (TLC). The mobile phase solvent was optimized for the 

best separation of phospholipids. 

Results: By comparing six combinations of membrane washing solvents, the mixture of chloroform, methanol, 

ammonium hydroxide, acetic acid (65:25:5:5) had the best efficiency for separating and extracting phospholipids 

from the cell membrane. The main phospholipids that make up the membrane were well separated by optimized 

mobile phase thin layer chromatography. The results of this study showed that in CHO, Expi-CHO and SW480 

cells, the amount of Membrane phospholipids from the most to the least include POPC, POPE, POPS, CHOL, SM 

and IMP. POPS contribution was different for Hela and HEK293 cells. Yeast cells can be an acceptable source of 

phospholipid for purification due to fast growth and cheap culture medium. 

Conclusion: By using a special combination of non-polar solvents, the phospholipids of the cell membrane can 

be washed. These phospholipids can be well separated by thin layer chromatography using a special mobile phase 

solvent. The cost of this process is much lower than the preparation of industrial transfection compounds. It seems 

that gene transfer by liposomes made with natural phospholipids should have a much higher efficiency, which 

should be studied in future research. 
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  یجداساز یبرا دیجد روش کی ییغشا یشووشست

 سلول بیتخر بدون غشا یدهایپیفسفول
 *2یمحمدرضا کلان،1انییاسکو هیرق، *1یفتاح لیاسماع ،1لیعق یبن السادات حورا

 رانیآمل، ا ،یدانشگاه آزاد اسلام ،یآمل للها تیواحد آ ،یشناسستیگروه ز .1

 رانیگلستان، گرگان، ا یدانشگاه علوم پزشک ،یپزشک نینو یفناور ۀدانشکد ،یمولکول یگروه پزشک .2

 
 دهیچک

 اختصاص ژن انتقال یبرا کارآمد یروسیوریساختار غ کی دیبه تول یپزشک مطالعاتاز  یمیبخش عظ : امروزهسابقه و هدف

در  DNA لکول. محصور شدن موکندیم لیبر محقق تحم یادیز ۀنیهز و است متیقساختارها گران نیا ۀیاول مواداست.  افتهی

را در  وزومپیل کیساختار به  نیترهیاست، شبشده زیمتما رونیب یاز فضا یدیپیل ۀیدولا یغشا کی توسط که بسته یفضا کی

 ساخت یرابسلول  کی یشده از غشابرداشت یدهایپیفسفول از استفاده امکان یبررس مطالعه نیهدف از ا .کندیم یذهن تداع

 باشد.یم سلول همان به دارو ایو انتقال ژن  پوزومیل

( هیزیسرو سسیساکاروما) و سلول مخمری( HEK293, Hela, SW480, expi-CHO, CHO) سلول جانوری: پنج هاروش و مواد

 های غیرقطبیالحلّوشوی غشایی با ترکیبات مختلف شست روش جدید. ندکشت مناسب کشت داده شددر محیطو انتخاب شده 

فسفولیپیدهای غشایی سازی و تفکیک ها انجام شد. خالصبدون شکستن و تخریب سلول ،... شامل اتانول، متانول، کلروفرم و

 سازی شد. بهینهنیز ال فاز متحرک برای بهترین تفکیک فسفولیپیدها انجام شد. حلّ( TLC) نازک ۀکروماتوگرافی لای ۀوسیلهب

 استیک دآمونیوم: اسی غشا، مخلوط کلروفرم: متانول: هیدروکسید ۀوشو دهندال شستشش ترکیب حلّ ۀمقایس با: هاافتهی

شا برداشت شده و فسفولیپیدها از غ .سلول داشتند یغشا یدهایپیفسفول استخراج و کیکتف یبرا را بازده نیبهتر( 65:25:5:5)

 خوبی جداسازی شدند.هغشا ب ۀدهندنازک فسفولیپیدهای اصلی تشکیل ۀکروماتوگرافی لایو سازی شده با فاز متحرک بهینه

های غشا از بیشترین به کمترین میزان فسفولیپید SW480و  CHO ،Expi-CHOهای که در سلول ندنتایج این مطالعه نشان داد

، (CHOL) ، کلسترول(POPS) ، فسفاتیدیل سرین(POPE) فسفاتیدیل اتانول آمین ،(POPC) فسفاتیدیل کولینشامل، 

متفاوت  POPSسهم  HEK293 و HeLaهای باشد. برای سلولمی (IMP) اینوزیتول مونوفسفوگلیسریدو ( SM) اسفنگومیلین

 سازی باشد.لصقبولی از فسفولیپید برای خاتواند منبع قابلکشت ارزان، میبود. سلول مخمری با توجه به رشد سریع و محیط

 نیا. داد شووشست را سلول یغشا یدهایپیفسفول توانیم یرقطبیغ یهاالحلّ از یخاص بیترک: با استفاده از یریگجهینت

 نیا ۀنیهز. شوند کیتفک یخوبهب متحرک فاز خاص النازک با استفاده از حلّ ۀیلا یکروماتوگراف روش به توانندیم دهایپیفسفول

با  شدهساخته یهاپوزومیل ۀلیوسهب ژن انتقال رسدیم نظرترانسفکشن است. به یصنعت باتیترک ۀیکمتر از ته اریبس ندیفرا

  گردد.  و بررسی مطالعه یبعد قاتیتحق درداشته باشد که  یبالاتر اریراندمان بس دیبا یعیطب یدهایپیفسفول

 .نسفکشناتر غشا، یوشوشست د،یپیفسفول سلول، یغشا: یدیکل گانواژ

 

با  یدیپیفسفول ۀیساختار دولا کی یتوپلاسمیس یغشا مقدمه

 و ورودمختلف است که در  یهادراتیها و کربوهنیپروتئ

و  هایچرب. دارد یدیکل نقشسلول  به مواد خروج

غشا  نیاز ا یبه راحت یرقطبیو غ دروفوبیه یهامولکول

 انحلال رقابلیغ یهاانتقال مولکول یبرا اما کنند،یعبور م

 ییشناسا شدهاثبات راه کی سلول خارج به یچرب در

 در هامولکول نیا یبندبسته راه، نیا. استشده

 نیا قیتلف با. است غشا مشابه ساختار با ییهاکولیوز

 به شده یبندبسته یهامولکول ،یسلول یغشا با کولیوز

 به سلول از مواد ترشح روش نیا. شوندیم رها سلول خارج

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

 نویسنده مسئول: 

مل، آ ،یدانشگاه آزاد اسلام ،یآمل للها تیواحد آ ،یشناسستیگروه ز.1

  رانیا

لوم دانشگاه ع ،یپزشک نینو یفناور ۀدانشکد ،یمولکول یگروه پزشک .2

 رانیگلستان، گرگان، ا یپزشک

 esmail_fattahy@yahoo.com: 1پست الکترونیکی

  mkalanimr@yhoo.co:2پست الکترونیکی

 24/12/1401: دریافت تاریخ

 29/05/1402 تاریخ پذیرش:
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 هاژن و دارو انتقال یبرا تیواقع نیا از .است خارج طیحم

 انتقال یبرا. شودیم استفاده زین سلول داخل به

 دیبا سلول داخل به یچرب در انحلال رقابلیغ یهامولکول

 یچرب در انحلال قابل ساختار با یهاکولیوز در را هاآن

اسید  یهاانتقال رشته ی. امروزه براودنم یبندبسته

 یساختارها صورتهب ،یکیژنت یکدها یحاو کینوکلئ

 در هاآن یبندبسته از عیوس طورهب ،یدیپلاسم

 یدهایپیل ای رجنتتِدِ یهامولکول از متشکل یهاکولیوز

 نیا از. شودیم استفاده یمریپل نانوذرات ای و یمصنوع

 ای نیپوفکتامیمانند ل یتجار یهانام به توانیم انیم

 ساختار یدارا هامولکول نیا. نموداشاره  نیترانسفکت

سمت  کیکه در  ییغشا یدهایپیمشابه فسفول ۀدوگان

 دارند یآبدوست خواص گرید یانتها از و یزیگرخواص آب

 آن به که یسلول انتقال روش نیا(. 1) باشندیم

 یدهایاس آن یط که است یندیفرآ ند،یگویم نسفکشناتر

شود یداده م لیتحو یوتیوکاریبه سلول  یخارج کینوکلئ

سال  30دررا اصلاح کند.  زبانیسلول م یکیتا ساختار ژنت

 یآن برا ۀکاربرد گسترد لیدلگذشته، ترانسفکشن به

 یمولکول یهاسمیو مکان یسلول یندهایفرآ ۀمطالع

 بردست آورده است. علاوهبه یاندهیفزا تیمحبوب هایماریب

 یاز راهبردها یکیعنوان به تواندیترانسفکشن م ن،یا

العلاج و صعب یکیژنت یهایماریدرمان ب یبرا یدرمانژن

ترانسفکشن  انیم نی. در اردیمورداستفاده قرار گ یارث

هدف  یهادر انتقال انتخاب ژن به سلول تواندیهدفمند م

 (.2ثر باشد )ؤم

از  دیپیاستخراج ل یشده برامتداول گزارش یهااز روش

 الیال، استخراج با سبه استخراج با حلّ توانیم سلول یغشا

استفاده از  یعنیال شده با حلّعیاستخراج تسر ،یبحرانفوق

جوش اشاره کرد. البته  ۀال در دما و فشار بالاتر از نقطحلّ

 ،یکینمکا یاستفاده از فشارها رینظ یگرید یهااز روش

 زین یسمزو شوک اُ ویکروویما ای کیامواج اولتراسون م،یآنز

منظور ال بهطور معمول همراه با روش استخراج با حلّبه

راندمان استخراج استفاده  شیو افزا یسلول ۀوارید بیتخر

قبل از استخراج  یسازآماده ۀمرحل کیکه در واقع  شودیم

 (.4 ،3) باشدیم

 ونانو  یورابر فن یمبتن دارو لیتحو یهازیرساخت

گذشته  ۀدر دو ده هارجنتتِدِ ای یمصنوع یدهایپیل

و  یستیز یِها از نظر فراهممطلوب آن یهایژگیو لیدلبه

 نیا تمام حالنیباا(. 5) اندافتهیتوسعه  ییدارو یداریپا

 یسمّ یاهاثر هاسلول یبرا یمصنوع یدهایپیل و نانوذرات

 ندیفرا در لیدل نیهم به. دارند( کیتوتوکسی)سا

 نیب یکوتاه زمان مدت از پس دیبا محقق ترانسفکشن،

 که را دهندهانتقال یساختارها نیا ساعت دوازده تا چهار

 خارج طیمح از بودند، شده اضافه هاسلول کشتطیمح به

 یهاکولیوز ساخت یبرا بتوان کهیدرصورت نیبنابرا. دینما

 کرد استفاده ییهامولکول از هاسلول به دارو ای ژن انتقال

 زمانمدت توانیم باشند، نداشته سلول بر یسمّ اثر که

زمان  شیداد. افزا شیحامل را افزا یهاکولیتماس وز

احتمال انتقال و  شیحامل باعث افزا یهاکولیمجاورت وز

 ترانسفکشن خواهد شد.  ندیفرا ییکارا

 یدارا یسلول یشده از غشامشتق یهاکولیکه وزییازآنجا

والد  یهاسلول یِگنالیس یهاو شبکه یذات یعملکردها

ن که در داخل بد یتوانند بر موانع مختلفیخود هستند، م

 اتبیترک ن،یبر اکنند. علاوه لبهشوند غیها مواجه مبا آن

 ۀ، دامنتفاوتم یغشاها از منابع سلول مختلفِ یعیطب

را گسترش  یسلول یشده از غشامشتق یهاکولیوز

دارو  لیتحو یهاستمیاز س دیکاملاً جد یاو دسته دهندیم

 ینیپروتئ یهامولکول کردن داخل با .کنندیم جادیرا ا

 یاختصاص ۀرندیگ یدارا یاژهیو یهاسلول در که خاص

 یبرا را دیجد یهاکولیورز نیا توانیم باشند،یم

 (.6) نمود یهدفمندساز ترانسفکشن

 یبرا مطمئن و کارآمد یهااز روش یادیتا به امروز، تعداد ز

 تنوع در نیاست، اما همدرمانگر ابداع شده یهاانتقال ژن

روش مطلوب و مشخص در  کیوجود عدم انگریها بروش

شده تاکنون شناخته یهاعرصه است. هرکدام از روش نیا

و  یروسیو یهاجهت حمل و انتقال ژن شامل ناقل

بوده ییهاتیضعف و محدود یدارا یروسیوریغ یهاناقل

 خود یشده از غشابرداشت یهادیپیاند. استفاده از فسفول

 ثر،ؤم یروش تواندیانتقال ژن به همان سلول م یسلول برا

 ریبا سا سهیدر مقا یشتریو با درصد انتقال ژن ب نهیهزکم

 مپوزویانتقال ژن باشد. استفاده از ل یموجود برا یهاروش

ترانسفکشن انجام  یبرا یمصنوع دیپیشده از فسفولساخته

 لیدلبه اماها داشته روش ریاز سا یبهتر جیاست و نتاشده

 که بتوانند با یمصنوع یدهایپیساخت فسفول یبالا ۀنیهز

روش  این پژوهشداشته باشند،  یخوانهم یسلول یغشا

سلول هدف و برداشت  خودِ یغشا یشووشست

 نی. در استا داده قرار یموردبررسآن را  یدهایپیفسفول

سلول و تطابق  یغشا از دیپیبرداشت فسفول لیدلروش به

ار داشته و در کن یبازده بالاتر ،یسلول یکامل آن با غشا

. در ابدیمیکاهش  اریبس دیپیفسفول نیمأت ۀنیآن هز

سلول  یغشا یدهایپیحاضر امکان برداشت فسفول قیتحق

 ساخت یبرا هاآن کیتفک و ییغشا یشووبه روش شست

]  .است دهیگرد یبررس حامل یهاکولیوز
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 هاروش و مواد

  یسلول کشت

کار همختلفی بهای با توجه به اینکه در این طرح سلول

کشت مخصوص به گرفته شدند و هر سلول شرایط محیط

ها خود را دارد، ابتدا شرایط رشد و خصوصیات تمام سلول

 سازی شدند. بررسی دقیق و بهینه

 شدهانتخاب یجانور یهاسلول 

1. Human embryonic kidney cells (HEK-293) 

2. Human epithelial cervical cancer cells(Hela) 

3. Chinese Hamster Ovary cancer cells(CHO) 

4. Human Colorectal Cancer(SW480) 

5. Expi-CHO 

همچنین و  ندشد هیته رانیپاستور ا تویانست ۀسسؤز ما

در  ها، سلول(هیزیسرو سسیساکاروما) سلول مخمری

برای سلسیوس  ۀدرج 37کشت و دمای مناسب )محیط

سلول برای  سلسیوس ۀدرج 34های جانوری و سلول

کشت داده شدند. هر  درصد 5اکسید کربن مخمری(  و دی

   داده شدند تا به تعداد مناسب ها پاساژساعت سلول 72

 .(8 ،7) تکثیر شوند (6/1× 410)

شت  در محیطHeLa و  HEK293tهای سلول  -DMEMک

G های و سللللولSW480 کشلللت در محیطRPMI F12 

)Sigma(1 درصللد  10حاوی کشللت ، هر دو محیطFBS 

(Gibco)ِسیدآمینه  وگلوتامین ا سدیم پایرووات و ا های ل و 

 37و دمای  2COدرصللد  5در انکوباتور با غیراسللاسللی و  

سیوس    ۀدرج شدند.       95و رطوبت  سل شت داده  صد ک در

 Ham’sکشللت در محیط CHO, expi-CHOسلللولی  ۀرد

F12 (Sigma)  درصد   10حاویFCS (Gibco)   کشت داده

شت و    شد مخمر  شد. برای ک صی    از محیطر صا شت اخت  ک

YPD Broth ،سرعت  در انکوباتور تکان دور   300دهنده با 

 .استفاده شد قهیدر دق

 

 

 

 

                                     

 

 وشوشست یهامخلوط -1 جدول

 دهنده

 

                                                           
1 Fetal Bovine Serum 

 

   ییغشا یشووشست

کشت و تر بودن محیطدلیل سرعت رشد بالاتر و ارزانبه

شرایط رشد، سلول مخمری برای کشت اولیه و سادگی 

شو و استخراج غشای سلولی وسازی مراحل شستبهینه

 mL300های مخمری در شرایط استریل انتخاب شد. سلول

پوش فیلتردار رلن مایر با دربدر دو فلاسک مخروطی اِ

کشت داده ساعت  48مدت هرکدام به حجم دو لیتر و به

 5مدت های مخمری بهسلولکشت حاوی محیط. ندشد

سانتریفوژ شدند. فاز رویی تخلیه  xg 300دقیقه در سرعت 

استریل  PBS2لیتر میلی 1شد و رسوب سلولی هر لوله در 

 تعلیق گردید. 

 یمخمر یهاسلول ییغشا یشووشست 

کار گرفته هها یک روش جدید ببرای برداشت غشای سلول

سلول، اقدام به شد، در این روش بدون شکستن و تخریب 

های الشوی غشای سلول و حل کردن آن در حلّوشست

)جدول  های آلیالترکیب خاصی از حلّ مخصوص گردید. با

، چربی و فسفولیپید غشای سلول، حل شده و با (1

های های فیزیکی و شیمیایی از بقایای پروتئینروش

محتویات سیتوپلاسمی تفکیک  ۀماندغشایی و نیز باقی

شده در گذاریهای رسوبدر این روش باید سلول گردیدند.

 یق شوند و پس از مدت زمانال آلی خاص معلّحلّ

گذاری گردند. ترکیبات مختلف از انکوباسیون مجدد رسوب

عنوان مخلوط بهمطالعه )که در این  هاال چربیحلّ

برای  1ول شوند( به شرح جدشودهنده اشاره میوشست

ها موردآزمایش برداشت فسفولیپیدهای غشایی از سلول

   :شناسایی شدنیز اند و بهترین ترکیب گرفته قرار

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 Phosphate Buffered saline 

 HCl اتانول کلروفرم متانول 

(6N) 
H2CO3 

(1N) 

S1 %66 %34    

S2 %60 %30 %10   

S3 %60 %30 %8 %2  

S4 %60 %30 %8  %2 
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 وشودهندهشست یهامخلوط یسازنهیه

 تریلیلیم 1 از استفاده با ،1جدول  بیترک چهار تمام یبرا

PBS (1)×، سوسپانسون حالت به  سلول ونیلیم 10 تعداد 

 آن به شودهندهوشست مخلوط از تریلیلیم 3 و درآمدند

 یرو قهیدق 10 مدتبه و شدند گرداب هانمونه. شد اضافه

 O2H (3/1 و( تریلیلیم 1) 3lCHC سپس. شدند انکوبه خی

 .شدند مخلوط دوباره هانمونه و شد اضافه( تریلیلیم

 یبرا ونیانکوباس یدما و زمان یسازنهیبه 

 ییغشا یشووشست

ها پس از تعلیق در مخلوط به این منظور سلول

 60و  45 ،37شودهنده در ظروف مجزا در دمای وشست

 15و  10، 5های زمانمدت و هرکدام به سلسیوسدرجۀ 

شو ودقیقه انکوبه شدند. سپس مخلوط حاصل از شست

های کامل و یا سانتریفوژ رسوب داده شد تا سلول ۀوسیلهب

شوی مکرر با ووند. با شستشهای سلولی جدا ماندهباقی

های مقدار مولکول PBSخنثی مانند  محلول بافریِ

ازی شدند. سفسفولیپیدی بیشتری از غشا جدا و پاک

های سبک چربی مانند اسیدهای فسفولیپیدها و مولکول

های بسیار کلسترول و نیز مقادیری از پروتئین ،چرب

 کوچک سطحی غشا در فاز مایع بالایی شناور خواهند بود.

 آوری و نگهداری شد.جمع نیز فاز رویی

 استاندارد یدهایپیفسفول 

و POPC, POPE, POPS  شاملاستاندارد،  یدهایپیل

 یداریخر گمایسفروش محصولات  ۀنماینداز کلسترول 

 .ندشد

 ییغشا یدهایپیفسفول کیتفک و یسازخالص 

 (TLC3نازک ) هیلا یکروماتوگراف

شوی غشایی که ودر این روش مخلوط حاصل از شست

های غشایی و البته مقداری چربی ،حاوی فسفولیپیدها

سیلیکاژل  ۀباشد، بر روی یک صفحپروتئین غشایی می

ها، ال آلی  چربیدادن در فاز حلّ گذاری شد و با قرارلکه

سیلیکاژل به بالا  ال از داخلت مویینگی، حلّبراساس خاصیّ

های چربی و فسفولیپید را با خود حرکت کرده و مولکول

های فسفولیپید و چربی بر کند. انواع مولکولحمل می

وقف اساس وزن مولکولی خود در ارتفاعی خاص مت

ها در ارتفاع استقرار هریک از لکه ۀگردیدند. با مقایس

ها را توان نوع آنهای استاندارد میمقایسه با نمونه

مربوط به هریک از فسفولیپیدها  ۀتشخیص داد. سپس، لک

کیت مخصوص  ۀوسیلهو ب شدهاز روی صفحه تراشیده

                                                           
3 Thin Layer Chromatography 

های فسفولیپید از مولکولسازی سیلیکاژل، پاک

 (.1)شکل  یلیکاژل جدا گردیدندهای سمولکول

 POPCیاستانداردها بیترتبه C و A، B ۀنمون -1 شکل

، POPE  وPOPS یهاهستند و نمونه D  وE یهانمونه 

 .هستند ییغشا یشووشست
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 TLC  یرفته برا کارهب  یآل یهاالحلّ بیترک

نتیجه از کروماتوگرافی لایۀ  ندست آوردن بهتریبرای به

نازک، بهتر است ترکیب حلّال آلی  منطبق با مادۀ 

های آلی  شدنی تنظیم گردد. به این منظور حلّالتفکیک

های ذکرشده در منابع علمی که قادر به انتقال مولکول

 رفتند. فسفولیپید هستند موردبررسی و مقایسه قرار گ

وشودهندگی و شاخص قطبیت خاصیت شست 2در جدول 

طورکه دیده اند. همانحلّال های آلی مختلف مقایسه شده

وشودهندگیِ آب خالص صفر و شود خاصیت شستمی

ها ها با آنشاخص قطبیت هگزان نیز صفر است و سایر حلّال

اندمقایسه شده

. 

 
 یآل یهاالحلّ تیقطب شاخص و یوشودهندگشست تیخاص -2 جدول

Elutropic 

equivalent 

value 
Polarity 

index  
Elutropic 

equivalent 

value 
Polarity 

index  

2/4  4/8  Tetrahydrofurane  0/0  N-hexane 

4/3  0/15  Dichlormethane 7/1  4/29  
Di-n-butyl 

ether 
7/3  2/13  Ethylen di chloride 2/2  0/25  

Di-iso-butyl 

ether 
2/6  3/7  Acetontrile 2/2  0/25  

Di-iso-propyl 

ether 

9/5  0/8  Propio-nitrile 9/2  5/15  Diethyl ether 

4/5  7/4  Acetone 3/1  8/33  N-octanol 

5/4  7/4  Methyl ethyl ketone 6/2  1/16  I-pentanol 

8/4  4/4  Dioxane 0/3  3/13  N-butanol 

3/4  7/10  Ethylacetate 9/3  0/11  I-butanol 

7/1  4/32  Tetra-chlorocarbon 1/4  4/10  N-propanol 

0/3  3/17  Toluene 3/4  8/8  Sec-propanol 

8/6  6/5  Nitro-methan 2/5  6/7  Ethanol 

7/2  6/19  Chloroform 6/6  5/5  Methanol 

0 0 Water    
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هدف و  ،طرح نیا در رفته کارهب حلال باتیرکت

 (:9) هاکاربرد آن

  یعموم یبا هدف جداساز (65:25:4) کلروفرم: متانول: آب .1

 گروه سر تیّتوسط قطب دهایپیفسفول

س یکلروفرم: متانول: ه .2   با هدف( 65:25:4) ومیآمون دیدروک

 و بار گروه سر  تیبا قطب دهایپیفسفول یعموم یجداساز

  با( 50:30:10:5) کیاسللت دیمتانول: اسللکلروفرم: هگزان:  .3

جداسلللاز    فات  بی ترک ن،یپیولیکارد  یهدف    لی دی فسللل

  سرولیگل

با    (60:60:10) ومیآمون دی دروکسلللی ه: نیدی ریتولوئن: پ .4

ساز  سفات  یهدف جدا سفات  ن،یکول لیدیف -N ،N) لیدیف

تانول ا لی مونومت-N) لی دی (، فسلللفات نیاتانول آم لی متید

 نیاتانول آم لیدی(، فسفاتنیآم

 (65:25:6:4) کیاست دیکلروفرم: متانول: آب: اس .5

 کیاسلللت دیاسللل: ومیآمون دیدروکسلللیکلروفرم: متانول: ه .6

(65:25:5:5) 

یک بر طبق منابع علمی باید بیشترین شمارۀ ترکیب 

موفقیت در به حرکت درآوردن لیپیدها را داشته باشد. 

 3 ۀازطرفی با توجه به اثر اختصاصی و بالاتر ترکیب شمار

شودهندگی کلروفرم وو با درنظر گرفتن خواص شست 4و 

حاوی ترکیب  2شکل رسد دو مخلوط نظر میو متانول، به

یک به همراه اسید استیک و یا هیدروکسید آمونیوم  ۀشمار

تر فسفولپیدهای غشایی ثرتر و اختصاصیؤطور مهد بنبتوان

 د.  نرا به حرکت درآور

 

 

 

 
 شودهندهوشست الحلّ بیشش ترک ۀسیمقا -2 شکل

 

 کاژلیلینازک س ۀیسلول را در لا یغشا ۀدهندلیتشک یاصل یدهایپیفقط فسفول باًیبازه را داشته و تقر نیبهتر 6 ۀشمار مخلوط

 بازده را دارد. نیسلول بهتر یو استخراج غشا کیتفک یبه حرکت در آورده است و برا

 

 

 

CHL        PE      PC     PS 

  1           2           3           4          5        6 
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 یآمار لیوتحلهیتجز

ها به گروه ۀو مقایس SPSSافزار ها با استفاده از نرمداده

مورد  (ANOVA) طرفهکمک آنالیز واریانس یک

دار درنظر معنی p < 0.50 وتحلیل قرار گرفتند وتجزیه

 گرفته شدند.

 جینتا
بررسی میزان درصد فسفولیپیدهای غشای سلولی 

 های موردمطالعهدر سلول

های مورد های غشا در سلولمیانگین درصد فسفولیپید

-Expiو  HEK293 ،CHO ،HeLa ،SW480بررسی )

CHO است. بر این اساس در نشان داده شده 1( در نمودار

داری از نظر موردبررسی اختلاف معنیهای سلولی رده

 POPC ،POPE ،POPS ،SMمیزان درصد فسفولیپیدهای 

حال اختلاف (. بااینp-value < 05/0) وجود دارد IMPو 

داری از نظر میزان درصد کلسترول غشایی در معنی

(. p-value <  05/0های موردبررسی وجود ندارد )سلول

 (.3و جدول  1)نمودار 

توان گفت که از نظر می 3های جدول دادهبر اساس 

با یکدیگر  SW480و  CHOهای سلول POPCفسفولیپید 

-Expiهای سلولدرصد( و  53/43و  67/41ترتیب )به

CHO ،HeLa  وHEK293  با یکدیگر شباهت دارند

درصد( اما دو گروه  48و  07/47، 47/46ترتیب )به

دهند. از نشان میداری را با یکدیگر ذکرشده اختلاف معنی

و  HeLaهای سلول POPEنظر میزان فسفولیپید 

HEK293 درصد(،  13/15و  53/12ترتیب با یکدیگر )به

ترتیب با یکدیگر )به Expi-CHOو  SW480های سلول

 CHOو  Expi-CHOهای درصد( و سلول 20/21و  83/19

درصد( شباهت  33/23و  20/21ترتیب نیز با یکدیگر )به

داری را از نظر میزان این اما هر گروه اختلاف معنی ،دارند

دهند. در مورد میزان ها نشان میفسفولیپید با سایر گروه

درصدHEK293 (33/10  )سلول  POPSفسفولیپید 

های موردبررسی نشان داری را با سایر سلولاختلاف معنی

برابر  CHOهای برای سلول POPSداد. میزان فسفولیپید 

 HeLaدرصد،  35/13برابر  Expi-CHOدرصد،  33/13

دست درصد به 27/14برابر  SW480درصد و  53/13برابر 

دهند. داری را نشان نمیآمد که با یکدیگر اختلاف معنی

با  Expi-CHOو  CHOهای سلول SMدر مورد فسفولیپید 

-Expi هایدرصد(، سلول 37/5و  43/4ترتیب یکدیگر )به

CHO  وSW480 درصد(  40/7و  37/5ترتیب با یکدیگر )به

و  40/7 ترتیببا یکدیگر )به HeLaو  SW480های و سلول

های درصد( شباهت دارند اما هرکدام از گروه 27/8

داری را از نظر میزان فسفولیپید ذکرشده اختلاف معنی

SM ذکر است که دهند. لازم بهبا یکدیگر نشان می

شده اختلاف بیانهای سلولبا سایر  HEK293های سلول

دهند داری از نظر میزان این فسفولیپید نشان میمعنی

نیز  IMPدرصد(. در مورد فسفولیپید  50/13)برابر 

با  SW480و  HEK293 ،CHO ،Expi-CHO هایسلول

درصد( و  33/4و  86/2، 63/3، 60/2ترتیب یکدیگر )به

و  33/4ترتیب با یکدیگر )به HeLaو  SW480های سلول

های دو گروه اختلاف درصد( شباهت دارند اما سلول 03/6

 دهند.با یکدیگر نشان می IMPداری را از نظر میزان معنی

، CHOهای توان گفت که در سلولبه طور کلی نیز می

Expi-CHO  وSW480 های غشا از میزان فسفولیپید

، POPC ،POPE ،POPSبیشترین به کمترین شامل 

CHOL ،SM  وIMP باشد. اما در مورد سلول های میHela 

به  Helaباشد و برای سلول های متفاوت می HEK293و 

و  POPC ،POPS ،POPE ،CHOL ،SMترتیب شامل 

IMP  و در مورد سلول هایHEK293  به ترتیب شامل

POPC ،POPE ،SM ،POPS ،CHOL  وIMP می باشد 

(.3sو جدول  1)نمودار 

HEK293 CHO Hela SW480
Expi-
CHO

POPC 48.00 41.67 47.07 43.53 46.47

POPE 15.13 23.33 12.53 19.83 21.20

POPS 10.03 13.33 13.53 14.27 13.35

SM 13.50 4.43 8.27 7.40 5.37

IMP 2.60 3.63 6.03 4.33 2.86

CHOL 9.73 11.67 11.20 8.93 9.47

0
10
20
30
40
50
60

M
e

an

Cell Type

POPC

POPE

POPS

SM

IMP

CHOL

 یموردبررس یهاغشا در سلول یدهایپیفسفول نیانگیم -1 نمودار
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 یبررسمورد یِسلول یهاغشا در رده یدهایپیدرصد فسفول نیانگیم ANOVA زیآنال -3جدول

 
Sum of 

Squares 
df 

Mean 

Square 
F Sig. 

POPC 

Betwe

en Groups 

296/8

4 
4 

074/2

1 

601/1

9 
000/0  

Within 

Groups 

751/1

0 
10 075/1    

Total 
047/9

5 
14    

POPE 

Betwe

en Groups 

963/2

37 
4 

491/5

9 

120/3

7 
000/0  

Within 

Groups 

027/1

6 
10 603/1    

Total 
989/2

53 
14    

POPS 

Betwe

en Groups 

631/3

2 
4 158/8  

578/1

0 
001/0  

Within 

Groups 
712/7  10 771/0    

Total 
342/4

0 
14    

SM 

Betwe

en Groups 

321/1

50 
4 

580/3

7 

001/4

0 
000/0  

Within 

Groups 
395/9  10 939/0    

Total 
716/1

59 
14    

IMP 

Betwe

en Groups 

723/2

2 
4 681/5  832/8  003/0  

Within 

Groups 
432/6  10 643/0    

Total 
155/2

9 
14    

CHOL 

Betwe

en Groups 

533/1

6 
4 133/4  356/2  124/0  

Within 

Groups 

547/1

7 
10 755/1    

Total 
080/3

4 
14    

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

24
-1

2-
22

 ]
 

                             9 / 14

https://ncmbjpiau.ir/article-1-1703-fa.html


  ,September, 14/56volume & issue,  NCMBJ 2024-1403، پائیز 56/14های بیوتکنولوژی سلولی و مولکولی، دوره و شماره فصلنامه تازه

 Research Article-مقاله پژوهشی

 

 

78 78 

 بحث
وجود  هاپوزومیل ۀیته یبرا یمتعدد یهاروش حاضردرحال

د چن ای کی پوزومیساخت ل ۀیدر مراحل اول دارد که عموماً

 یهامولکول نمودن حل منظوربه رجنتتِدِ ای و یآل الحلّ

 . رودیم کاربه دهایپیفسفول ای و هایچرب همان یعنی سازنده

های اخیر که در تحقیقات اولیه و بالینی پیشرفت

 ۀپزشکی صورت گرفته است تا حد زیادی به توسعزیست

 های نوترکیبژن، از جمله ویروسهای انتقالفناوری

های )ناقل های انتقالیاستراتژهای ویروسی( و سایر )ناقل

یک از حال، هیچغیرویروسی( وابسته است. بااین

درمانی را های فعلی تمام الزامات لازم برای ژنفناوری

های چهارم کارآزماییکند. بیش از سهبرآورده نمی

های ویروسی مختلف تکیه دارند، درمانی کنونی بر ناقلژن

ؤثرتر و مرمانی را بسیار های دعمدتاً به این دلیل که ژن

دهد. ی موجود انتقال میهای غیرویروستر از ناقلثابت

یک سیستم تحویل غیرویروسی جدید  ۀ، توسعاینباوجود

های نوترکیب و کارآمد یک هدف مهم است، زیرا ویروس

 عنوان ابزارهای عملی برایهنوز تعدادی از معایب را به

 . (10) کاربردهای پزشکی دارند

های تحویل ژن ثباتی غشا در سیستمبیاهمیت 

س بار با کشف اینکه ذرات آدنوویروغیرویروسی برای اولین

تلال گیرنده را از طریق اخ ۀتا حد زیادی تحویل ژن با واسط

. از آن زمان، (11) کنند، مشخص شددر اندوزوم تسهیل می

نقش عوامل شیمیایی و بیولوژیکی مختلف در تسهیل 

ط ثبات کردن غشای اندوزوم در شرایانتقال ژن از طریق بی

اسیدی موردبررسی قرار گرفته است. این عوامل شامل 

ل اندوسوموتروپیک، ذرات آدنوویروس غیرفعال، عوام

فیل مصنوعی و طبیعی، پلیمرهای کاتیونی پپتیدهای آمفی

حال، کاربرد مصنوعی هستند. بااین و فسفولیپیدهای خنثیِ

ت دلیل سمیّ، بهin-vivoای ویژه برای کاربردهاین عوامل به

های سرم تا ها در حضور پروتئینبالا و ناپایداری کمپلکس

یک  ۀ. بنابراین، توسع(12است )حد زیادی محدود شده

ی نوکلئیک تواند نفوذ اسیدهاضرر که میعامل جدید و بی

آمیز را در غشای پلاسما تسهیل کند، کلید تحویل موفقیت

DNA .حتی در شرایط سخت داخل بدن نیز است  

سازی فسفولیپیدها خالصهای مختلفی برای تکنیک

در سال  Clandinin و Tokarskaاند، موردبررسی قرار گرفته

انواع مختلف  ۀوسیلهاز روش استخراج فسفولیپید ب 1985

های (. در میان تمام روش13اند )ها استفاده کردهالحلّ

ترین و ال یکی از سریعاستخراج لیپید، استفاده از حلّ

و با وجود مصرف بالای انرژی  باشدها میکارآمدترین روش

ال توسط فرایند تقطیر و برای جداسازی روغن از حلّ

سوزی و انفجار در اثر استفاده از همچنین خطر آتش

محیطی، های قابل اشتعال و ایجاد مشکلات زیستالحلّ

ترین روشی است که صرفهبهال مقرونروش استخراج با حلّ

 (.14 ،3باشد )حاضر در دسترس میدرحال

طور خاص فسفولیپیدها لیپیدها، لیزوفسفولیپیدها و به

ای برای نشانگرهای زیستی و اهداف درمانی بالقوه

های که بسیاری از روشرحالیهای انسانی هستند. دبیماری

 بیشترشده، ها توسعه دادهاستخراج و آنالیز این مولکول

می بر هستند و قابلیت تکرارپذیری کها پرزحمت و زمانآن

ها است. در ترین مانع برای استفاده از آندارند که مهم

انجام  2010در سال  Xuو  Zhaoپژوهشی که توسط 

گرفت، یک روش بسیار ساده برای استخراج 

های پلاسمایی یا لیزوفسفولیپیدها و فسفولیپیدها از نمونه

فاده ال متانول استسرم انسانی ایجاد شد که تنها از یک حلّ

ن آباشد که به سانتریفوژ می ۀشامل یک مرحلشود و می

 (.15گویند )می MeOHروش استخراج فسفولیپید ساده یا 

Sim  از روش تبلور در دمای پایین برای  1995در سال

د نموجامدشده از فسفولیپیدها استفاده  حذف روغن خنثیِ

های (. ولی این روش در صورت استفاده برای سلول16)

ها ینی سلولئهای پروتحذف باقیماندهجانوری، قادر به 

 امواج Matsumotoو  Miyata، 2001نبود. در سال 

کار بردند را برای استخراج فسفولیپیدها به اولتراسونیک

دلیل تخریب (. در این روش هم از نظر تئوری حداقل به17)

سلولی مانند غشای غشای سلولی، فسفولیپیدهای داخل

ها و سیستم گلژی ندریهسته و یا حتی غشای میتوک

 تواند با محصول نهایی مخلوط شده باشد.می

 ستون است کهروش بعدی رسوب فسفولیپید با استفاده از اَ

دهد، های جداسازی بهترین نتایج را نشان میدر بین روش

Palacios  وWang که این روش موفق شدند  ۀوسیلهب

ها در جدا کنند. آن درصد 9/95فسفولیپیدها را با خلوص 

 واستخراج با اتانول و هگزان  ۀتحقیقات خود از چندمرحل

ستون بارش با اَ فیکاسیون و ۀسازی مرحلدر نهایت خالص

  . (19، 18سردشده برای محصول نهایی استفاده کردند )

Choi  وYin  از روش  2018در سالHPLC-MS برای 

وتحلیل ترکیب فسفولیپیدها در مغز موش استفاده تجزیه

سه کردند و آن را با فسفولیپیدهای قلب، کلیه و کبد مقای

 (.20دند )نمو

و همکاران نیز پیشنهاد استفاده از  Prata 2018در سال 

درمانی را مطرح فسفولیپید برای انتقال ژن در فرایند ژن

با استفاده از ها میزان موفقیت انتقال ژن (. آن21نمودند )

شده با فسفولیپید طبیعی و پلیمرهای های ساختهلیپوزوم

کاتیونی را مقایسه نمودند. البته این گروه ساخت یک 
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های طبیعی را پیشنهاد مولکول ۀفسفولیپید ترکیبی بر پای

جای استفاده از پلیمرهای کاتیونی با که بهدادند. درصورتی

فسفولیپیدهای طبیعی  ساختار مشابه فسفولیپیدی بتوان از

ت د، سمیّنمودهنده استفاده برای ساخت لیپوزوم انتقال

ابد. همچنین برای تلفیق یشدت کاهش میسلولی به

غشایی  ثباتیِلیپوزوم ناقل با غشای سلول نیازی به ایجاد بی

های زیادی نیست. برای جداسازی فسفولیپیدها روش

ها ابتدا لیز ها سلولآن است که در بیشترپیشنهاد شده

شوند و سپس اقدام به جداسازی فسفولیپیدها براساس می

(. در برخی از 22گردد )های استخراج چربی میپروتکل

تحقیقات جدید مانند گزارش دکتر ژانگ و همکاران در 

های نانوفناوری و نیز استفاده از روش 2022سال 

مایند نساختارهای نانوگرافن و نانومولیبیدن را پیشنهاد می

های مبتنی بر ساختارهای نانو (. بدیهی است روش23)

 هستند. یمستلزم صرف هزینه و زمان بیشتر

جدید برای برداشت فسفولیپید  در روش پیشنهادیِ

سلول میزبان  تخریب سلول و تنها از غشای خودِبدون

صرفه و بهمقرونرسد این روش نظر میشود. بهاستفاده می

ع ها پیش از شروراحتی در آزمایشگاهبهبسیار ساده است و 

یب باشد. با استفاده از ترکاجرا میژن قابلانتقال ۀبرنام

 یفسفولیپیدها از غشا ۀشودهندوال شستخاص حلّ

گردد. سازی میشده و با فاز متحرک بهینهبرداشت

فسفولیپیدهای اصلی  ،نازک ۀکروماتوگرافی لای

ین نماید. نتایج اجداسازی میخوبی هغشا را ب ۀدهندتشکیل

و  CHO ،Expi-CHOهای که در سلول ندمطالعه نشان داد

SW480 های غشا از بیشترین به کمترین میزان فسفولیپید

 IMPو  POPC ،POPE ،POPS ،CHOL ،SMشامل 

 POPSسهم   HEK293و  HeLaهای باشد. برای سلولمی

ی بیشتر POPSهای مخمری میزان متفاوت بود. سلول

های جانوری داشتند که برای ساخت نسبت به سلول

حال مقدار ژن مهمتر هستند. بااینهای انتقاللیپوزوم

شوی غشایی واز شست POPC, POPEمناسب از 

کثیر کشت و ت ۀدست آمد. هزینههای مخمری بسلول

تر تر و شرایط رشد آن نیز راحتسلول مخمری بسیار پایین

کشت ندارد. با غلظت بالا در محیط 2COاست و نیازی به 

کشت ارزان، سلول مخمری با توجه به رشد سریع و محیط

سازی قبولی از فسفولیپید برای خالصتواند منبع قابلمی

 باشد.

  یریگجهینت
زیاد ترکیبات ترانسفکشن پلیمری،  ۀبا توجه به هزین

 ۀماد ۀشوی غشایی برای تهیوتوان از روش شستمی

ترانسفکشن استفاده کرد. با استفاده از  ۀکنندتسهیل

توان های غیرقطبی میالترکیب خاصی از حلّ

شو داد. این وفسفولیپیدهای غشای سلول را شست

نازک با  ۀتوانند به روش کروماتوگرافی لایفسفولیپیدها می

خوبی تفکیک شوند. هال خاص فاز متحرک باستفاده از حلّ

ترکیبات صنعتی  ۀاز تهیاین فرایند بسیار کمتر  ۀهزین

 ۀوسیلهژن بشود انتقالبینی میترانسفکشن است. پیش

شده با فسفولیپیدهای طبیعی باید های ساختهلیپوزوم

راندمان بسیار بالاتری داشته باشد که باید در تحقیقات 

 مطالعه گردد.  بررسی و بعدی 

 یاخلاق ملاحظات

 ندارد.
 

 منافع تعارض .

 .دارند که تعارض منافعی ندارنداعلام می نویسندگان

 

 سپاسگزاری
این مطالعه در قالب بخشی از رسالۀ دکتری تخصصی 

شناسی تکوین و با حمایت دانشگاه علوم پزشکی گرگان زیست

انجام گرفته است. نویسندگان این مقاله بدین وسیله مراتب تشکر 

های مختلف این اعدت بخشو قدردانیِ خویش را از حمایت و مس

دارنداند ابراز میدانشگاه که ما را در انجام این تحقیق یاری نموده
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 یلیتکم ۀمیضم

 های هموژن موردمطالعهگروه ۀمقایس -3sجدول 

POPC 

Tukey HSDa 

Cell Type Repeats Subset for alpha = 05/0    

1 2   

CHO 3 6667/41     

SW480 3 5333/43     

Expi-

CHO 
3  4733/46    

Hela 3  0667/47    

HEK293 3  0000/48    

SS-Yeast 3  752/47    

Sig.  253/0  422/0    

POPE 

Tukey HSDa 

Cell Type N Subset for alpha = 0.05  

1 2 3  

Hela 3 5333/12     

HEK293 3 1333/15     

SW480 3  8333/19    

Expi-

CHO 
3  2000/21  2000/2

1 

 

CHO 3   3333/2

3 

 

SS-Yeast 3  3470/20    

Sig.  163/0  685/0  305/0   

POPS 

Tukey HSDa 

Cell Type N Subset for alpha = 05/0    

1 2   

HEK293 3 0333/10     

CHO 3  3333/13    

Expi-

CHO 
3  3500/3    

HeLa 3  5333/13    

SW480 3  2667/14    

SS-Yeast 3  8720/15    

Sig.  000/1  696/0    

SM 

Tukey HSDa 

Cell Type N Subset for alpha = 05/0  

1 2 3 4 
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CHO 3 4333/4     

Expi-

CHO 
3 3700/5  3700/5    

SW480 3  4000/7  4000/7   

HeLa 3   2667/8   

HEK293 3    5000/13  

SS-Yeast 3   3910/6   

Sig.  760/0  151/0  805/0  000/1  

IMP 

Tukey HSDa   

Cell Type N Subset for alpha = 05/0    

1 2   

HEK293 3 6000/2     

Expi-

CHO 
3 8633/2     

CHO 3 6333/3     

SW480 3 3333/4  3333/4    

HeLa 3  0333/6    

SS-Yeast 3 0131/2     

Sig.  134/0  145/0    

CHOL 

Tukey HSDa 

Cell Type N Subset for alpha = 05/0    

1    

SW480 3 9333/8     

Expi-

CHO 
3 4667/9     

HEK293 3 7333/9     

HeLa 3 2000/11     

CHO 3 6667/11     

SS-Yeast 3 3685/6     

Sig.  160/0     
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