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 چکیده

گیری آنها اهمیت هدف دلیلبه که باشندترنسفکت میی سختهاسلولای از دسته، ی ماکروفاژیهاسلول

کارایی . باشدمی مدنظرهمواره  در آنها شنسازی یک روش موفق ترنسفکپیادههای درمانی، در استراتژی

، Xfect™ Transfection Reagentتجاری  ترکیبدر مقایسه با سه  یویروسوکتورهای لنتی

HD FuGENE® 3000 و TMLipofectamine  264.7سلول ماکروفاژی ترنسفکشن  درRAW  شدبررسی .

 های متفاوتMOIبا ی سازی سلولآلوده ،HEK 293Tتولید ذرات ویروسی در سلول  سازی وبهینه از پس

گیری و با روشاندازه هاسلولمانی و فعالیت متابولیک ، زندهداکشنمیزان کارایی ترنس صورت گرفت و

 RAW264.7قادر به ترنسفکت موفق  تجاریشیمیایی  ترکیبهیچیک از سه  .شدشیمیایی مقایسه  های

 سیگنال و ایجاد هاسلول شننیز قادر به ترنسداکغلظت در کمترین روش ویروسی  ،کهشدند در حالین

تا  بیشتر هایMOI کارگیریهبتغلیظ استوک ویروسی و . شدسبز رنگ در زیر میکروسکوپ فلورسنت 

ویروسی ترنسفکشن لنتیروش  .شدداکشن سافزایش راندمان ترن باعث( p≤0.0001داری )طور معنیهب 30

ی سختهاسلولهای شیمیایی جهت ترنسفکشن تر در مقایسه با روشو زمان طولانیرغم کار زیاد علی

فریز م عد ،تغلیظ ویروس نظیر اصلاحاتانجام برخی  پژوهشدر این که ترنسفکت کارایی بالاتری دارد 

ز ا .دادرا افزایش  کارایی آنبا ذرات ویروسی  هاسلولشبانه انکوباسیون  و برناستفاده از پلی ،هاویروس

 استفاده از رترونکتین و سانتریفوژ چند  مانندآنجا که پارامترهای مهم دیگری 
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 ها بسیار موثرسازی ویروساعته ویروس و سلول در کنار هم )اسپینوکولیشن(، بر روی فرایند آلودهس

های امیدوارکننده این با توجه به دادهو گرفته قرار مدنظرشود در مطالعات بعدی پیشنهاد می ند،هست

 یادیبن یهاسلول مانند ترنسفکت سخت یهاسلول دیگرترنسداکشن  یبرا ی، از این روش تکمیلپژوهش

    .شوداستفاده  نیز هیاول یهاسلول ای

 

  MOI ،سلول سخت ترنسفکت، وکتور لنتی ویروس، RAW264.7 ترنسداکشن، ترنسفکشن، :کلید واژگان

   

 مقدمه-1

در  ایگسلللترده، کاربردهای هاسللللولانتقال ژن به درون 

عات علمی و پژوهشلللی دارد ای که در به گونه .[1] مطال

 یهاسلولهای ژنی به داخل ترنسفکشن سازه حال حاضر

شیهاسلولاز جمله  ،حیوانی عنوان پرکاربردترین هب ی مو

های ای در درک مکانیسلللمنقش گسلللترده، حیوانیمدل 

پیدا کرده  یدرمانهای روشو  هابیماریمختلف مرتبط با 

 برای های متفاوتیاسللتراتژیدر حال حاضللر  .[2] اسللت

سازی شده بهینه هاسلولمواد ژنتیکی به داخل ترنسفکشن 

له می از کهاسلللت  فیزیکی، مختلف های روشتوان جم

های شیمیایی میاز روش .را نام بردبیولوژیکی شیمیایی و 

هللا )لیپوزومی و غیر کللاتیونپلیتوان بلله اسلللتفللاده از 

کلسیم  و رسوب DEAE-Dextran، یمرهارلیپوزومی(، دند

شاره فسف که قادر به انتقال ماده ژنتیکی از داخل  کردات، ا

سلولی می شند.غشای  شن، میکرواینجکشن،  با الکتروپوری

ترنسفکشن نوری و ترنسفکشن بیولیستیک از جمله روش

باشند. در روشهای فیزیکی میدر استراتژی پرکاربردهای 

های مهندسی ژنتیک شده از های بیولوژیکی نیز از ویروس

ستفاده میها و لنتی ویروسجمله آدنوویروس که  شودها ا

هها بویروسلنتیاسللت. به روش ترانسللداکشللن معروف 

ند هسللت دار قادرRNAهای ای از رتروویروسعنوان دسللته

صللورت طبیعی پس از ورود به سلللول، ژنوم خود را در هب

ند بان تلفیق کن خل ژنوم میز می ،طور کلیهب .[4و1،3] دا

ه بسلللولی ترانسللفکشللن  نهیانتخاب روش بهتوان گفت 

مل له نوع و منشلللا  مختلفی عوا  نوعو  هاسللللولاز جم

  .[5] دارد یشده بستگ یمعرف کینوکلئ یدهایاس

ی فعال هاسلول ترینفراوانعنوان هی ماکروفاژی بهاسلول

ستم ایمنی بدن سی س پاتوژنز در، زنده موجودات در   یاریب

 م،یبدخ یاز جمله رشللد و گسللترش تومورها هابیماریاز 

 ،یزوزومیل رهیذخ یهللابیمللاری، HIVالتهللاب، عفونللت 

بتیآترواسلللکلروز، د ید، ا ماتوی  نقش رهیو غ آرتریت رو

در این میان رده سللللولی ماکروفاژ موشلللی  .[6-8]دارند 

RAW264.7 کاربردمدل  کیعنوان به  طیدر شلللرا پر

مطالعه و  یکیمونولوژیا قاتیدر حوزه تحق یشلللگاهیآزما

سلللول  .[9] مطرح اسللت و پاتوژن زبانیم یهاکنشبرهم

RAW264.7 سل عنوانبه سرطانی نامیرا، از یک یک  لاین 

سون القا  BALB/cموش  نر که توسط ویروس لوسمی آبل

سازی  سته  شدهشده، جدا شدی جزو د و از نظر الگوی ر

در حین شللود که بندی می ی نیمه چسللبنده طبقههاسلللول

ه ب ، متمایلشکل یچسبنده دوک یهاسلول رشد، علاوه بر

تا  10 یبا قطر سلول ،یزنده شناور کرو یهاسلول تشکیل

 عنوانبهها، سللللولاین . [10] باشللللدمی کرومتریم 20

 یتوجهقابل تیخود، ظرف هیدر حالت پا M0 یماکروفاژها

ضد M2 ای یالتهاب شیپ M1 پیشدن به فنوت زهیپلار یبرا

را در  یمدل ،یشلللنزیپلار تیقابل نیا .[11] دارندالتهابی 

، هانیتوکیو اثرات س راتیدهد تا تأثیمحققان قرار م اریاخت

مختلف را بر عملکرد ماکروفاژها  یطیو عوامل مح داروها

پاسللل  ند یمنیا یهاو  عه کن طال  تیماهدر واقع  .[12] م

مختلف  طیدر شلرا هاسللولاین  یو سلازگار یچندشلکل

سازی و تجزیه توانایی تشخیص، خنثی و سواز یک  کشت

ای یک سلول ماکروفاژ حرفه عنوانبههای خارجی مولکول

ستکار یهمه کاره برا یرا به ابزار دیگر، آنها سویاز   ید
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این موضللوع یک  .اسللت کرده لیتبد یو مشللاهده تجرب

زیرا سطوح بالای فعالیت ؛شودشمشیر دو لبه محسوب می

به غیر هاسللللولهای آنزیمی در این  مالاً منجر  عال احت ف

. نتایج شللودیو کارایی پایین ترنسللفکشللن م DNAشللدن 

ست شان داده ا شن ژنی به  مختلف ن سفک  یهاسلولترن

و  [13و8] سلللتا روههای زیادی روبماکروفاژی با چالش

سیاری از روش هاسلولاین   از جملههای ترنسفکشن به ب

ند سته مقاوم مانند کلسیم فسفات های شیمیایی معمولبافر

سیار پایین  شن آنها ب سفک ستیا کارایی ترن از این .[14] ا

های انتقال ژن ند سیستمهست همواره در تلاش محققان ،رو

عنوان مثال، به ،توسلللعه دهند تریبا سلللمیت پایینموثرتر 

آلمان چند بافر ترنسلللفکشلللن برای  Biontexشلللرکت 

سخت هاسلول سفکت معرفی کرده ی  ست ترن که از آن ا

که یک مخلوط لیپوزومی  metafectene proتوان جمله می

یا  [15] کاتیونی اسلللتمتشلللکل از لیپیدهای خنثی و پلی

 K2و  K2کاتیونی  بافرکه مخلوط  K2سیستم ترنسفکشن 

multiplier فاکتورهای دخیل در شناسایی  بلاک کردن برای

ست  ژنترنسخارجی  DNAو تجزیه  را نام برد که  [16]ا

 RAW264.7ی هاسلولهر دو بافر با موفقیت در ترسفکت 

در سللال  نیز و همکاران Dokkaاند. شللدهتجاری سللازی 

بافرهای مختلفی را برای ترنسلللفکشلللن سللللول  2000

RAW264.7  مورد اسللتفاده قرار دادند که نتایج نشللان داد

در غیاب لیپوزوم فاقد بازدهی و در حضلللور  لیپوفکتامین

درصللد اسللت،  12در حدود  پایینی لیپوزوم دارای بازدهی

همچنین بالاترین بازدهی در حضللور پروتامین سللولفات 

 آنکه ورود  دست آمدهب DNAعامل متراکم کننده  عنوانبه

سهیل می را سلول ت سال  Walia .[17] کندبه داخل  نیز در 

تقویت  به همراه Targefect-Rawمعرف ترکیب از  2011

سللازی ترنسللفکشللن سلللول جهت بهینه،Virofectکننده 

RAW264.7  یق جلوگیری راز ط. این معرف کرداسلللتفاده

ده باز، ترنسلللفکشلللن یکمپلکس ها یزوزومیل بیتخر از

قال ژن را افزا هد. تقویم شیانت نده  تید نیز  Virofectکن

ت اس روسیفرمول منحصر به فرد مشتق شده از آدنوو کی

سیآدنوو یهارندهیاز گ یکه با بهره بردار سلول  یرو یرو

. کندعمل می، درون سللللولبه  DNA رآمدکا لیتحو یبرا

با این روش  RAW264.7 یهاسللللولبازده انتقال ژن به 

راندمان  لیدلبه. [18] اسلللت بوده درصلللد 60-50حدود 

به  گاهیمحققان  ،های شیمیاییترنسفکشن به روش نییپا

متوسللل  شللنیمانند الکتروپور برزمانتر و گران یهاروش

با  که ژاپن Nepageneشرکت  از آن جمله [19] شوندمی

، با خود های مختلف الکتروپوریشللناسللتفاده از دسللتگاه

 70درصللدی، موفق به ترنسللفکشللن  70مانی حفظ زنده

هدر سالیان اخیر ب شده است. RAW264.7 درصدی سلول

سی از جمله آلوده دلیل مزایای فراوان وکتورهای لنتی ویرو

سیعی از  سیار کم هاسلولکردن طیف و سمیت ب ، [20] با 

، الحاق ژن خارجی [21] بالای پذیرش ژن خارجیظرفیت 

یان پایدار ژن خارجی در بخش های فعال ژنوم میزبان و ب

ستفاده از آنها در  ،[23،22] بدون خاموشی آن انتقال  برایا

سفکت هاسلول ویژههب هاسلولژن به درون  سخت ترن ی 

عه مطالدر  ،بنابراین گسللترش بسللیاری پیدا کرده اسللت.

ضر  ست تا با  تلاشحا ستفاده از وکتورشده ا ی لنت هایا

داخل  بهصللورت پایدار هب GFPگر ، ژن گزارشللیویروسلل

و  شود بیان صورت پایدارهب منتقل و RAW264.7 سلول

 موجود در آزمایشگاه شیمیایی بافرهایکارایی این روش با 

 ®Transfection Reagent™ Xfect ،HD FuGENE شامل

از  ،دیگر سویاز  .شودمقایسه   TMLipofectamine 0003و

ست ویروس برایآنجا که  سی لازم ا شن ویرو سداک ها ترن

ساب تایپ سلول در یکی از  شوند، HEK293های   تولید 

در این مطالعه مهمترین فاکتورهای موثر بر تولید ویروس 

 نوع بافر ترنسلللفکشلللن جمله از HEK 293T سللللولدر 

بهینه  مورد استفاده ، زمان انکوباسیون و غلظت بافرانتخابی

در روش ویروسی،  بر آن شدسعی  ،همچنین .شدندسازی 

سازی مواردی مانند غلظت استوک ویروسی، مدت با بهینه

ای هبافرزمان انکوباسللیون ویروس و سلللول و اسللتفاده از 
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سلللازی ویروس مانند پلی برن، شلللیمیایی موثر در آلوده

 . و بهبود یابدبررسی کارایی روش ترنسداکشن 

 هامواد و روش-2

 های سلولیرده 2-1

 و RAW264.7 ی ماکروفاژ موشیسلولرده در این مطالعه، 

خریداری شده  HEK 293T رده سلولی کلیه جنین انسانی

های به ترتیب در محیط کشللت از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی

DMEM/F12 وRPMI 1640 ضافه صد 10 به ا  FBSاز  در

یک آنتیصللللد در 2و  در  penicillin/streptomycinبیوت

کشللت  CO2 درصللد 5گراد و درجه سللانتی 37انکوباتور 

  .داده شدند

 استخراج پلاسمید 2-2

از  ،در بخش ترنسللفکشللن ویروسللی ،حاضللر پژوهشدر 

سی  سفر وکتور لنتی ویرو 1EF-MCS-CMV-pCDH-ترن

A2T-GFPc  حاویGFP  خابی مارکر انت ، puromycinو 

ندی پلاسلللمید بسلللته نده  2psPAXب و پلاسلللمید کدکن

از بانک خریداری شللده  G2pMD.گلیکوپروتئین غشللایی 

نداران مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و  یانی پسلللتا وکتورهای ب

ستی ایران ستفاده  زی شیمیاییشدا سفکشن   . در بخش ترن

اسلللتخرا   برای .شلللداسلللتفاده  PEGFP-N1نیز وکتور 

. شللد اسللتفاده favorgenبرند  اسللتخرا  کیتاز پلاسللمید 

 افزایش کیفیت پلاسمید استحصالی از کیت برای ،همچنین

PureLink HiPure Plasmid Midiprep  برنللدThermo 

Fisher Scientific ها بوده و که قادر به حذف اندوتوکسین

ناسلللب  یت خلون م بالا و کیف ظت  با غل یدی  پلاسلللم

تغلیظ  برای کند اسللتفاده شللد.ترنسللفکشللن اسللتخرا  می

یت  ید اسلللتخرا  شلللده نیز ک  GeneJET Gelپلاسلللم

Extraction and DNA Cleanup Micro Kit  شداستفاده. 

  HEK293T ترنسفکشن سلول 2-3

 PEIاز عامل ترنسللفکشللن سللی، ویرو ذرات تولید برای

کیلو دالتون  25 )خطی، وزن مولکولی Molekulaشللرکت 

ستوک  سف برای( لیترگرم بر میلیمیلی 1و غلظت ا  تکترن

مان، زاستفاده شد. ابتدا سه فاکتور  HEK 293T سلولیرده 

و تحقیقات  مطالعات که در PEI:DNAغلظت و نسلللبت 

در  [26-24]پیشللین نیز بر اهمیت آنها تاکید شللده اسللت 

شدخانه بهینه 6 پلیت سه و در نهایت  (1)جدول  سازی 

یروس  تی و ن ل میللد  کروگرم 2psPAX (10پلاسللل ی ( م

،.G2pMD (7 میکروگرم ) 1-وEF-MCS-CMV-pCDH

A2T-GFP (20 میکروگرم) صللورت همزمان در سلللولبه 

HEK 293T یمترسللانتی 10روز قبل در یک پلیت  از که 

 .شدندترنسفکت بودند  کوت شده

 ساخت ذرات ویروسی و تغلیظ 2-4

پس از ترنسفکشن، محیط رویی که حاوی ذرات ویروسی 

شد آوری جمع 96و  72، 48های در ساعتتولید شده بود 

سلولیو   gدقیقه در  5به مدت  سپس، برای حذف بقایای 

 . یفوژ شدسانتر گرادسانتی درجه 4در  1000

 

  HEK 293Tرد استفاده جهت ترنسفکشن سلول و زمان مو DNA، PEIمقادیر  1جدول

 DNA:PEIنسبت  µL of 1mg/mL PEI µg of DNA زمان انکوباسیون

4h/1h 37 37 1:1 

4h/1h 74 37 1:2 

O/N 111 37 1:3 

O/N 148 37 1:4 

O/N 222 37 1:6 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K210004
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سرنگی  در سر  ستفاده از فیلتر   45/0ادامه محیط رویی با ا

یای  قا عاری از هر نوع ب کاملاً  تا  میکرومتری فیلتر شلللد 

سللللولی کوچک شلللود و در نهایت با اسلللتفاده از روش 

تغلیظ  کیلودالتون، 100اولترافیلتراسیون در سیستم آمیکون 

 میکرومتری و تعیین تیتر نهایی، 45/0و پس از فیلتر مجدد 

 گرادسللانتی درجه -80بلافاصللله بدون نگهداری در دمای 

 شد.  استفاده RAW264.7سازی سلول آلوده برای

لول سازی ستیتراسیون ویروس تغلیظ شده و آلوده 2-5

RAW264.7 )ترنسداکشن( 

های ویروس p24میزان آنتی ژن تعیین تیتر ویروسی،  برای

 HIV 1&2 Ag-Ab تشکیل شده با استفاده از کیت الایزای

ای محاسللبه تیتر بر مبن .ارزیابی شللدپیشللتاز طب شللرکت 

به ازای هر پارتیکل ویروسللی  p24مولکول پروتئین  2000

ستفاده از فرمول انجام گرفت. ستوک  bو  aهای با ا میزان ا

شن سداک سی موردنیاز جهت ترن سب  ویرو  یترلمیلیبر ح

 محاسبه شد.
a: total TU needed =  

(total number of cells per well) × (desired MOI) 

 

b:total mL of lentiviral particles to add to each well 

= (total TU needed) / (TU/mL functional titer)  
یت سللللترن نه در محیط کشللللت  6داکشلللن در پل خا

DMEM/F12  و در حضللورFBS 2 در  درصللدMOI های

بهبود ترنسللداکشللن ژن از طریق  برای انجام شللد.مختلف 

برن با غلظت نیز از پلی لوکتورهای ویروسی به داخل سلو

لودهپس از آاسللتفاده شللد. لیتر میکروگرم بر میلی 8نهایی 

شده سازی شدی ذکر  شرایط ر سلول در انکوباتور در   ،

قرار گرفت و متعاقباً با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت 

  .شدبررسی  GFPبیان ژن 

 رسی زنده مانی به روش تریپان بلوبر 2-6

ست که  نیسنجش بر ا نیا ستوار ا صل ا  زنده یهاسلولا

شاها یدارا ست نخورده سالم یسلول یغ ستند که  و د ه

ص یهارنگبه  توانندیم  اجازه داخلبلو  پانیمانند تر یخا

کار  نیمرده ا یهابرعکس، سلول ،شدن به سلول را ندهند

سیون روش،  نیکنند. در ایرا نم سپان سو سته به غلظت  ب

 با رنگ یسلول ونیسوسپانسسازی، سلولی و نیاز به رقت

شمیصورت به ،سپس .شودیمخلوط م تریپان بلو در  چ

تا  ردیگیقرار مو شمارش  یمورد بررس کروسکوپیمزیر 

شود که  شخص  صد ازم جذب رنگ را  هاسلول چند در

درصلللد رنگ را و چند مرده(  ،یآب یهاسللللول) کنندیم

 زنده(. د،یسف یهاسلول) کنندجذب نمی

 آنالیز تکثیر سلولی )ارزیابی سیتوتوکسیسیتی(  2-7

 آنالیز تکثیر، پلی برن و PEIارزیابی اثر سیتوتوکسیک  برای

سی های مختلفMOIدر سلولی  شن ویرو سداک از  در ترن

ست نوترکیب  MTTکیت  شدشرکت ایده زی ستفاده  ه ک ا

یای بر این روشاسلللاس  نای اح مک زرد مب به  MTT ن

نامحلول فرمازان اسللت که خود  های بنفش رنگکریسللتال

ضور ی فعال در نتیجه حهاسلول متابولیکیمتاثر از فعالیت 

سته به آنزیم ست. در  NAD(P)Hهای اکسیدوردوکتاز واب ا

یای هاسللللول یلبه MTTی مرده، اح یت  دل عال کاهش ف

   یابد.شدت رنگ کاهش میو شود متابولیکی سلول کم می

 یآمار لیتحلوهیتجز 2-8

شان داده  انحراف معیار ± نیانگیصورت مها بهداده تمام ن

با اسلللتفاده از  یآمار یهالیتحلوهیتجز یتمام. نددشللل

GraphPad Prism  سخه شد. تفاوت 9.0ن ها از نظر انجام 

 p < 0.01دار در یمعن اریبسللو  p≤0.05دار در یمعن یآمار

 .در نظر گرفته شد

 نتایج -3

شدگی  سفکت  سبت  HEK 293Tسلول بالاترین ترن در ن

PEI:DNA  یک به یک در زمان یک سللاعت و غلظت یک

 .دست آمدهب PEIلیتر میکروگرم در میلی

سفکشن بر روی انتقال موفق  ،از آنجا که  DNAکارایی ترن

سمیدی به داخل  ستقیم اثر هاسلولپلا سازی ، بهینهدارد م

مورد استفاده و نسبت آن با عامل ترنسفکشن  DNAمقدار 

تولید ذرات  برایباشلللد. در این مطالعه حائز اهمیت می

سلول  سی در  شن  از HEK 293Tویرو سفک  PEIعامل ترن
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تشلللکیل کمپلکس بار مثبت با انواع  با اسلللتفاده شلللد که

یایی مانند کارایی مختلف اسلللیدهای نوکلئیک  دارای مزا

سفکشن  صرفه بودن سرعت عمل و بالا، ترن ر دمقرون به 

شن سفک سه با دیگر عوامل ترن ست مقای از  اما .[27و28] ا

سلولدارای اثر سمیت شناخته شده بر روی  PEIآنجا که 

و بهترین غلظت مورد  [29و30] اسلللت یوتیوکاری یها

بت  فاده و نسللل یک  DNA:PEIاسلللت دیگر  lotبه  lotاز 

ست بهینه ست لازم ا در این  مورد نیازهای سازیمتفاوت ا

به حداقل  برایو  برای این هدف. شللودخصللون انجام 

رساندن میزان سمیت و افزایش کارایی ترنسفکشن، بهترین 

زنده و PEI، زمان انکوباسیون و غلظت DNA:PEIنسبت 

س هاسلول مانی شن برر سفک ه همانگون .شد یپس از تران

 اسللت ه شللدهنشللان داد الف-1 و نمودار شللکلکه در 

سیون  سبت O/Nانکوبا ستفاده در تمامی ن ، 1:6های مورد ا

 و شده است هاسلولو لیز بالا میر وباعث مرگ 1:3و  1:4

سللمیت کمتر، بیان بسللیار  دلیلبه 1:3از این بین نسللبت 

 نشان داد.  درصد( 6)حدود  پایینی از فلورسنت سبز رنگ
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 الف-1گروه  و نمودار ریتصاوانکوباسیون. و زمان  DNA:PEI نسبت بر اساس T293HEKسلول راندمان ترنسفکشن  سازیبهینه 1کلش

در  نشده است. GFPاستفاده منجر به ترنسفکشن بهینه و بیان اثربخش پروتئین  های مورددر هیچیک از نسبت O/Nنشان داد انکوباسیون 

داری معنی طوربه 1:2دیده شد که در نسبت  1:2و  1:3، میزان کمی بیان فلورسنس سبز رنگ در هر دو نسبت ب-1گروه اشکال و نمودار 

و مدت زمان انکوباسیون به یک ساعت، منجر به بیان مناسب  DNA:PEIکاهش نسبت  نشان داد که  -1گروه اشکال و نمودار بیشتر بود. 

GFP  حداکثر سطح فلورسانس  داری بالاتر بود وطور معنیهب 1:1که در نسبت  شد 1:2و  1:1در هر دو نسبتGFP  انکوباسیوندر زمان 

شد.  یک شاهده  صدنمودار  (د)ساعته م شن  یهاسلول در سفک سبت ( وHهای مختلف )زمان در PEIبر  یمبتنزنده پس از ترن ی هان

شان DNA: PEI (I ) متفاوت سیونکه زمان  دادن سبتی از  O/N انکوبا ست. م یسلول تیسم دارای DNA:PEIدر هر ن شان  یهالهیا خطا ن

صلدهنده  ست. 3از  انحراف معیار حا دار در نظر گرفته یمعن یآماراز نظر  ****p≤0.05 *, p≤0.01**, p≤0.001***, p≤0.0001) نمونه ا

 (.شد

 

سبتمیزان زنده ، 2به ترتیب  1:3و  1:4، 1:6های مانی در ن

صد بود. در زمان  9و  6 سیون در شکل و ساعته  4انکوبا (

بت  ب(-1نمودار  تابش کمی از 1:3و  1:2هر دو نسللل  ،

شتند که میزان  ی در و لیز سلول ومیرمرگفلورسنت سبز دا

 GFPکاهش و در نتیجه سللطح بیان  O/Nمقایسلله با تیمار 

 (.p<0.01)داری افزایش یافته بودطور معنیهب 1:2در نسبت 

سوم شکل و نمودار در آزمایش  سیون   (-1) زمان انکوبا

نشللان داد که میزان  1:2و  1:1های یک سللاعت در نسللبت

سه با زمان  شن در مقای سفک ساعت، افزایش  4و  O/Nترن

ست )معنی ( با این وجود حتی p < 0.001داری پیدا کرده ا

 1:2های در چاهک یک سلللاعت پس از ترنسلللفکشلللن

صد 57سلولی افزایش ) ومیرمرگ سبت  در زنده مانی در ن

در  GFP( و میزان بیان 1:1در نسلللبت  درصلللد 92و  1:2

 ی کاهش پیدا کردهدارمعنیصورت هب 1:1مقایسه با نسبت 

در مجموع بالاترین (. درصد 96در مقابل درصد  58است )

و زمان یک سللاعت  1:1سللطح فلورسللانس در نسللبت 

درصللد(. در مرحله بعد  96طور میانگین مشللاهده شللد )به

 PEIغلظلت مختلف  PEI ،4برای تعیین غلظلت اپتیمم 

(μg/μL)  برای ترنسللفکشللن  1و  75/0، 5/0، 25/0شللامل

داری نشللان مانی تفاوت معنیزندهاسللتفاده شللد که روی 

 1در غلظت  GFPبیشلللترین میزان سلللطح بیان  اما .نداد

 طور کلی،بهوجود داشلللت.  PEIلیتر از میکروگرم بر میلی

نده که میزان ز تایج نشلللان داد  کارایی ن مانی سللللولی و 

و زمان تیمار  PEI:DNA، نسبت PEIترنسفکشن با غلظت 

نه به گو طه مسلللتقیم دارد  بت که ای راب مان 1:1نسللل ، ز

س میکروگرم  1برابر با  PEIساعت و غلظت یک ونیانکوبا

یان بر میلی یت و بیشلللترین ب با کمترین میزان سلللم لیتر 

سنت  صلی  یبرا GFPفلور در نظر  روسیو دیتولمرحله ا
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شد سفکشن برا یی. کاراگرفته  سیو یوکتور لنت یتران ی رو

ستفاده از م سکوپیبا ا ش کرو سنت و  لسلو مارشفلور

 کردند محاسبه شد.یکه فلورسانس ساطع م ییها

سه  3-1 ستفاده شیمیایی بافرهیچیک از   ثباع مورد ا

سبز رنگ ترنسفکت شده  RAW264.7ی هاسلولتولید 

 نشد

 Xfect™ Transfectionرغلللم آنلللکللله علللللللی

Reagent،FuGENE® HD  3000و TMLipofectamine  هب

کت برای ترنسفدلیل در دسترس بودن و سهولت استفاده، 

سفکت توصیه هاسلولو حتی  هاسلولاکثر  سخت ترن ی 

سه  کارگیریهبدر این مطالعه  اما ،اندشده به مدت  بافرهر 

 RAW264.7ی هاسلولمنجر به ترنسفکت موفق ساعت  6

ی هاسلللولجسللتجوی منابع مختلف نشللان داد که  .نشللد

RAW264.7 پاسللل  طبیعی و ذاتی در برابر مواد به یل  دل

ی سخت ترنسفکت شناخته هاسلول جزوژنتیکی خارجی 

ست نیاز به می شوند که انتقال مواد ژنتیکی به آنها ممکن ا

تری داشته های کارآمدسازی بیشتر و استفاده از روشبهینه

شد  شرایط بهبود دهنده رغم اجرایعلیبا این وجود و  .با

 5به زیر  کاهش تعداد پاسللاژ سلللولمانند  ،ترنسللفکشللن

، O/Nه ب ترنسفکشن افزایش مدت زمان انکوباسیون ،پاساژ

به عامل ترنسفکشن، حذف کامل  DNAنسبت  سازیبهینه

شت و آنتی سرم از محیط ک سلولیایجاد بیوتیک و   تراکم 

 درصللد( که همگی منجر به افزایش نر  80-70مناسللب )

 ژنترنس، تغییری در روند انتقال شللوندترنسللفکشللن می

GFP از آنجا که علاوه بر کمیت، کیفیت  .حاصلللل نشلللد

پلاسمید مورد استفاده نیز به میزان زیادی بر روی موفقیت 

ترنسللفکشللن اثرگذار اسللت، در مرحله بعد خلون بالای 

به تاثیرگزار در جلوگیری از پلاسلللمید  مل  عا یک  عنوان 

ولید سیتوتوکسیسیتی و ت های ناخواسته سلولی نظیرواکنش

  های پیش التهابی مدنظر قرار گرفت.سایتوکاین

ستخراج پلاسمید 3-2 عاری از اندوتوکسین  خالص و ا

به ترنسفففکشففن نیز  یایی منجر  موفق سففلول شففیم

RAW264.7 نشد. 

ها در طول مرحله نیاندوتوکس ،پلاسمید به هنگام استخرا 

لب یآزاد مسللللولی  زیل ند و اغ  DNA همراهبه شلللو

اندوتوکسین از آنجا که. [31] شوندیخالص م یدیپلاسم

بت  ها قا به  یبرا DNAبا از طریق ر معرف اتصللللال 

شن  سفک شدت بازده انتقال آزاد،تران یرا کاهش م ژن به 

ی ماکروفاژی حساسیت بالایی به هاسلول سوییو از  دنده

پلاسللمید مورد  ، بنابراین[32] تحریک اندوتوکسللین دارند

ستفاده  سفکشن باید دارای کیفیت بالا و ترجیحاً  برایا ترن

 .باشدهای شیمیایی و آلودگی RNA، عاری از اندوتوکسین

یت لب ک ندارد اغ تا بازار  miniprepهای اسللل موجود در 

 EU/µg 100–10پلاسلللمیدهایی با سلللطح اندوتوکسلللین 

بر جذب  توانندمی کنند و از این طریقاسلللتحصلللال می

DNA راین،بناب، بگذارند ریتأث ی توسللط سلللولدیپلاسللم 

استفاده شود  low-endotoxinهای از کیتشود پیشنهاد می

ست که قادر سطوح ه سمیدهای با  سینی ند پلا  1>اندوتوک

EU/µg دلیل عدم موفقیت هبدر این مطالعه . استخرا  کنند

شیمیایی شن  سفک سمید ب برای، روش ترن ستخرا  پلا ا ا

 PureLink™ HiPure Plasmid تیللکاز کیفیللت بللالا 

Purification DNA  تبادل  نیرز کیاز اسللتفاده شللد که

 یدیپلاسللم DNA یسللازخالص یشللده برا پتنت یونیآن

 CsCl یهاانیاز گراد راند استفادهمعادل دو  که بردمی بهره

مورد اسلللتفاده در کیت علاوه بر دارا بودن  نی. رزاسلللت

 ع،یسلللر انیسلللرعت جربالای اسلللتخرا ، دارای  تیظرف

 نیحذف موثر اندوتوکس به همراهبالا  یبازده و رزولوشن

شدمی ستخرا  پلاسمید عاری از اندوتوکسین .با  ،پس از ا

ستفاده  GeneJET Gel Extraction and DNAاز کیت  با ا

Cleanup Micro Kit 1-2تا حد ، پلاسللمید اسللتحصللالی 

اربرد حجم با ک شلللد تا بتوانتغلیظ لیتر میکروگرم بر میلی

ید جام تسللللت به کمتری از پلاسلللم گام ان ، میزان هن
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ان داد . نتایج نشدرا کاهش دا آن سیتوتوکسیسیتی ناشی از

ستفاده از اینعلی صال کیت  دو رغم ا ستح سمید بو ا ا پلا

باز  RAW264.7سلول  شیمیایی ، ترنسفکتو غلیظ کیفیت

و هیچ سیگنال فلورسنت سبزرنگی در زیر  هموفق نبودهم 

  مشاهده نشد.نت سمیکروسکوپ فلور

وکتورهای ه کمک ب RAW264.7ترنسفکشن سلول  3-3

 .با موفقیت انجام شد دومنسل  لنتی ویروسی

 کللارگیری روشهبللهللای انتقللال ژن، دیگر روش بیناز 

 سلللمی دلیلبه ی پرایمریدر ماکروفاژها شلللنیالکتروپور

 یسلللول میرومعمولاً باعث مرگمعرفی شللده،  DNAبودن 

شود که یم یدرون سلول اتیقابل توجه و آزاد شدن محتو

های ممکن اسللت پاسلل  دفاعی سلللول در برابر آلودگی

شناخته  یپاس  ماکروفاژ یعنوان القابهویروسی باشد که 

ست سفکشن نتر از آنجا که در ن،یعلاوه بر ا .[33] شده ا

شنو الکتروپورشیمیایی  سم DNA از ی باکتریایی  یدیپلا

فاده می لهیمت ریغ CpG هایتوالی یحاو شلللود، اسلللت

 یالتهاب یهانیتوکیسلللسلللازی مسلللیرهای تولید و فعال

عال  نابراشلللوندمیماکروفاژها ف موجود  یهاروش ن،ی. ب

 یکیولوژیزیف تیوضلللعممکن اسلللت  د،یپلاسلللم لیتحو

 یهاداده ریماکروفاژها را مختل و تفسللل تیجمع یعیطب

  .[34-36] کند دهیچیرا پ یتجرب

قرار بود در  RAW264.7ماکروفاژی سللللول  ،کهییاز آنجا

، ترجیح داده مورد استفاده قرار گیرد in vitroآتی  مطالعات

شن  دلیل احتمال فعال کردن بهشد که از روش الکتروپوری

 ،یگرد سویاستفاده نشود. از مسیرهای التهابی ماکروفاژها 

ناقل بیولوژی، هایدر آزمایشگاه در حال حاضراز آنجا که 

 هاسرویویو لنت هاروسیبر آدنوو یمبتن بینوترک یها

 کارآمد اریبس به ماکروفاژها یکیژنت یانتقال ساختارها یبرا

ست شد که در این مطالعه  ،[37]نده صمیم بر آن  بنابراین ت

سلول  شن پایدار  سفک از وکتورهای  RAW264.7برای ترن

مورد استفاده برای  MOIمعمولاً ویروسی استفاده شود.لنتی

می 1/0-10های مورد اسللتفاده در حدود اغلب سللل لاین

ی سخت ترنسفکت این مقدار تا هاسلولباشد لیکن برای 

بد.می هم افزایش 50-100 عه  یا طال تعیین میزان در این م

ستفاده از کیت الایزای  سی با ا شان داد که  p24تیتر ویرو ن

س 72 سلول ساعت پس از ترن شن  میزان  ،HEK 293Tفک

ا برابر بدر بهترین شرایط،  TU/mLبر حسب ویروسی  تیتر
 ،264.7RAW سلول ترنسداکشن برایباشد. می 47/1× 710

از  ،صلللورت مسلللتقیمهب نشلللدهتغلیظ علاوه بر ویروس 

MOI سه  50 و 30، 10، 5های سداکشن  نر برای مقای ترن

دن ذوب ش-از آنجا که هر سیکل فریز ستفاده شد.ا یسلول

ندمی ویروس ندین تا  توا جه برابر چ درت قتیتر و در نتی

ه، اسللتوک تهیه شللده برا کاهش دهدزایی ویروس عفونت

 گراددرجه سللانتی -80صللورت تازه بدون اینکه در فریزر 

ه بر علاو. شدقرار گیرد در آزمایشات ترنسداکشن استفاده 

ستدر تحقیقات  ،این شده ا یا هگزادیمترین  برنیپل ثابت 

 ربراب چندینتا را  ترنسللداکشللن ویروسللیراندمان  برماید،

مولکول کوچک با بار  کی این ماده .[38] دهدیم شیافزا

ار ب و شللودمی متصللل یمثبت اسللت که به سللطوح سلللول

صال ب بنابراینو  کندیم یرا خنث یسطح س نیات شبه  دیکپ

 .[39-41] دهدیم شیرا افزا یسلللول یو غشللا یروسللیو

ساعت با  24به مدت  RAW264.7ی هاسلولبدین منظور 

غلظت  هبرن بپلی همراه باویروسلللی ی تازه رناتانتسلللوپ

 رایبدر ادامه شدند و  آلودهلیتر میکروگرم بر میلی 8نهایی 

سکوپ  ستفاده از میکرو شن با ا سداک سه کارایی ترن مقای

سی  سنت برر شان 2شکل همانگونه که در  .شدندفلور  ن

هداده شده است استفاده از استوک ویروسی تغلیظ نشده ب

صللورت مسللتقیم سللبب ترنسللداکشللن موفق سلللول 

RAW264.7 ی ترنسداکت هاسلول، با این وجود تعداد شد

های مورد اسلللتفاده MOI بقیهی از دارمعنیطور شلللده به

دم وجود عوجود یا بررسلللی  برای ،تر بود. همچنینپایین

 ،زایش غلظت ویروس و نر  ترنسلللداکشلللنبین افرابطه 

 .ارزیابی شد MOIافزایش میزان 
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 راندمان انتقال، MOI شیبا افزانتایج حاکی از آن بود که 

تا دارمعنی طوربهنیز  افزایش و پس از آن  MOI 30ی 

کاهش میکاهش می که این  بد  ند یا یلبهتوا سلللمیت  دل

شدغلظت سلول با در واقع به .های بالاتر ویروس بر روی 

هر چه غلظت ویروس بالاتر رفته  MOI 30رسد تا مینظر 

 یانتقال لنت، سللللول به سللللول یهاتماس در اثر افزایش

 .(2)نمودار  ر  داده است یکارآمدترصورت هب روسیو

آنالیز تکثیر سللللولی )ارزیابی سلللیتوتوکسلللیسلللیتی( در 

MOI های مختلف با اسللتفاده از کیتMTT  نیز تایید کرد

مانی سلللول که دوزهای بالای ویروس سللبب کاهش زنده

، زنده 50MOIای که در به گونه .(3 نمودار)اسللت شللده 

بوده است که در مقایسه با  درصد 74طور میانگین مانی به

30 MOI طور معنیبه( داری کاهش یافته استp≤0.01.) 

 گیریو نتیجه بحث -4

 برای یمتعللدد یهللاروش تللا بلله امروز ،کللهیدر حللال

ست شده ا سط داده  شن ب سفک صلیکن ، ترن ز ا یانواع خا

 راندمان ند یاهست مقاوم هاروشاین از  یاریبه بس هاسلول

شللود به نحوی که اصللطلاحاً گفته می ،دارند ینییانتقال پا

 .ترنسللفکشللن ژنی فرایندی وابسللته به نوع سلللول اسللت

ها به درون ند برای انتقال ژنهست محققان همواره در تلاش

سفکت،ی هاسلول سل جدیدتری بافر سخت ترن ا رهای ن

 موانع موجود در ترنسللفکشللنتا بتوانند بر  توسللعه دهند

انتقال ژن به داخل برخی  ،با این وجود .غلبه کنند هاسلول

خونی  یهاسلللولپرایمری و  یهاسلللول ،مانند هاسلللول

صلورت تلاشلی هو گاهاً ب مشلکل، اغلب هاماکروفاژمانند 

کدام روش ترنسللفکشللن  نکهیا ینیبشیپ و ناموفق اسللت

تا نیبهتر با  جین  کندیم جادیخان ا یرده سللللول کیرا 

شوار  ستد که  RAW264.7 ماکروفاژی یهاسلول. [42] ا

بات عملکرد لیدلبه نا یث ها برا یذات ییو توا جام  یآن ان

س سیو پ توزیفاگو  زبانیم یاهکنشمطالعه برهم یبرا توزینو

 بسلللیاری از یسلللنگ بنا هسلللتند و یو پاتوژن ضلللرور

دهند از را تشللکیل می یشللناسللیمنیا یقاتیتحق یهاتلاش

سته  سختهاسلولد سفکت محسوب میی  که  شوندترن

  .کنددستکاری ژنتیکی آنها را دشوار می

حاصل از این مطالعه  RAW264.7سلول  نتایج ترنسفکشن

که هیچیک از بافرهای شللیمیایی منجر به انتقال  نشللان داد

شدند. GFP ژنترنس سلول ن ست ا این در حالی به درون 

بافر  با  کار  مل  به  FuGENE® HDکه در دسلللتورالع

سلول  سفکشن موفق  ست RAW264.7ترن شده ا شاره   و ا

 Lipofectamineهللای شللللاخص بللافر یکی از ویژگی

TM3000  کت ده برابری  تا ، افزایشthermofisherشلللر

ی سللخت ترنسللفکت میهاسلللولکارایی بافر حتی برای 

شد.  ستفاده، تنها یکی از موارد با از آنجا که نوع بافر مورد ا

عدد دخیل در  قال ژن میمت عدم این  ،باشلللدبازدهی انت

ند می موفقیت جمله آن  از ر  دهد کهدلایل زیادی بهتوا

مدت زمان  ،پروتکل ترنسلللفکشلللننحوه اجرای توان می

تراکم سلولی در زمان ترنسفکشن، نسبت بین انکوباسیون، 

DNA  ،شن سفک صالیو بافر ترن ستح سمید ا و  کیفیت پلا

مرحله در پایان مورد اسلللتفاده سلللازی  حتی نوع بافر رها

ستخرا  پلاسمید شد ت پژوهشدر این . را نام برد ا ا سعی 

ستورالعمل کار با هر حد امکان  امی تمبافر، سه مطابق با د

شرایط  سباین موارد در محدوده   نتایجکه  قرار گیرند منا

شان داد  سلول ر  ن تغییری در بازدهی انتقال ژن به داخل 

سیار بالا بود از آنجا که  نداد. کیفیت پلاسمید استحصالی ب

د. باش بوده عامل بازدارنده ترنسفکشنرسد که به نظر نمی

سلله بافر شللیمیایی هیچیک از ترنسللفکشللن با  سللوییاز 

ضوع که آمیز نبود موفقیت ست باین مو دلیل عدم هممکن ا

سلول کافیورود  سمید به داخل  ضم نوکلئازی  و یا پلا ه

DNA  عملکرد های ایمنی ناشی از واکنشبخاطر وارد شده

ماکروفاژی بوده یک سلللول  عنوانبهسلللول  کفیزیولوژی

یک سلول تقسیم  RAW264.7سلول  ،دیگر سوی. از باشد

سفکت  شد لگاریتمی ترن ست و چنانچه در فاز ر شونده ا

به ژن ورود  نباید با مشلللکل عدم در حالت معمولشلللود 

شود، با این سته مواجه  توان در مطالعات می ،حالداخل ه
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به داخل هسته  DNAبعدی از بافرهای تقویت کننده ورود 

های شللیمیایی در ترکیب با روش nucleofectorمانند بافر 

 .کردو الکتروپوریشن استفاده 

شرکتیمحقق سال اخیر ن و  های تجاری مختلف در چند 

 ترنسللفکشللنبرای نسللل جدید انواع متفاوتی از بافرهای 

توسعه داده اند که ی خونی هاسلولی پرایمری و هاسلول

کل یت در پروت ید با موفق تای های مختلف مورد آزمون و 

سفانه قرار گرفته سیاری از اند. متا ی بافرهااین از آنجا که ب

سترس  سل جدید در د سی ن شور ماغیر ویرو  محققین ک

ستند یا  ستفاده ازنی سل لاینی  ا شن هر  سفک آنها برای ترن

ست  ستلزم بهینهممکن ا شدم در ، سازی موارد مختلفی با

عه  عنوان یک بهکه ویروسلللی لنتیاز وکتورهای این مطال

 را هاسلللولاز  یعیوسلل فیط که ابزار قدرتمند انتقال ژن

 برای سازندیها را ممکن مژن داریپا انیو ب دادههدف قرار 

 اسللتفاده RAW264.7افزایش کارایی ترنسللفکشللن سلللول 

حاکی از ورود موفق  حاصللل از این مطالعههای یافته .شللد

بود  GFPذرات ویروسللی به داخل سلللول و بیان پروتئین 

سو با نتایج ب ضوع هم ست آمده در تحقیقات هکه این مو د

یانگر هاسللللولبر روی قبلی  بالای ی مختلف، ب بازدهی 

قال  های ویروسلللی در انت خل ژنوم  ژنترنسوکتور به دا

شدسلول می سی و  ،همچنین. با ستوک ویرو سیون ا فیلترا

 دارد معنیبهبو، منجر به بالا تیتربرای رسللیدن به تغلیظ آن 

شن و افزایش بیان ژن هدف  سداک  که این شدبازدهی ترن

موضللوع بیانگر کارایی روش فیلتراسللیون در افزایش تیتر 

در مقیاس کوچک آزمایشگاهی  زایی آنو عفونت ویروسی

  است.

انجام برخی اصلللاحات  داده اسللتنشللان متعدد تحقیقات 

در معرض قرارگیری بیشلللتر  برای یشلللننوکولیاسلللپ نظیر

بر روی چاهکترنسداکشن سلولی  ،[43] ویروس و سلول

، ترنسللداکشللن [46-44] نیرترونکت های کوت شللده با

 [49و50] vectofusin-1استفاده از پپتید و  [48و47] مگنتی

سلول سبب د نتوانیم شش ویروس به  صال پو سهیل ات ت

قال طیبهبود شلللراهدف و  به هاسللللولدر  انت قاوم  ی م

سی شن ویرو سداک  در مطالعات بعدیبنابراین،  .شوند ترن

هبرا  هاو کارایی آنکرد اسلللتفاده  هااز این روشتوان می

سه با صورت جداگانه  سی و بافر پلی در مقای تغلیظ ویرو

 ،ینبر ا علاوه .کرد ارزیابی پژوهشبکار رفته در این  برن

عات پیشلللین  از آنجا که بر خلاف ماکروفاژهای در مطال

به کمک  RAW264.7ترنسللفکشللن سللل لاین ، پرایمری

توان با می [22] الکتروپوریشن با موفقیت انجام شده است

، و مقایسللله آن با روش ویروسلللیکارگیری این روش هب

 .کردکارایی دو روش را با هم مقایسه 

تولید ذرات ویروسللی راندمان  با توجه به تفاوت ،همچنین

پیشللنهاد می یکدیگر،با  HEKهای مختلف سللل لایندر 

 30که  کرداسللتفاده  Lenti-X HEK 293Tشللود از سلللول 

سل لاین والدی  شتر از  شتر  برابر 6و  HEK293برابر بی بی

علاوه بر  کند.ذرات ویروسی تولید می 293FTاز سل لاین 

سمیت و بهبود زنده برای این، سلول میکاهش  توان مانی 

های بافردیگر و  PEIدر مقایسللله با  ®PEI MAX بافر از

ننده برای ترنسفکشن سلول تولید کترنسفکشن لیپوزومی 

 ویروس بهره برد.
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Abstract 

Macrophages are considered a particularly challenging cell type to transfect. 

Given their importance as therapeutic targets, developing a successful 

transfection method for these cells is highly desirable.The efficiency of 

lentiviral transfection was compared to three commercially transfection 

reagents (Xfect™ Transfection Reagent, FuGENE® HD, and Lipofectamine 

TM 3000) in RAW264.7 macrophage cells. Following optimization and 

production of lentiviral particles in 293T cells, RAW264.7 cells were infected 

with varying MOI. Transduction efficiency, cell viability, and metabolic 

activity were measured and compared to the transfection efficiency of the 

chemical methods. None of the three chemical transfection reagents 

successfully transfected RAW264.7 cells. In contrast, the lentiviral method 

achieved transduction even at the lowest concentration of viral stock, with a 

green fluorescent signal observable under a fluorescence microscope. 

Increasing the viral stock concentration and using higher MOIs (up to 30) 

significantly (p≤0.0001) increased transduction efficiency. Despite requiring 

more time and effort than chemical methods, lentiviral transduction exhibited 

superior efficiency in transfecting hard-to-transfect cells and further 

improvements were achieved through some modifications such as virus 

concentration, the use of polybrene, no viral freezing and O/N incubation with 

concentrated viral particles. Since other parameters, especially the use of 

retronectin and spinoculation, are effective on the efficiency of the virus 

infection process, it is suggested that they be considered in future studies and 
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given the encouraging data of this research, this completed method can also be 

applied to other difficult-to-transfect cells, such as different types of stem cells 

or primary cells. 
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