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 !����/>�TAcloning �"�I���  ��' J/9@� �PCRJ/�� �� ��*��- KL� � F�� ��"�� M��>� ���*��- �/�?� M��" ��  ���)TOPO10 (One-Shot���� �� � M��>��Mini-Preparation��' (��H�� ���.NOP �

DNAF�� ��' ���"���/9: KL� � ��"�� H�/����)G� J� ��� ���G/: .D�>�" !�2� 5ة=� F*%P  � ��' UD�>�" !�2� �F�� ��2� 5=� � 5,�< Q�,�� !��� � �"�/R� F�" F*%P  .���*' !�2� ST F*� ���

�>�"�H���� �F�� "�������� (G/)G/� �?��� ������� .

atgctagtgcctactgcgct 1*tgctcggctgctgagcctgttccagcaacagctgggttccctctg
gagtggcctggccatgctgttctgctggctgagaatagcattggggtggccagatcctggaaa
gggacagccacgggtccggggtgagcccaaggagactcaggagacccacgaagatccag
gcagtgctcagcccacaacccccgttagtgtcaactaccacttcacgcgtcagtcaactacaa
atgtggcttctgcttccacacggccaagacatccttcgtgctgcccctggaggaggccaagcg
aggactgcttctgctcaaacaggctggtatggagaagatcaacttttcagaggagaacccttcc
tacaggacaggggtgaatacttgggcaagctcgtgagattctgcaaggaggagctagccctg
ccctctgtgagcatagtgagcaatggcagccttatccgagagagatggttcaaggactatgga
gactatttggacattcttgctatctcctgtgacagctttgatgagcaggttaatgtgctcattggtcg
tggccaanggaaaaagaaccatgtggaaaaccttcaaaagctgcggaagtggtgcanggat
tacaaggnggctttcaagancaattncgtcattaatcgcttcaacgtggaccaagatntgaatg
agcacatcaaggngctganccctgtccgttggaaggtttnncaatgccttctgat2*tgagggt
gaaaaaccaggagaagatgccctgagggaagcagaaagatttcttataagcaatgaagaatt
tgaagcattcttacagcgtcacaaagatgtgtcctgcttggtgcctgaatctaaccagaagatg
aaagactcctaccttatcctggatgaatatatggctttttgaactgtaccggtggccgggaagg
acccttccaggtccatcctggatgttggcgtggaggaagcgatcaaattcagtgggtttgatg
agaagagtttctgaagcgcggggggaagtatgtatggagtaaggctgacctgaagtctaga
ctggtgaggtgagatggacggagactctaaccagctacgaggagtccacgagcagccgctcgc
caccacgcacatctggctgtctac tggactcctcgtagctggtt 

�/9:�/9:�/9:�/9:UUUU:::: V"��:  !�BEST-5

كار برده شده در هنس پرايمرهاي باسك. ت مقايسه گرديده اسBLAST در سايت BEST-5 مقايسه و ميزان مشابهت آن با اطلاعات مربوط به ژن (Nucleotide Database) توليدي در اين تحقيق است كه با DNAنس اتصوير سكن يا

1به طوري كه ناحيه باشند يمنس شده ادهنده نواحي سكها نشانشماره. باشند ميReverse)(نس پرايمر برگردان ا و مستطيل انتهاي حاوي سكForward)(نس پرايمر جلوبر اي حاوي سكيها است به طوري كه مستطيل بالاداخل مستطيل

 كلون شده با اطلاعات ژن در DNAدهنده ميزان مشابهت بين دهنده ناحيه دوم بوده و نشان نشان2 است در حالي كه ناحيه 98% باز و به ميزان 730 باز مشابه از كل 716 با تعداد BLASTنس و اطاعات ژن در ابهت بين اين سكدهنده مشانشان

BLAST باشند تفاوت از ژن مبدأ در بانك ژن ميةدهند نشانزير آنها خط كشيده شده است ي كه يبازها.  است99% باز و به ميزان 350 باز مشابه از كل 348 با تعداد.

BEST-5
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���! : 3تصوير  ,�G��<mRNABEST-5J/�� �"  
�� �� J/�� F2? (G/*N� B�@� �" ��' �"�" F2? ��W? ���PCR

ابتدا .  پوشيده شده بودند كشت داده شده استIبا ماتريكس كلاژن نوع ي كه مخصوص كشت بافت بوده و از قبلي سلول درون پليت ها2-5×106 جداسازي و بين Sprague Dawleyي نژاد يد مطالعه از كبد موش صحراهاي مورهپاتوسيت

پس از سه ساعت انكوباسيون محيط .  كشت شده اندc°37 در دماي O2% 95 و Co2% 5انكوباتور با شرايط در  ساعت 3سلول ها به مدت . كشت اضافه گرديده اندهاي هاي جدا شده در محيط كشت اوليه  به تعليق در آمده و سپس به پليتسلول

براي . اند منتقل گرديده-c°80 به RNAآوري و براي استخراج هاي هپاتوسيت د رتريزول جمعلول ساعت ادامه پيدا كرده است در ساعات مورد اشاره معين س48كشت نگهدارنده محيط كشت اوليه جايگزين گرديده است و فرآيند كشت تا 

 كلون شده DNAهوسيله بPCR. الكتروفورز گرديده% 1ي فرآيند روي ژن آگارز ي انجام شده است و محصول نهاRT-PCR آناليز RNAميكروگرم از هر نمونه 1ا بها استخراج و خالص گرديده است و  سلولRNAانجام آزمايش 

كشت سه  = 2 شماره ,زمان صفر = 1شماره : هاي برداشت نمونه براي آناليز عبارتند اززمان.  باز استGAPDH835 باز و براي 1189 تعداد BEST-5 براي PCRاندازه محصول .  انجام شده استGAPDH و BEST-5پرايمرهاي 

. ساعته48كشت  = 6 ساعته و شماره 35كشت  = 5 ساعته، شماره 24كشت = 4 ساعته، شماره 5كشت  = 3 شماره ,ساعته

UI���%JK ��� �� �3 4��$%����$
 |�F��� "� BK � ����

��V � 12BEST-5 !< * S�8�� �� &�( x���� 12 Mini Preparation � 

 �R�*�*$�%�-�L 3�ECORI �;�� �� �"�%��/ +���. &���L � 3 �

)�`�3 �c( .������� ��/�� cDNABEST-5� 1�0� �� � *
 ���

��I��� &"���� �� ��I��� 1"� ��� "��� 3 ����� =��
 n��!� 12 4

��� *�  =���%��V���I� S�8�� �� *
 �#���� � �3 �

Northern Blotting���� ��/�  .�3 "� BK * !< 4Midi Preparation �� 

�;��� � +����. @���� 43 �)�3�`�Y .(���� *��� 1��� 1�0� 

����� ���� 12 1�BEST-5 �� ��$%������ �"�%��/ "� BK *� � 

 ,�� "� +0
RT- PCR� Northern Blotting �( &��'�%�  .����

���3���L � *��� -�� 1�-� � ��G�% �� 12 1�� 1��" "� W4

"�%��/�D� *� ������ �� � 1��� +0
 � +0
 >��$%�� �� �� 

���3��. *�3� . 12BEST-5 "� ��$%����	
 � "� BK *�G�% *% 

V��:���K 3�����BEST-5��� � 1�$
 ��:� ��`V � � 1��� 4

��. @����3 �)�`�3 �Y (%��� "� BK *
�2����� � � 

���3�� ��/�� ��GJ:� �� *��%3 +BLAST� *� � 1�-ll% 12 �� 

BEST-5 ���7 ���+(��  .cDNABEST-5 1��G *� 3 |��K #

����8��  S�Northern Blotting+;�. ���< &��'�%� ����  .� ��3 4

� ,���� 1�-� 12 1�BEST-5 �!% �� RNA��. * ��!� 3� .�� 1�-

�� 1�mRNABEST-5��� ���D� �� � *)�'X +G�% (��� � �
 ��

��V �� +%� ��I�� =��<�� �� 1�-� 1�mRNA� 3 �� M<� �� 12 4

"�%��/�%���C� �+����H� � ���*�G�% *% D� �� ���L � >

�-;� ��( *� +0
3 � � *�-
��3%� ��7 �V ���� .���L� -

���L� �� &�( S�8�� t test @J�7� *
 ��� 1�0� � ������ � 4

�� 12 1�BEST-5 �% � S�% +G�% ��31��" ����%��� � &�( 

 ���� ��/�)kc/kP<(.

GAPDH 835 bp

BEST5 1189 bp
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 پوشيده شده بودند كشت داده شده Iبا ماتريكس كلاژن نوع ه مخصوص كشت بافت بوده و از قبل ي كيها سلول درون پليت2-5×106 جداسازي و بين Sprague Dawleyي نژاد يهاي مورد مطالعه از كبد موش صحراهپاتوسيت

پس از سه ساعت . اند كشت شدهc°37 در دماي O2%) 95( و Co2%) 5(انكوباتور با شرايط در  ساعت 3ها به مدت سلول. اندهاي كشت اضافه گرديدههاي جدا شده در محيط كشت اوليه به تعليق در آمده و سپس به پليتابتدا سلول. است

 منتقل -c°80 به RNAآوري و براي استخراج تريزول جمعهاي هپاتوسيت دردر ساعات مورد اشاره معين سلول.  ساعت ادامه پيدا كرده است48محيط كشت اوليه گرديده است و فرآيند كشت تا جايگزين ت نگهدارنده انكوباسيون محيط كش

 BEST-5 از ژن cDNAيك پروب . جداسازي و سپس به غشاء نايلوني منتقل گرديده است% 1سازي روي ژل آگارز  استخراج شده پس از خالصRNA. ها استخراج و خالص گرديده است سلولRNAبراي انجام آزمايش . اندگرديده

 نشان دهنده يك نمونه نورترن بلات A تصوير A). اندازه گيري شده است) افي قرار دادن غشاء نايلونبا در معرض فيلم راديوگر(به غشاء نايلون اضافه و پس از مدت لازم غشاء شسته و راديواكتيويته ) هامواد و روش(دار شده كه با راديواكتيو نشان

(Northern Blot) است كه باdCTP[α-32 P]cDNA BEST-5 دار شده استنشان .rRNA18S نيز براي استانداردكردن مقدار يكسان RNA2، زمان صفر = 1. هاي ژل استفاده شده است در چاهك = RNA،سه ساعته  

3 =RNA24،4 ساعته =RNA35 ،5 ساعته = RNA48ساعته  .(B تصوير B بيان ژن BEST-5در اين آناليز ميزان بيان .  نشان داده شده استBEST-5 بيان لحاظ و بيان ژن در ساير ساعات با % 100ها به عنوان  ساعته هپاتوسيت5 در كشت

.تدار تلقي شده اس بوده است اختلاف معني>01/0Pي كهي براي كاهش آزمايش انجام شده است و در جاmean±SEMساس اعداد بر ا. آن مقايسه شده است

X@�X@�X@�X@�
%������ 3��� * !< +���� @���� *
 ��� 1�0� 3 * !< 4
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Summary
Evaluation of the Stress Effect on Expression of BEST-5 Gene in Cultured Rat Hepatocytes and Cloning of This 
Gene
Hassanshahi Gh., PhD.1, Jafarzadeh A., PhD.2, Hakimi H., PhD.3, Rezaeian M., PhD.4, Vazirinejad R., PhD.4, Tabatabaee S.Z., 
MSc.5, Esmaeili A., PhD.6, Dickson A. J. PhD.7,
1. Assistant Professor of Hematology, School of Medicine, Rafsanjan University of Medical Sciences and Health Services, Rafsanjan, Iran 2. 
Associate Professor of Immunology, School of Medicine, Rafsanjan University of Medical Sciences and Health Services, Rafsanjan, Iran 3. Assistant 
Professor of Microbiology, School of Medicine, Rafsanjan University of Medical Sciences and Health Services, Rafsanjan, Iran 4. Assistant 
Professor of Epidemiology, School of Medicine, Rafsanjan University of Medical Sciences and Health Services, Rafsanjan, Iran 5. Instructor of 
Health Management, School of Medicine, Rafsanjan University of Medical Sciences and Health Services, Rafsanjan, Iran 6. Assistant Professor of 
Health Science, School of Medicine, Rafsanjan University of Medical Sciences and Health Services, Rafsanjan, Iran 7. Professor of Biochemistry, 
Faculty of life Sciences, The University of Manchester, England

Introduction: Liver has important roles in body metabolic regulation and for this reason hepatocytes are used 
worldwide. Investigations showed that isolation of hepatocytes causes activation of stress related genes. The aim of this 
study was to study the stress related expression of BEST-5 following hepatocytes isolation and culture.
Method: The BEST-5 gene is cloned and analyzed for the first time from isolated and cultured rat hepatocytes. Very 
little is known about this gene and almost nothing is known about its function. RNA was isolated from hepatocytes after 
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3h culture and used for generation of PCR products corresponding to the BEST-5. cDNA generated was cloned into 
pCR®2.1 plasmid vector. Following transformation into TOPO10 oneshot cells, the cells were grown in LB agar 
plates containing X-Gal and ampicillin, overnight at 37°C. To confirm that the plasmids contained inserts of the correct 
size, the vectors obtained from mini-preparations were digested with the desired restriction enzymes. 
Results: Sequencing was performed for the gene. RT-PCR and Northern blotting analysis showed that BEST-5 mRNA 
is expressed, 3h after isolation and culture of primary hepatocytes (3h) BEST-5 mRNA was observed until 5h of culture 
and then there was no detectable band of BEST-5 at further time points. Comparison of expression of the level of 
mRNA of BEST-5, when data statistically were analyzed, showed a significant difference between the expression of 
BEST-5 mRNA expression at 3h with 0h, 24h, 35h and 48h of culture (P<0.001). 
Conclusion: According to the results the stress induced by hepatocytes isolation and culture leads to the expression of 
Best-5 time-dependently.
Key words: BEST-5, Stress, Hepatocytes, RT-PCR, Northern Blotting

Journal of Kerman University of Medical Sciences, 2006; 13(4): 195-202
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