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Abstract 

Aims and Background: Successful delivery of a gene to a target cell requires the development of a 

safer and more efficient gene transfer system. This study aimed to evaluate the transfection efficiency 

of cationic virosome derived from vesicular stomatitis virus (VSV) as a hybrid nano-carrier compared 

to two commercial transfection reagents including Lipofectamine™ 2000 and, GenJet™ in HEK-293 

and, Vero cell lines. 

Material and Methods: The transfection efficiency of VSV cationic virosome, Lipofectamine™ 

2000, and GenJet™ was evaluated in HEK-293 and Vero cell lines using pEGFP-N1 plasmid 

transfection, fluorescent microscopy, and flow cytometry methods. Also, the toxicity of cationic 

virosome and commercial transfection reagents was investigated by the MTT test. The inhibitory effect 

of NH4Cl on virosome transfection efficiency was analyzed by fluorescent microscopy and flow 

cytometry. 

Results: Our findings showed that the highest level of EGFP expression was obtained in cells 

transfected with Lipofectamine™ 2000. Transfection efficiency was significantly increased in both cells 

transfected with virosome/pEGFP-N1 compared to pEGFP-N1/GenJet™ (P< 0.05, P< 0.01). In addition, 

the results of cell viability analysis by MTT were consistent with the results obtained from the 

evaluation of transfection efficiency. Cells transfected with lipofectamine™ 2000 showed the highest 

survival rate. Cell viability was significantly higher in cells transfected with VSV cationic virosomes 

compared to cells transfected with GenJet™ (P< 0.05). The results showed that transfection was 

inhibited in HEK-293 cells treated with NH4Cl. 

Conclusion: VSV-derived cationic virosome containing VSV-G is an efficient hybrid nanocarrier with 

broad cellular tropism, which provides new insight into its application as a gene delivery system in gene 

therapy studies. 

Keywords: Virosome, Transfection, Nanocarrier, Vesicular stomatitis virus, Gene therapy, 
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 مقایسه بازدهی ترانسفکشن وایروزوم کاتیونیک مشتق شده

 از ویروس وزیکولار استوماتیتیس و دو معرف 

 Veroو  HEK-293های سلولی ترانسفکشن تجاری در رده 
 *3، امیر قائمی2کاظمی منش، منیره 1، محمدرضا ذوالفقاری*1محسن زرگر، 1دلارام احمدی

 واحد قم، دانشگاه آزاد اسلامی، قم، ایراندانشکده علوم پایه، گروه میکروب شناسی،  .1

 ایران تهران، ایران، پاستور . بخش ویروس شناسی، انستیتو2

 های تنفسی شایع، انستیتو پاستور ایران، تهران، ایران. بخش آنفلوانزا و ویروس3

 

 چکیده

این  .است ایمن تر و کارآمدترانتقال ژن  ستمیس کی جادیمستلزم ابه سلول هدف ژن یک  یت آمیزموفق لیتحو: و هدف سابقه

به عنوان  (VSV)مشتق شده از ویروس وزیکولار استوماتیتیس  کمطالعه با هدف ارزیابی کارایی ترانسفکشن وایروزوم کاتیونی

در دو رده سلولی  etJGen™و  2000لیپوفکتامین نانوحامل هیبریدی در مقایسه با دو معرف ترانسفکشن تجاری از جمله یک 

HEK-293  وVero  شد.انجام  

 HEK-293در دو رده سلولی  GenJet™و  2000، لیپوفکتامین VSVبازدهی ترانسفکشن وایروزوم کاتیونیک : هامواد و روش

مورد ارزیابی قرار فلوسایتومتری  تکنیکمیکروسکوپ فلورسنت و ، pEGFP-N1پلاسمید ترانسفکشن با استفاده از  Veroو 

بررسی گردید. اثر  MTTگرفت. همچنین، میزان سمیت وایروزوم کاتیونیک و معرف های تجاری ترانسفکشن به وسیله آزمون 

 بر روی بازده ترانسفکشن وایروزوم به وسیله میکروسکوپ فلورسنت و فلوسایتومتری آنالیز گردید. Cl4NHمهاری 

آمد.  بدست 2000در سلول های ترانسفکت شده با لیپوفکتامین  EGFPهای ما نشان داد که بالاترین سطح بیان یافته: هایافته

افزایش  TMGenJet/1N-pEGFPدر مقایسه با  1N-pEGFP /بازده ترانسفکشن در هر دو رده سلولی ترانسفکت شده با وایروزوم

با نتایج بدست آمده از  MTTتایج آنالیز زنده مانی سلولی به وسیله به علاوه، ن.  P ,  0.05 >( P < 0.01 (معنی داری داشت

بالاترین میزان زنده مانی را از خود  2000ارزیابی بازده ترانسفکشن تطابق داشت. سلول های ترانسفکت شده با لیپوفکتامین 

سلول های ترانسفکت با  سهیدر مقا VSV کاتیونیک روزومایترانسفکت شده با و یدر سلول ها یسلول یزنده ماننشان دادند. 

تیمار شده با  HEK-293های نتایج نشان داد که در سلول .P ) < 0.05 د )بالاتر بو یبه طور قابل توجه GenJet™شده با 

Cl4NH .ترانسفکشن مهار گردید ، 

یک نانوحامل هیبریدی کارآمد با تروپیسم سلولی  VSV-Gحاوی  VSV مشتق شده از ویروس : وایروزوم کاتیونیکگیرینتیجه

 وسیع است که بینشی جدید در مورد کاربرد به عنوان یک سیستم تحویل ژن در مطالعات ژن درمانی ارائه می دهد.

، GenJet™، 2000نانوحامل، ویروس وزیکولار استوماتیتیس، ژن درمانی، لیپوفکتامین ، ترانسفکشن: وایروزوم، کلیدی ناگواژ

Iau Science . 

 

مقدمه

تحقیقات پزشکی به لطف پیشرفت در فناوری نانو به سمت 

 سوق داده شدهفرآیند تحویل موثر ژن از طریق نانوحامل ها 

های تحویل ژن موثرتر و ایمن تر منجر به . حامل (1) است

. به طور (2) شوندتوسعه یک روش تحویل ژن موفق می

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
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کلی، ناقل های ویروسی و غیر ویروسی دو نوع اصلی 

ناقلین ویروسی  اگرچه .(3)های تحویل هستندسیستم

منجر به بازده ترانسفکشن و انتقال بالایی در طیف وسیعی 

ها به طور قابل توجهی به شوند، اما توسعه آنها میاز سلول

از جمله ایمنی زایی و جهش های متعدد، دلیل کاستی

در مقابل، ناقلین غیر ویروسی . (1،4) شودقایی، متوقف میال

سازگاری، سمیت سلولی کم، سادگی تولید  به دلیل زیست

ل توجهی را به عنوان بانبوه و هزینه تولید کم، نظرات قا

های ویروسی به خود ای برای ناقلجایگزین امیدوارکننده

با این حال، راندمان پایین تر سیستم های  .اند جلب کرده

ها را به عنوان ناقلین تحویل موثر غیر ویروسی، کاربرد آن

. به منظور غلبه بر این مشکلات، (3،5) محدود کرده است

های وایروزومی با مزایای هر دو سیستم توسعه سیستم

 .(6) تواند انتخاب ایده آلی باشدویروسی و غیر ویروسی می

های هیبرید غیر سمی و زیست تجزیه ها نانوحاملوایروزوم

پذیری هستند که در ساختار مشابه ویروس های پوشش 

های تک . این وزیکول(7) هستنددار اما فاقد نوکلئوکپسید 

لایه نیمه سنتتیک، که به عنوان حاملین برای مولکول های 

توانند از طریق کنند، میبیولوژیکی فعال عمل می

گلیکوپروتئین سطحی غشاء خود به صورت اختصاصی به 

 گیرنده های سلولی متصل و با غشاءهای هدف ادغام شوند

و همکارانش از  Almeida. وایروزوم اولین بار توسط (8)

طریق وارد کردن پروتئین های اسپایک ویروس آنفلوانزای 

. پس از آن، (9) ساخته شد تخلیص شده به درون لیپوزوم

آماده سازی طیف وسیعی از پوشش های ویروسی از جمله 

، Semliki Forest Virus (SFV)، 1ویروس آنفلوانزا

-با راندمان 4ویروس سیندبیسو  VSV 3، 2سندایویروس 

ویروس وزیکولار استوماتیتیس  .(9) های متفاوت انجام شد

ها یک ویروس پوشش دار متعلق به خانواده رابدوویروس

. این ویروس پتانسیل بالقوه ای را در عفونت زایی (10) است

 Vesicularبه واسطه گلیکوپروتئین سطحی خود به نام 

stomatitis virus (G)  یاVSV-G از خود نشان میدهد 

از طریق  VSV-G. همچنین، نشان داده شده است که (11)

تغییرات کانفورماسیون قابل برگشت، در فیوژن غشائی در 

شرایط اسیدی دخالت دارد که پس از این فرآیند در 

تا  .(12)گردد های خنثی، به حالت اولیه خود باز میمحیط

 VSVهای سلولی ها برای شناسایی گیرندهبه امروز، تلاش

محتویات لیپیدی ادامه دارد. برخی مطالعات نشان دادند که 

 
1 Influenza Virus 
2 Sendai Virus 
3 Vesicular Stomatitis Virus 
4 Sindbis Virus 
5 low density lipoprotein receptor 
6 Lipofectamine™ 2000 

، گیرنده (PS)غشای پلاسمایی، مثل فسفاتیدیل سرین 

و خانواده های آن،  5R)-(LDLلیپوپروتئین با چگالی پایین 

. (13،14)بود  خواهند VSVهای سطحی احتمالا گیرنده

روی سطوح اکثر ها بر در نتیجه، بیان وسیع این گیرنده

 را توضیح بدهد VSVتواند پانتروپیسم بودن ها، میسلول

این ویژگی های ذکر شده به تحویل ژن بیشتر  . تمامی(13)

به طیف وسیعی از سلول های هدف نسبت  VSVوایروزوم 

در مطالعه حاضر، با توجه کند. به سایر وایروزوم ها کمک می

به اهمیت روزافزون ژن درمانی برای درمان و یا جلوگیری 

از برخی بیماری ها و همچنین با هدف ارزیابی و ساخت 

ویل ژن موثرتر و ایمن تر که قادر به غلبه بر حامل های تح

موانع ناقلین ویروسی و غیر ویروسی باشند،  برای اولین بار 

به بررسی و مقایسه بازدهی ترانسفکشن وایروزوم کاتیونیک 

به عنوان یک نانوحامل  VSVمشتق شده از ویروس 

سنتتیک هیبرید و دو معرف ترانسفکشن تجاری از جمله 

 DNAجهت تحویل   ™GenJetو  6 2000لیپوفکتامین 

و  HEK 7-293به رده های سلولی  (pDNA)پلاسمیدی 

Vero  .با منشاءهای مختلف پرداخته شد 

 هامواد و روش

 هامواد شیمیایی و معرف

 ,Invitrogen) 2000لیپوفکتامین  ترانسفکشنهای معرف

USA) و(SignaGen® Laboratories) GenJet™ 

 MTT (Sigma)خریداری شدند. همچنین رنگ 

, GermanyAldrich 8 آنزیم تریپسین، گردید تهیه .

 جنین گاوی وسرم DMEM  9 سلولی محیط کشت

)FBS( 10  از شرکتGibco  خریداری شدندآمریکا  . 

 سلولکشت 

کلیوی جنینی  هایسلولبرای انجام این مطالعه تجربی 

سلول های کلیه میمون سبز و  (HEK-293)انسانی 

انستیتو پاستور از بانک سلولی  (Vero cells)آفریقایی 

 کشت سلولی  و در محیط هتهیه شد  )تهران، ایران(

DMEM  درصد  10حاویFBS  و آنتی بیوتیک پنی

(، به µg/mL 100)(/استرپتومایسین  U/mL 100)سیلین 

درصد  5 و سلسیوسدرجه  37 انکوباتورساعت در  24مدت 

CO2     .کشت داده شدند 

7 Human Embryonic Kidney 293 
8 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2, 5- diphenyl 

tetrazoliumbromide 
9 Dulbecco’s modified eagles’ medium 
10 Fetal bovine serum 
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 وایروزوم کاتیونی

مشتق شده از ویروس وایروزوم کاتیونیک در این مطالعه از 

شده در مطالعه قبلی و تایید سنتز وزیکولار استوماتیتیس 

 استفاده گردید.  (15)

 تکثیر و استخراج پلاسمید

 pEGFP-N1 (Clontechبه منظور تکثیر پلاسمید 

Laboratories, USA) ابتدا باکتری ،Escherichia coli 

)انستیتو پاستور، ایران( با استفاده از روش  DH5αسویه 

شوک گرمایی و به وسیله روش شیمیایی کلرید کلسیم 

(CaCl2)  باکتری های ترانسفورم شده . (16)ترانسفورم شد

 100حاوی  LB Agar (Luria Bertani agar)در پلیت 

میکروگرم بر میلی لیتر آنتی بیوتیک کانامایسین کشت داده 

 سلسیوسدرجه  37در  ساعت 12-16شده و به مدت 

-از باکتری هایی ، تک کلونیانکوباسیونشد. پس از  انکوبه

 LB Broth (Luriaهای ترانسفورم شده در محیط کشت 

Bertani Broth)  حاوی آنتی بیوتیک کانامایسین در داخل

ساعت کشت داده شدند.  12-16یکر انکوباتور به مدت ش

شده و های رشد کرده از انکوباتور خارج در نهایت باکتری

به مدت  rpm 9000پس از رسوبگیری با سانتریفیوژ در دور 

 ,Qiagen)دقیقه، استخراج پلاسمید با استفاده از کیت 3

Germany) Endo-Free Plasmid Maxi Kit  طبق و

 دستورالعمل سازنده انجام شد. 

 ترانسفکشن

 کانسفکشن وایروزوم کاتیونیردر مطالعه حاضر، بازده ت

VSV  2000لیپوفکتامین و دو معرف تجاری ترانسفکشن 

مورد  Veroو  HEK-293در دو رده سلولی  ™GenJetو 

ساعت قبل از  24ارزیابی قرار گرفت. به طور خلاصه، 

در  Veroو  HEK-293سلول  26×510ترانسفکشن تعداد 

به  DMEMخانه و در محیط کشت سلولی  24دو پلیت 

میکروگرم بر میلی لیتر پنی  FBS ،100درصد  10همراه 

میکروگرم بر میلی لیتر استرپتومایسین و دی  100سیلین، 

کشت  سلسیوسدرجه  37درصد در دمای  5اکسید کربن 

رصد، د 60-70داده شد. با رسیدن تراکم سلولی به 

جهت آماده سازی کمپلکس  ترانسفکشن انجام شد.

-pEGFPماکروگرم از پلاسمید  pEGFP-N1 ،5وایروزوم/

N1  ماکروگرم از وایروزوم کاتیونیک  5باVSV  در محیط

دقیقه در دمای اتاق  30به مدت  DMEMکشت سلولی 

لیپوفکتامین از سوی دیگر، کمپلکس های انکوبه شد. 

 
11 Phosphate buffered saline 

2000pEGFP-N1/  وpEGFP-N1/ GenJet™  طبق

های دستورالعمل سازنده آماده شدند. در مرحله بعد، محیط

ماکرولیتر محیط کشت  300ها با کشت درون چاهک

های جایگزین شده و کمپلکس FBSسلولی تازه و فاقد 

 آماده شده به صورت قطره قطره به هر چاهک اضافه شدند.

درجه  37 ساعت در انکوباتور با دمای 4ها برای پلیت

درصد انکوبه شدند.  5اکسید کربن و دی سلسیوس

به  pEGFP-N1همچنین، هر دو رده سلولی با پلاسمید 

های . در این مطالعه، سلولگردیدندتنهایی نیز ترانسفکت 

در نظر گرفته  گروه کنترل منفیترانسفکت نشده به عنوان 

ماکرولیتر از  500ساعت پس از ترانسفکشن،  4شدند. 

درصد  10تازه به همراه  DMEMمحیط کشت سلولی 

FBS  ساعت  48به هر چاهک اضافه شده و پلیت ها برای

و دی اکسید کربن  سلسیوسدرجه  37در انکوباتور با دمای 

 درصد انکوبه شدند.  5

در هر  EGFPپس از این مدت زمان، تجزیه و تحلیل بیان 

معکوس       رسنترده سلولی با استفاده از میکروسکوپ فلو دو

(INVERSO TC100 Epi Fluor, UK)  .انجام شد

 (PBS)دو مرتبه توسط بافر فسفات سالین ها متعاقبا، سلول
 EDTA 25/0-استریل شسته شده و با آنزیم تریپسین 11

درصد، تریپسینه شدند. در نهایت آنالیز کمی درصد بازده 

مثبت( هر گروه به روش  GFPهای ترانسفکشن )سلول

 Partec Cyflowفلوسایتومتری و با استفاده از دستگاه 

counter  انجام شد. تمامی آنالیزها به صورت تکرارهای سه

 تایی انجام شدند. 

بر روی بازده ترانسفکشن  Cl4NHاثر مهارکنندگی 

 وایروزوم کاتیونی

Cl 4NH عامل لیزوزوموتروپیک شناخته شده برای  یک

به منظور  .(17) است اندوزومجلوگیری از اسیدی شدن 

 کبررسی اینکه آیا ترانسفکشن به واسطه وایروزوم کاتیونی

VSV  وابسته بهpH  است یا خیر، سلول هایHEK-293 

مولار  Cl4NH 20دقیقه قبل از ترانسفکشن با  20حدود 

ه پیش تیمار شدند. یک گروه بدون تیمار نیز در این مرحل

، ترانسفکشن دقیقه پس از تیمار  20 در نظر گرفته شد. 

به  VSV کتوسط وایروزوم کاتیونی HEK-293های سلول

همان صورت که در بالا توضیح داده شد، صورت گرفت. با 

ها با استفاده انکوباسیون، سلولزمان ساعت از  48گذشت 

در مورد بررسی قرار گرفتند.  فلورسنتاز میکروسکوپ 

در  EGFPنهایت، سلول ها برای ارزیابی کمی میزان بیان 
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به روش فلوسایتومتری مورد بررسی  HEK-293های سلول

قرار گرفتند. هر تست به صورت تکرارهای سه تایی انجام 

 شد. 

 MTTسنجش سمیت سلولی با تست 

لیپوفکتامین ، VSVمنظور بررسی اثر وایروزوم کاتیونیک به

-HEKهای بر رشد و تکثیر سلول ™GenJetو  2000

استفاده شد.  MTTاز روش رنگ سنجی  ،Veroو  293

اساس این روش، شکسته شدن نمک تترازولیوم توسط 

های زنده آنزیم سوکسینات دهیدروژناز میتوکندریایی سلول

مقدار دانسیته نوری هر چاهک نشان . در این روش،  است

دهنده میزان تغییر رنگ زرد به بنفش ناشی از فعالیت 

به  .(18)های زنده است های سلولدهیدروژناز میتوکندری

با تراکم  Veroو  HEK-293طور خلاصه، سلول های 

 96سلول به ازای هر چاهک در دو پلیت   3×410سلولی 

 سلسیوسدرجه  37ساعت در دمای  24خانه برای مدت 

قبل از ترانسفکشن، محیط کشت سلولی شدند.  کشت داده

 DMEMماکرولیتر محیط کشت  100با  داخل چاهک ها

طور که در سپس همانجایگزین شد.  FBSفاقد سرم تازه 

های کمپلکسها با بالا توضیح داده شد، سلول

-pEGFP/2000لیپوفکتامین  ،pEGFP-N1وایروزوم/

N1    وpEGFP-N1/ GenJet™  .ترانسفکت شدند

هایی که تنها با پلاسمید های ترانسفکت نشده و سلولسلول

pEGFP-N1 های کنترل ترانسفکت شدند به عنوان گروه

ساعت انکوباسیون در دمای  48در نظر گرفته شدند. پس از 

، محیط داخل چاهک ها تخلیه شده و سلسیوسدرجه  37

میلی گرم/ میلی  5با غلظت  MTTماکرولیتر رنگ  100

ساعت  4ها برای ها اضافه گردیده و سلوللیتر به چاهک

سپس  انکوبه شدند. سلسیوسدرجه  37دیگر در دمای 

حل  DMSOماکرولیتر  100های فورمازان در تالکریس

در برابر طول نانومتر  540شده و جذب نوری در طول موج 

به وسیله دستگاه الایزا ریدر نانومتر  690موج رفرنس 

(BioTek-USA)  .گروه در یسلول بقاء درصدخوانش شد 

شده و هر تست حداقل سه بار  منظور 100 یمنف کنترل

( 1های زنده با استفاده از رابطه )درصد سلولتکرار شد. 

  .(19) محاسبه گردید

 (:1رابطه )

    
میانگین جذب نوری سلول های ترانسفکت شده

میانگین جذب نوری سلول های کنترل
 = درصد زنده مانی سلول100×

 

 

 هاروش تجزیه و تحلیل داده

تجزیه و تحلیل های آماری با استفاده از نرم افزار گراف پد 

انجام (Graph Pad Prism version 8.0)  8 پریسم نسخه

ها از روش آزمون آنالیز شد. جهت بررسی و آنالیز آماری داده

به دنبال آزمون تعقیبی توکی  (ANOVA)واریانس 

(Tukey’s post-hoc Test)  استیودنت -و آزمون تی

(Student t-test)  استفاده گردید. کلیه نتـــایج بدست

 (Mean± SD)انحراف معیار   ±آمـــده به صورت میانگین 

 P*،0.01 >  P** ،0.001  < 05/0 مقادیر گزارش گردید. 

>  P*** ،0.0001 > P****  به عنوان سطح معنی داری

 نتایج در نظر گرفته شدند.

 هایافته

 ارزیابی بازدهی ترانسفکشن

به منظور بررسی بازده ترانسفکشن وایروزوم کاتیونیک 

VSV به عنوان یک حامل ژن هیبرید، یک مطالعه مقایسه-

و  2000لیپوفکتامین ای با دو معرف ترانسفکشن تجاری 

GenJet™  با استفاده از پلاسمیدpEGFP-N1  و بر روی

 48صورت گرفت.  Veroو  HEK-293دو رده سلولی 

های کیفی و کمی به ن، ارزیابیساعت پس از ترانسفکش

ترتیب به وسیله میکروسکوپ فلورسنت و روش 

(. نتایج میکروسکوپ 1شکل فلوسایتومتری انجام شد )

نشان داده شده است، بیانگر  1Aکه در شکل فلورسنت 

در گروه های ترانسفکت شده هر دو رده  EGFP بیان

های . با این حال، سلولمیباشد Veroو  HEK-293سلولی 

هایی که با پلاسمید تنها ترانسفکت ترانسفکت نشده و سلول

از  از خود نشان ندادند. EGFPشده بودند، هیچ گونه بیان 

 48)بازده ترانسفکشن(،  EGFPسوی دیگر، درصد بیان 

با استفاده از تکنیک ساعت پس از ترانسفکشن 

و  (ANOVA)و آزمون آماری واریانس  فلوسایتومتری

شکل ) گردیدآنالیز  (Tukey)متعاقب آن تست توکی 

1Bبین گروهمعنی داری های آماری (. نتایج بیانگر تفاوت-

های ترانسفکت شده در مقایسه با گروه کنترل در هر دو 

                 pEGFP-N1وایروزوم/گروه کنترل و رده سلولی بود: 

) 0.0001> P (  ، گروه کنترل وpEGFP-N1/GenJet™  

(0.001> P)  لیپوفکتامین و گروه کنترل و

2000/pEGFP-N1  ) 0.0001 > P ( در رده سلولی  
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HEK-293وایروزوم/ . و همچنین گروه کنترل باpEGFP-

N1  )0.0001> P ( گروه کنترل با ،  pEGFP-N1/ 

GenJet™ )0.01> P ( و گروه کنترل با 

در (  pEGFP-N1   ) 0.0001 > P/2000لیپوفکتامین

 .Veroرده سلولی 

 2000لیپوفکتامین نتایج مطالعه ما همچنین نشان داد که  

بالاتری در هر دو رده سلولی در  EGFPمنجر به بیان 

 ) P <0.0001 (شد VSV کاتیونیک مقایسه با وایروزوم

هیچ اختلاف معنی داری را  VSVوایروزوم (. 1Bشکل )

و  HEK-293در میزان بازده ترانسفکشن دو رده سلولی 

Vero از خود نشان نداد (05/0< P  .) همان طور که در

، بازده VSVمشخص شده است، وایروزوم  1Bشکل 

در  ™GenJetترانسفکشن چشمگیر بالاتری نسبت به 

 Vero (0.01> P)و  HEK-293 (05/0 > P)های سلول

 VSVبراساس این یافته ها، وایروزوم کاتیونیک . نشان داد

تواند یک سیستم تحویل ژن میسنتز شده در این مطالعه 

های با منشاء مختلف باشد. علاوه بر این، این موثر در سلول

تواند یک نانوحامل قابل مقایسه با وایروزوم کاتیونیک می

 ™GenJetهای ترانسفکشن تجاری موجود از جمله معرف

 باشد. 

ساعت.  48پس از گذشت  ™GenJetو  2000لیپوفکتامین ، VSVوایروزوم کاتیونیک  توسط Veroو   HEK-293ترانسفکشن سلول های  (1شکل 

A ،ساعت پس از ترانسفکشن با وایروزوم کاتیونیک  48( تصاویر میکروسکوپ فلورسنتVSV ، و  2000لیپوفکتامینGenJet™ .B تجزیه و تحلیل )

ساعت پس  Vero ،48و  HEK-293در دو رده سلولی  ™GenJetو  2000لیپوفکتامین ، VSVکاتیونیک  فلوسایتومتری بازده ترانسفکشن وایروزوم

بیانگر تفاوت های معنی دار  *P**** ،01/0 > P** ،05/0 > P < 0001/0)  . هر ستون بیانگر میانگین و انحراف معیار در نمونه ها میباشدناز ترانسفکش

 باشند(.بین گروه ها می

ارزیابی اثرات شرایط اسیدی بر بازده ترانسفکشن 

 وایروزوم

بر روی فعالیت  Cl4NHدر این مطالعه به منظور بررسی اثر 

-HEKسلول های  VSVانتقال ژن وایروزوم کاتیونیک 

میلی  Cl4NH 20دقیقه قبل از ترانسفکشن با  20، 293

مولار تیمار شدند. این عامل اسیدی شدن اندوزومی، راه 

های میزبان مهار های پوشش دار را به سلولورود ویروس

داخلی را تحت  pHدر لیزوزوم ها تجمع یافته و  ،کندمی

رفت، در . همان طور که انتظار می(17) دهدتاثیر قرار می

-pEGFPساعت پس از ترانسفکشن با وایروزوم/ 48طول 

N1 های پیش تیمار شده با هیچ فلورسنتی در سلول

Cl4NH 20  ال، بیان حمیلی مولار رویت نگردید. با این
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EGFP لول هایی که با در سCl4NH  ،تیمار نشده بودند

های کمی (. به منظور بررسی 2Aشکلمشاهده شد )

فلوسایتومتری تکنیک وسیله آوری و بهها جمعبیشتر، سلول

های تیمار نشده و مقایسه بین سلولنتایج شدند.  ارزیابی

ی ــبا استفاده از آزمون استیودنت ت Cl4NHتیمار شده با 

اثر معنی  P <0.001در سطح  (Student’s t-test)ت تس

طور های تیمار نشده بهسلولداری را نشان دادند. 

های بالاتری را در مقایسه با سلول EGFPچشمگیری بیان 

 (B2شکل نشان دادند ) Cl4NHپیش تیمار شده با 

(0.001> P .) دهند که وابستگی نشان میاین داده ها قویا

اسیدی در تحویل  pHبه  VSV-Gفعالیت فیوژن غشایی 

نقش  VSVبه وسیله وایروزوم کاتیونیک  pDNAکارآمد 

 بسزایی دارد. 

 

ساعت  48( تصاویر میکروسکوپ فلورسنت، HEK-293 .Aدر رده سلولی  VSV( تاثیر شرایط اسیدی بر بازده ترانسفکشن وایروزوم کاتیونیک 2شکل 

( تجزیه و تحلیل فلوسایتومتری بازده ترانسفکشن Bمیلی مولار.  Cl4NH 20تیمار شده و تیمار نشده با  HEK-293پس از ترانسفکشن رده سلولی 

. هر ستون بیانگر میانگین و انحراف pEGFP-N1ساعت پس از ترانسفکشن به وسیله وایروزوم/ HEK-293 ،48ای تیمار شده و تیمار نشده هدر سلول

 می باشد.  Cl4NHبیانگر تفاوت آماری معنی دار بین بازده ترانسفکشن سلول های تیمار شده و تیمار نشده با **P < 01/0 معیار در نمونه ها می باشد.

 

 ارزیابی سمیت سلولی 

در مدت  Veroو  HEK-293درصد زنده مانی سلول های 

-pEGFPساعت پس از ترانسفکشن با وایروزوم/ 48زمان 

N1 2000، لیپوفکتامین/pEGFP-N1  و

GenJet™/pEGFP-N1  تستبا استفاده از  MTT  و

و متعاقب  (ANOVA)آزمون های آماری واریانس آنالیز 

نشان داده شده است.  3شکل در (Tukey) آن تست توکی

درصد زنده مانی  70های ترانسفکت شده بیش از تمام گروه

های سلولی را از خود نشان دادند. نتایج ما تفاوت

ها در مقایسه با گروه کنترل چشمگیری را بین تمام گروه

(. P <0.001)در هر دو رده سلولی مورد مطالعه نشان داد 

منجر به  pEGFP-N1/2000همچنین، لیپوفکتامین 

مانی سلولی به نسبت افزایش قابل توجه زنده

 <0.001)در هر دو رده سلولی شد  pEGFP-N1وایروزوم/

P)مانی سلولی در گروه ترانسفکت . به علاوه، درصد زنده

به طور چشمگیری در هر دو  pEGFP-N1شده با وایروزوم/

 GenJet™/pEGFP-N1رده سلولی در مقایسه با گروه 

و  HEK-293. در دو رده سلولی (P < 05/0)بالاتر بود 

Veroها در ، هیچ اختلاف معنی داری بین زنده مانی سلول

مشاهده  pEGFP-N1گروه ترانسفکت شده با وایروزوم/ 

های ترانسفکت شده با پلاسمید از سوی دیگر، سلولنشد. 

ای را نشان ندادند. در به تنهایی هیچ سمیت قابل ملاحظه

های کنترل ترانسفکت نشده، مانی سلولمطالعه، زندهاین 

درصد در نظر گرفته شد. بر اساس نتایج بدست آمده  100

 VSVرسد که وایروزوم کاتیونیک از این آزمون، به نظر می

های ترانسفکشن تجاری سنتز شده در مقایسه با معرف

، یک نانوحامل ایمن و کارآمد برای ™GenJetمانند 

 منشاء مختلف باشد. های با سلول
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، لیپوفکتامین pEGFP-N1ساعت پس از ترانسفکشن با وایروزوم/ Vero ،48و  HEK-293دو رده سلولی در مانی سلولی ( درصد زنده3شکل 

2000/pEGFP-N1  وGenJet™/pEGFP-N1  با استفاده از آزمونMTT . 

 باشد. ها میبیانگر تفاوت های معنی دار بین گروه، ****P < 0001/0و  *P < 05/0 باشد.ها میانحراف معیار در نمونههر ستون بیانگر میانگین و 

 

 بحث

در میان سیستم های تحویل ژن مختلف، ناقلین ویروسی 

شوند اما به دلیل منجر به بازدهی ترانسفکشن بالاتری می

محدودیت های تولید در مقیاس بالا، هنوز هم با سمیت و 

مشکلاتی مواجه هستند. ناقلین غیر ویروسی سمیت 

باشند. با این حال، تر میکمتری داشته و مقرون به صرفه

اند. در بازدهی ترانسفکشن کمتری را از خود نشان داده

-نتیجه، برای غلبه بر این موانع، نیاز مبرم به توسعه سیستم

 وجوددر زمینه ژن درمانی تر ل ژن موثرتر و ایمنهای تحوی

ها، غشاءهای بازسازی شده . وایروزوم(20،21) دارد

های هیبریدی امید های پوشش دار، نانوحاملویروس

تند که ویژگی های ناقل های ویروسی و غیر بخشی هس

ویروسی را ترکیب کرده تا به عنوان یک سیستم انتقال موثر 

 لیبه دل حیترج نیابرای انواع مختلف سلول ها عمل کنند. 

سطح سلول،  یهارندهیبه گ یعیاتصال طب ییتوانا

 ،با خاصیت فیوژن بالا ییغشا یهانیکوپروتئیگل توز،یاندوس

-در میان ویروس .(22) کم است تیو سم یسازگار ستیز

به  VSV ویروس گسترده یسلول سمیتروپهای متعدد، 

در همه جا موجود در تمام  VSV-G یهارندهیگ لیدل

سنتز  یمناسب برا دیکاند کیآن را به  ،یکیولوژیب یغشاها

 یهارندهیگ. (14)کرده است  لیتبد یکونیکات روزومایو کی

و  تولینوزای لیدیفسفات ن،یسر لیدیمانند فسفات یمختلف

 یها رندهیبه عنوان گ LDL  (LDL-Rs) یهارندهیگ

VSV  هایبحث تا به امروز در نظر گرفته شده اند که 

 VSV سمیمورد، پانتروپ نی. در ااستکرده  جادیرا ا یادیز

 است LDL-Rخانواده  یاعضا عیشا انیاز ب یاحتمالاً ناش

 VSVمشتق شده از  یکونیکات روزومایرو، و نیاز ا. (23)

انواع  یبرا رآمدانتقال ژن کا ستمیس کیتواند به عنوان  یم

لذا در مطالعه حاضر  در نظر گرفته شود.مختلف سلول ها 

سعی بر آن شد تا برای اولین بار بازده ترانسفکشن وایروزوم 

به عنوان یک  VSVکاتیونیک مشتق شده از ویروس 

جهت غلبه بر موانع ناقلین ویروسی و نانوحامل هیبریدی 

و دو معرف ترانسفکشن تجاری، از جمله غیر ویروسی 

-HEKی در دو رده سلول ™GenJetو  2000لیپوفکتامین 

با منشاء مختلف به طور مقایسه ای مورد  Veroو  293

 VSVبدین منظور از وایروزوم کاتیونیک بررسی قرار گیرد. 

های لیپوفکتامین و معرف (15)  سنتز شده در مطالعه قبل

 pEGFP-N1جهت انتقال پلاسمید  ™GenJetو  2000

های هدف استفاده گردید. مطالعات متعددی در به سلول

جهت  VSVزمینه کاربرد وایروزوم مشتق شده از ویروس 

انتقال موثر ژن های مختلف به رده های سلولی با منشاءهای 

و همکارانش،  Shojiمختلف صورت گرفته است. در مطالعه 

جهت آماده سازی وایروزوم به عنوان مدلی برای  VSV-Gاز 

استفاده  BHK-21به سلول های  pEGFP-N1انتقال 

گردید. نتایج حاصل از مطالعه آنها، بیانگر سطوح مشابهی 
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-ها در مقایسه با لیپوزوماز ترانسفکشن به وسیله وایروزوم

ای دیگر . در مطالعه(24) های کاتیونیک )لیپوفکتامین( بود

 2016و همکاران در سال  Mohammadzadehکه توسط 

جهت انتقال بکمید  VSVروزوم کاتیونیک انجام شد، وای

مورد ارزیابی  (Sf9)های حشرات به سلول GFPبیان کننده 

را در  VSVقرار گرفت. نتایج آنها قابلیت و توانایی وایروزوم 

. در مطالعه (25) به سلول حشرات نشان داد pDNAانتقال 

و همکارانش در سال  Mohammadzadehدیگری از 

با هدف  VSV-G، وایروزوم کایمریک آنفلوانزا حاوی 2016

این وایروزوم ارتقای بازده ترانسفکشن سنتز گردید. آنها از 

 HEK-293به رده سلولی  pEGFP-N1جهت انتقال 

استفاده کردند. نتایج آنها نشان داد که وایروزوم کایمریک 

بازده ترانسفکشن بالاتری را در مقایسه با وایروزوم آنفلوانزا 

همراستا با مطالعات . (26) به تنهایی از خود نشان داده است

های حاصل از مطالعه حاضر نشان دهنده انجام شده، داده

عملکرد موفق و موثر وایروزوم کاتیونیک مشتق شده از 

در  EGFPو بیان  pEGFP-N1انتقال  در VSVویروس 

های با منشاء مختلف بود. بالاترین سطوح ترانسفکشن سلول

بدست آمد. از سوی دیگر،  2000با استفاده از لیپوفکتامین 

در هر دو رده سلولی ترانسفکت شده توسط  EGFPبیان 

به طور چشمگیری در  ™GenJetو  VSVوایروزوم 

مقایسه با گروه کنترل افزایش یافته است. با توجه به نتایج 

در  VSVبدست آمده، بازده ترانسفکشن بالاتر وایروزوم 

در هر دو رده سلولی  ™GenJetمقایسه با معرف تجاری 

در اکثر  VSV-Gاحتمالا به دلیل وجود گیرنده های 

مکان های غشاهای سلولی است که به طور قابل توجهی 

. علاوه بر (26)دهند اتصال وایروزوم کاتیونی را افزایش می

 pHمیتواند آزادسازی اندوزومی را نیز در  VSV-Gاین، 

سنجش  جینتا گر،ید یاز سو .(27)اسیدی افزایش دهد 

لیپوفکتامین ، pEGFP-N1وایروزوم/ یسلول تیسم

2000/pEGFP-N1 و ،pEGFP-N1/GenJet™ در 

آمده از دست به جیبا نتا Veroو  HEK-293 یهاسلول

 یتعداد سلول ها نیشتریانتقال ژن سازگار بود. ب بازدهی

 2000لیپوفکتامین ترانسفکت شده با  یزنده در سلول ها

 یسلول ها در یسلول یزنده مان ن،یمشاهده شد. همچن

با  سهیدر مقا VSV کاتیونیک روزومایترانسفکت شده با و

به طور قابل  ™GenJetسلول های ترانسفکت شده با 

 روزومایها، و افتهی نیبالاتر بود. با توجه به ا یتوجه

قابل  کیتوتوکسیس ریخواص غ یدارا VSV یکونیکات

 یدیبریانتقال ژن ه ستمیس کیبه عنوان  ملع یبرا یقبول

در نهایت در این مطالعه، به منظور ارزیابی بازده  .باشدمی

ترانسفکشن وایروزوم در شرایط اسیدی، قبل از 

میلی  Cl4NH 20با  HEK-293ترانسفکشن، سلول های 

را در  EGFP انیب چیما ه جینتامولار پیش تیمار شدند. 

شده بودند نشان  ماریت Cl4NHکه از قبل با  ییهاسلول

که این نتایج همسو با نتایج بدست آمده از مطالعه  نداد

Mohammadzadeh  و همکارانش بود. آنها نیز نشان دادند

دقیقه پس از ترانسفکشن،  45، حتی Cl4NHکه در حضور 

هیچ فلورسنتی در سلول های ترانسفکت شده مشاهده نشد 

، نیز اثبات (17،26)همچنین در مطالعات دیگر . (25)

گردید که ترانسفکشن سلول ها توسط وایروزوم، با پیش 

میلی مولار مهار  Cl4NH 20تیمار سلول ها به وسیله 

میگردد که این نتایج مهار اسیدی شدن اندوزوم با استفاده 

مقایسه بازدهی ترانسفکشن را تایید کرد.  Cl4NHاز 

های تجاری که در این مطالعه به صورت وایروزوم و معرف

همزمان بر روی دو رده سلولی مختلف انجام شد، از جمله 

لعات ذکر شده میباشد، مزایای مطالعه ما نسبت به دیگر مطا

 VSVچرا که با این مقایسه نشان دادیم وایروزوم کاتیونیک 

های ناقلین ویروسی و غیر ویروسی به عنوان با ارائه ویژگی

یک نانوحامل هیبریدی عمل کرده و راندمان و بازدهی 

ترانسفکشن قابل قبولی در مقایسه با معرف های تجاری 

ده است. از طرفی، ارزیابی موجود در بازار از خود نشان دا

-In)انجام شده در این مطالعه صرفا در شرایط آزمایشگاهی 

Vitro)  و تنها با پلاسمید بیان کنندهEGFP  .بوده است

در نتیجه مطالعات و بررسی های بیشتری در این زمینه در 

و با ژن های متعددی باید صورت   (In-Vivo)داخل بدن

 ی کامل دست پیدا کرد. پذیرد تا بتوان به یک ارزیاب

 گیرینتیجه

از  یشواهد یاسهیمطالعه مقا نیا یشگاهیآزما جینتا

  کاتیونیک وایروزوم کاراییو  کیتوتوکسیس ریغ یهایژگیو

VSV لیتحو یبرا pDNA با منشاء مختلف  یهابه سلول

انتقال ژن  یینشان داد که کارانتایج  نی. همچنکندیارائه م

بالاتر از  یبه طور قابل توجه VSV وایروزوم کاتیونیک

GenJet™ که  یبود، در حال یهر دو رده سلول رد

 نیترانسفکشن را در ب ییکارا نیشتریب 2000لیپوفکتامین 

مطالعه، گام  نینشان داد. در ا شیآزمامورد  یهاتمام گروه

انتقال ژن نوآورانه و  ستمیس کیدر جهت توسعه  یمهم

مختلف برداشته شده است. با  یسلول یهارده یبرا منیا

 وایروزومکاربرد  در زمینه یشتریب یهایابیحال، ارز نیا

به عنوان یک ناقل هیبریدی جهت انتقال  VSV کاتیونیک

است. ازیدر داخل بدن مورد نموثر ژن 
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