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 ?�+  MO�

H#$�"�� Colony PCR PC ��// 5
�C�" �+�" � � # +,�-� ���� ��+, ���  1P�;!Escherichia coli TOP10 IJC �
 K* .10 Q+�>;#
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#�(5����� ����������� 6(����4 ��� ����� )�����(� ������ 

�� �+&�7 )1
� .(  �� )��0� ��������� ��    ,���� ��� �)

#��(� ���� �1
�� �� %;( ���7 
� 
�<� �� ����  ����7 :

I � -��"�������� ��� α 0β 0ε 0δ 0ω 0κ  �τ ��  >��"�� 

#�? )&�  ���7 
�II    ���� ��@�( A��   
�� ��BC    D��+

��������� γ $�� ���7 .III � ���������  ���  
��  7���(� 

������"�� ��"�� ���+� ���BC� -����" �� λ1 0λ2  �λ3 

�� ��"�� ;�%� 3��4 )& �<� $+�EC 
� ��� � ������ 

�@� F;+� ��E� �� ���� )2 .(  


��&���� &��H ���������I�� ,��� �� ��J  #����� 

�1 ��$��� �� .�� ,���0 ���������� �) ��� 
� 
� ���(

%;( ���7�<���� � .&��+�������� α K��� JI�� ��  ���� 

����#��� � �1 
�)�������� ����#���  �� 
�E7�  &��" 0(

��������� β   K���� J�I�� ��  ���� �� ���L�����   �1 
��)

��������� ����L����� � 
�E7� &�"� � (� �������� γ   ���

K��� JI�� ��� ��E�#��� � �1 
�)�������� �����   
��E7

�� &�"(0 � )&�� %;(�< ����  ���  ��� 7� ��+� )4 -3 .(

��������� α  �β  ���7 )&I �&��+�. � ��������� ��   )���P

�&�+) �@� F;+ �� $+�EC Q���� )& ��� �� ����� 

 Q�@�#� ����E �� ���� )5  .(  

��������0  �&&������) )����%�  5����E�������� #�(���� 

�)�& K�S"��� ��������� ���� ��(�+T�   
����7 )�� 
�

$�� ��"  D��� .IFNβ-Ia )Interferon beta-Ia (  D��+

����� �����)�&�� �&) )& 
��� $���� � #������ CHO 

)Chinese hamster ovary (#�(�� ��  �"� � &IFNβ-

Ib �� D�+� ���)�&��   � �� �&�E���� ��� 
� $�� <��%� 

��+�� E. coli )Escherichia coli (#�( 
���  ���  ��)� .

#�(�� ��������� ���� ��(�+0T� K��� )&  ���� E. coli 

(LSI� �� ����� )&� &�� ������ $��> � 
�� ����  
�

���������  �����  � �� -�U�? ���  �'� )& 0V�)W�   
��

�& 5)�U��� #�� ����H� &��� ��  ��"  � 
�� ���  ����0 

�X(Y� ����� �� ���������  )��� 
� �) ����  �%�)�� 

$P� � $X� 7�� ��(-� �� ��+) &7-6 04.(  

��LC 
�0  YXI�$�� ��" � 
� ���������  ����� 

#�(���� � V�) 
��� ����"0������S� ��
��I� #���$��� 

U�\�.�� �4���  ���(    �� D��� 
�� $��%+ ����   ���I+

����� �����& )7����� 
���� .(�� )����]��0 �����U )&^� 

�$%� �)�&0�� �<�%� ���  #���� $I��   ��)��+���%4

�(_� � �&�&� ) �+�"8� )& .(�� 
�#�a�0  � _a�� ���� 

� � ��������  �����  +��%+�� �&) )& �  #����� �� ��
 � 

�����   ������ ���� ����" $SE��%+��( ����%+� � ��+ � 

pBud.CE4.1 IFNβ Wild Type      ����7 )��� 
�� ���

V�) Real-time polymerase chain reaction 

)Real-time PCR( /����� �".  
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��� )���]�� 
���#�a� � ����)�� ��b���� ������ mRNA 

)Messenger RNA( ������������ 0������ �� )������� 

pSVMdhfr �����? �  ����������� ������ �+���%+� 
��� 

������C ���H#� $��@ D���/+� PCR �&�E����� ����&�7 .

��������4 �U�\�.� �� �&�E��� ��  D��+  )�b��� Oligo7 

)Molecular biology insight, USA���'+ 
��� (� 

?���� cS( ��S�� 
� �+�"�� ?�+
� �  ������ �� �  � 

���������  �����  +��%+�� �) ���   )�����pSVMdhfr 

.&�" <����  

��4 )&������ F  �R0  #���(�   � 
�� d����� ���H� 

����"�� b+1<�  ���� KpnI  �BglII     ����� )��]�� 
��

 �&��+� )���� )& 
�aP�+�� pBud.CE4.1   �&�& )���P

(�6���+ �� �&�E����� .���"������� GG ��4F� ���� ��$� 

��"��� KpnI ��4 )&����� (�6���+ � $���)������� TC 
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���� � ����	
	��  ����� �� ���pBud.CE4.1 ����� ��	
� ������ � 

� �� e4��H� "��� b+1<� BglII ��4 )&���   0$�I7��

����" ��S����  � 
�f �� ���I� � ���H�    W���( V���

b+1<� � <���� �)� &��+ �?��� .� ��4 ����    
�� $�I7��

�'+�  &���     <��. ����� 0�1 )& 
��TGA    g��� ���

 &) ���S�� ��" <���� �����  6(���4�� #�( ���    ��� ���"

�+1 �� �&�E����  &���� HisTag  &�7 gh�? ��� ��� .�� 

    �I+��. T�#�P i�E? K���+& 
� � )�]��� � � �  ���� 

#��(� �0������%� (�6���+ �& ��� GA  �4F�  ��� ��$� 

"��� b+1<� KpnI  .�" �&�& )��P  

���S�  ���@� -�����C ��� � )& 
�����b���  
����(

jJ(��$�� )�h70 #��( &���   
���?� T����  ������ � 

 
��( 2��" ������ #��( ����� � k�b�� �"��>   
��

 )��� 
� 6(��4 )��;���    �� ���" b���� A�� mRNA0 

#��( 5)�P 
� 
�%���� � �1 k�b�� �"��l( .���  #���(� 

  &b+ )��]�� 
�� k�b� A��    
�� �1 �&���+  $���j D���0 

�� �+��( �b�� 
�F�  A�� 
��( _a� �����+ #���( .� 

� �  )& k�b��������� ��f )& ����� ���H�   5���E��

#��( ��� ��( $��j*�  ��"$��#��( .�  
� k�b� $��j

 5)����UGCCRCCAUGG $�����  
����)& 0�1 R 

 g�����A��� )���4 �������� $����#����( .�  �  k�b���

���������  5)�U 
� ���GUCAACAUGA ��  ��"�� 

&b+ )�]�� 
� 
�A� � �&��+�� #��(�  #���( 
��   $���j

(�6���+ �& 0k�b���   ��� )& &����� m�2-  �5-   ���)

� 
� 
�(��H� �+�) ��n1�%��� (��   ���� 
�C l( ���� 

�������������� .�� $����@0 #������(� (�6���+������� 

GCCACCATGACC ��" $o�E? D�� 
� d���� � 

��4 )& k�b���� �� �� e4 $�)$� "��� KpnI  )��P

��4 .�" �&�&������   �&�E���� &)��    )&��4 5)��U 
��

#�b������ �� � ) 1�j�� ��)�0 �����( @(
� ��&�7.  

 F������PCR ��4 �� �&�E����� ������������ ��?����

��" � ��� ��& -S(��4 ���� °C 95 
� 5�� 6  0
�;�P& 

� 
��� K����+& �1 35 
��.�f -����" °C 94 
��� 5����   

30 0
�+�j °C 60 
� 5�� 30 
�+�j � °C 72  
��  5��� 

50 
���+�j � A��� 
��.�f � �����@+ °C 72 
��� 5����   

10 
;�P& D�/+� $��7.  
FP IFNβ:  
5'-GGGGTACCGCCACCATGACCAACAAGTGT-3' 
RP IFNβ: 
5'-GAAGATCTTCGTTTCGGAGGTAACCTG -3' 
  


�aP � cS(�� � ��"� � �� �&�E���$�   �� r��X����

 K )Thermo scientific, USA( Y#����. ������� 

&�7����<��� . �1 ���� ������0  )������pBud.CE4.1  ����

b��+1<� ����� KpnI  �BglII ��a.� �@+ )& .���"0$��� 


�aP � cS(�� a. )���� ��)& ��"0�   b�+1 W���(<� 

T4 #��H� &�7 ������  .  

   k��" &)��+����� V�) 
� K�\(� F���� K�\'�

()��?� ����� -.�& 
�� E. coli.TOP10   D)�E�%+��(

+��� Q�X�+� .�"� ���  ���?�  ��(�+ )����� T��   ���

�)� �4$��� LBA �)�&�  ���@+ $��]�n�� µg/ml 50 

�+1� �A�(��  ���s���    +���� .$���7 D��/+��  ����  ��
 

 V�) 
� ���1 $�&Colony PCR K���n �7�  ��"�+ 

+����� �� et��� �� ����� ����L4 r��X����� 0$���c��� 

.$��7 5)�U  

b+1 <B���� +�'���� b+1 ��<� ��� KpnI  �BglII 

+ �b� �(��� #��(� DNA ��4 A�� 
�������  ����C� 

Bgh Rev ��b�)0A(�� �����    0�1 �� e�4 .��" D��/+� (

���� � ��(�+T�  � A��� 
� $�� Lipofectamine® 

LTX plus™ reagent )Invitrogen, USA ��)& (

K��� ��� HEK293 &�7 $SE%+��( ��� .48   $C���

0�ISE%+��( �� e4 K���    ����� �� �&�E���� �� ��PBS 
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���� � ����	
	��  ����� �� ���pBud.CE4.1 ����� ��	
�� ���� �� 

)Phosphate-buffered saline ( 
��� et��� � 
���%"

�( A����%t� 05/0      ��� A��L� _a�� �� ��U)&

'� � �+�"W� ��? $I�� K���  
� �� A��   ��S#���

&�7 -;�������+�� . �E� '�W�  #���� $I��   )�& ���

rpm 1700  5�� 
�5 P&
;� .�" D�/+�  

@( �� e4 
�� �   #���� Q���)0�    *���X� -�?���

 r��X���RNA � -��#�)���& m��$� � � ���   D��/+�

$��7�)�� )�]�� 
� .� ��� RNA   ���" r��X����0 

 &�7 �&�E���� ���������St�� ��H��& �� ���.  
��  )��]�� 

���J( $'U � $�E�� 0r��X��� 
+��+  ���� RNA )& 

A��f K  �)�71 2  ��U)&  �)�h�7)��  ��" . F����� 

)�������( DNase 
����� A������ $������ DNaseI   

)Thermo scientific, USA ( ����  g����  gh��? 

�7&�#1 ��� DNA  5)��U  $���7 . $�@  ���)��  

�����  ������ 0�  ���� �&�E����� �� ����/? K&����� µg 2 

RNA0 b��� cDNA 5)�U $��7.  

F����  b���� cDNA  ���  5������( µl 4  ����� X5 

<�b+1 RT0 µl 1 �� 
� �&�� �  )��@�  ������ � RNase0 

<�b���+1 RT0 D�����+) ������bH� ��������4 � µl 2 ��   

dNTP mix )Deoxynucleotide triphosphates (

mM 10 � µg 2 �� RNA D�/+� � </? ��� F���� 


� A�� Q1 �P�� ��6���+ 
� µl 20 ��+��) �".  

)& 
�?�� � 0��� ��������4  ��U�\�.�  ����� �  

��������� ��� � �  
+�. ��&�7 eEf1a1 $@  F����� 

Real-time PCR ���� �&�E����� �� D���+)�b���� Oligo7 � 

AlleleID8.7 ?���� &�7 ��� .cDNA  b����  0���" )& 

 ������� Real-time PCR  �&�E����  ��"  ��( )&  5)��U 

����I� � �+�� ��� &)�� 0�]+ ���1)�� $.�� cDNA 

&)�� ���J( )��P &��7 .)&  ������ ��  $�+��&��7  �����& )& 

���� � 57 -50 
)& �  �+���� &���7  
��  )��]��  �]�(�< 

��&� K�\(� ��4� �����  �&�E���� &�7 ��� . e�4 �� �( ���� 

��@��� ��"�W $@ cS( ��0�  F����� Real-time PCR 

D���/+� h��4�$�� � ����+�v �1 
��� 5)���U ���'��� ����� 

0&)��+���� Q�w � cS(�� &)�� �)��� )��P $��7  .  

)& �@+�0$ 
�  )��]��  ��)��� P& ��m  ���+�v  F����� 

Real-time PCR0 ������� �� -�SI( ����+�� T���� 

� D�C -�SI( �+�� �����4 0����& 
+��+ ��  ��� ��) K  

�)�71 2 �U)& ��)�� �".  

  

���	 	
  

���� ���� � pBud.CE4.1IFNβ   

PCR �  ��������� ���  ��� ��)  )����� pSVMdhfr- 

���? 0�  �� �&�E��� �� ��������4  &)���  ��]+  D��/+� 

$��7 � �#�\'� �� K�� 564 $E ���  ���cS(  ��" 

)-S" 1  .(  

e4 �� D�/+� ������ 0x��+��� <B� ���b+1  ��� �& 

<�b+1 KpnI � BglII �� ��) )���� T���(�+ 5)�U 

$��7 � r��. 
�aP � 564 $E  �����  ���������� 

0����� &�)� _�'��U 
���aP )& )������ �) �����J( &����+   

)-S" 2  .(  

v���+  �	
�����  ����� � pBud.CE4.1IFNβ   ���

��� � ����� HEK293   

����L4 T���(�+  
�� ��)& �&) �  �#���� HEK293 


��� A���� $���� �������S��t�# )Invitrogen, USA (

$SE��%+��( ����&�7 .��L��C ���� 0�1 )& A��� F������ 

0
+�7�� )���� �P��  
��aP � &)��  0��+��"  
�� ��)& 

K��� �� $SE%+��( �" .)& A�L� 0�H�& K���  ���� 

HEK293 $SE%+��( ��I+ 
� ����C K��� ��� ���" 

$I� �&�& �" .-S" 30  ���I+  �����& � RNA ���� 

r��X��� ��" �� $I� �#��� �� �"��.  
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�	� 1 .���� �  !"�# Polymerase chain reaction 

)PCR (�� �#� ���"# pSVMdhfr-IFNβ �&' ��(	� )* 

)#�+��!,� ��� .�-./ � 564 �
' ���� )#�+��!,� ��� �� ��3+�4 �� 

�#� ���"# �5�� ��(	� 6,��7 .M )�8 �6!9� � ���6� � ��: 

100 �
' ���� )Fermentas (�4 6���.  

  

<,�� Real-time PCR  

D���/+� F������ $��+��&��7 PCR �����& C° 55 �) 
��� 

����C ���& 
��@� $@ ��cS( <�  ����� �&  � IFNβ 

� eEf1a1 &��+ ����( .-S" 40 ��'�� ��cS( cDNA 

�  g����� � �  
���+�. ��&����7 �) ����� F�������   

Real-time PCR ��I+ �� ��&.  

  

  
�	� 2>? @A9 .,:� #� �� ��7#�� :�BC�6 "����D  

���� 1 ���" E���  )����)V�� �&)�X+ � (���� 2 )���� a.� ��" 
� 

K�� 4595 $E ��� � �  ��������� ��� 
� K�� 564 $E ��� �) ��I+ 

�� ��&. M1 ����+� ��+ �1 ���� $E ���� � M2 ����+� ��+ �100 $E

���� )Fermentas ($��.  

  

  
�	� 3 .F��G��� RNA �� H��� �9� �	
���� �6� # H��� �9� �	
���� �68 )69��.(  

*#� (RNA K��� �� ��" r��X������ HEK293  )���� �� ��" $SE%+��(��(�+�T  ����  ��������� 0��� Q (RNA  �� ��" r��X���

K��� ��� HEK293  ��" $SE%+��(�� )���� �P�� 
�aP � &)�� 0��+�" r (RNA K��� �� ��" r��X��� ��� HEK293  $SE%+��(+ .��Ie4 

�� �)�����S#� 
+��+ �� )& K  2 �U)& TAE )Tris base, acetic acid, EDTA (��  ��#� V 70 
� 5�� 30 0
;�P& )& ���(� 
+��+ �� �& �+�� 

)& K  ���& �" .�+�� y�� d���� 
� ��� �?�� s 28 � �+�� ����4 d���� 
� ��� �?�� s 18 �������) �� �"��.  

M 

bp 564 bp 500 

1M 1 2 2M 

bp 500 

bp 4595 

bp 564 
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�	� 4 .�!I!4 ��(	� ��: � )#�+��!,� ��� �� ��5��� Real-time PCR )Real-time polymerase chain reaction.(   

*#�( �'��� cS(�� cDNA )complementary DNA (� �  IFNß0 Q (�'��� cS(�� �  ���" eEf1a1  ���)� cDNA� 
+��+� IFNß0 r (�'��� cS(�� 

�  IFNß  ���)� cDNA -U�? �� K������ $SE%+��( 0��I+ & (�'��� cS(�� �  ���" eEf1a1  ���)� cDNA� -U�? �� K��� ��� $SE%+��( 0��I+   

� (�'��� cS(�� �  IFNß  ���)� cDNA -U�? �� K��� ��� $SE%+��( ��" �� )���� #�.�0 � (�'��� cS(�� �  eEf1a1  ���)� cDNA -U�? �� K��� ��� 

$SE%+��( ��" �� )���� #�.�  

  

  
�	� 5. ����: ��,�34 � )��� )* )#�+��!,� ���� D�"��� �� ��� � ����� HEK293  

0
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)*� + 

 � ج

#  

٣٣/٢١  =Ct �٠/٢٢  =Ct 
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40                 30                  20                  10 =+�, 
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���  

�������� 0�� -���C K��� �#��� ���%� 
� 
� 5)�U 

)����4 W��( 2��+� *��X� K��� �� )& 3��4 
�  _a�� 

������� �� k���'� ���� )
��+ ���@�( ����+1 �  ���� (����#�( 

��  �+�" .�7z��  -���P  
��(  ���������  0���  ��j�  ��� 

<%�+�S�  ����  �#���� �  &��/��  5�����l(  �)����) )& 

K���  ����  g���  $�'(  W����"  {��.  $��� )9( .

��������� 0�� 
�  �����C  ���#��  ����7 ��  ���������  ��� 

������� �+���" .����������� ������ �+���%+� )IFN-β (

���6(��4�S��7  $���  
�� )&  3���4  
��  $�+�EC  ���� 

�������� )& K����� ����� $���L������ 
��� 5)���U 

�&��%7 ��#�( ��  >&��" ��  ���� 0�)  
�� �1  ���������� 

���L������ 
�E7 �� &�".  

��������� ��� )& �S"b4 
� 5)�U �&��%7  ����� 

���)& � &��@� �)���� ��� &�.  ������ ��  
��� MS 

)Multiple sclerosis(0 )���@� ����cS( �#����� � )���@� 

|) ������ � )& 
��/��+ �����)& ������� � b���+ �����)& 

$+�EC ��� ������ &)�� �&�E��� )��P �� &��7 )10 .(  

�& |�#�+1 ��������� ��� 
�  �����C �)�& )&  ����)& 

�)���� MS  �&�E����  ���  &��" )11 2��+ .( 0K��  D��� 

��n
����S��7 � ��6(��4 $'( ����C IFNβ-1b $�� 


� )& ������ E. coli   ���" ����� �  ������� )&  )����� 

 $�'( D���+ �)���/( BetaSeron  &���� $���� .D���� 


����S��7 � ���  0��6(���4 IFNβ-1a  ���  D��+  �)��/( 

Avonex � ���}�� Rebif $�� 
�  ��� ��& �1  ��� 

)& K��� ��� CHO ���� �� �+�" .1b-βIFN #�(��� 

����� )&0� )����1 �4��� �(� �7 D�� 
� $�%+
����S� 

>&)�&  )��� 
��   ���� 
���  ��
   �&)�1 $��& ��1)��� 

m��a� 1a-βIFN0 +���   ��/( 
��b�  �(y��� ��&�  �1 ��

�� �"�� )12.(   

 D���� m�)b(�� �0�)�& #�( ~C���� 1�+� &���  ���� 

c�.� n � ������� c�.� �C �����
� βIFN ��  &�"
� 

~C�� )�@� 5��j� �S� �#��� � F���  ��IX��j� �)�& 

�� &&�7 .��� -���C �4 ~C����� 1)�� �����1   ����)&

� �&���/� �+��� 5����j�� LC -��c���� 
���" <1�b+y���E+0 

�X(T� ���0� K���7 F��� ��� E���  $��L4 �  ���0 

7&�%��� � � &�� )& &)&��)��� �� ) &�"13(.  

���� � �� 
��n�� 5LSI�0 �� � �� ���(���b�  ���� 

��+���� &���H� ������X� -��c�0 �)���P ����� 
���") �0� 

K��� ��� K��� � 5��I? ��� 7����  &��� �&�E���0 

��� ��� ����b�  + ��� b��  #& 
�� -�� � &��/�  ��H#��  ���P� 

 &)�� ���� ��%+� �� 5��E�� �&�E����  )���P  ���  ��+��7 

)16-14.(  

HEK293 �&) � �#��� m�I� ��" �� K���  ���� 

����� ��� ��%+� $�� 
� )& W�'�  $�I�  �#���� 

���") �&���� � �� m����� $SE��%+��( ����" ���� DNA 

,�����+&1 2�+ 50 
� K��� ��� �+���� -���( ��" 

$�� .��� K��� �� �� �]+ �S� �#��)�� 
� K��� ��� 

�4� K���( $���" �+)�& � �� 25 K��  F��4  
��  �����C 

���S� �� ������@� �&) ����� �#����� 
��� )���]�� ������ 

��6(����4 ����� 0T�����(�+ ����#�( 2����+� �����)���� 

������ � �%��� �� 
� �� �&  5)��U  �����  �)h�7 � 

)����4 
�.��" �� �+�" )18-17( .��  ���� 0�) )&  ���� 


�#�a� �� K��� ��� HEK293 $@ ����  ���������� 

���� T���(�+ �&�E��� ��&�7.  

)& F��z4 0���? ���� ����L4 T���(�+  ����? 

�  ��������� ��� )& �&) � �#��� HEK293 �� �&�E��� 

�� V�) Real-time PCR &)�� ��)�� )��P  $���7 .

�� ��)�� ��'��  ���cS( �  IFNß � �   
�+�.  ��&��7 

eEf1a1 e4 ��  D��/+� Real-time PCR �  
��  $��& 
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�&)�1 ��H+����� Ct )Cycle threshold ()& 
��� )���� 

)��S( F���� ���� 
+��+ � &)�� 0�]+ ��S��  
����'� 

� 
��%��;� � ������ �  IFNß )& 
��+��+ � $SE��%+��( 

��" � $SE%+��( ��I+ <���� ��&�7�� .�� )�]��0  ��


a��) � RQ = 2-∆∆Ct  �&�E����" )19.(  
 

2-∆∆Ct = 2-[Ct (IFNβ)-Ct (eEf1α1) Transfected cells] - [Ct 

(IFNβ)-Ct (eEf1α1) Un-transfected cells) 
  

� )&�� V�)0 � �� e4
 � �&)�1 $�&��H+�� Ct0 

� gL�.���� Ct  � IFNβ  �eEf1α1  
� 
+��+ �� )&

� $�&� ��1 )∆Ct .(&
�?�� ) � ���0 ∆Ct   $��& 
�

��� ���1�   �� 
�+��+∆Ct  
�+��+ �  ����"  
��  K���� 

$SE%+��( ��I+ 0$��  �%��� &&�7    d����� &��C �(

 
�∆∆Ct 1 $�& 
� ��� . ���  ,����  5�����'�  D��/+� 

0
���7 ����  ����������  ���� )&  ��j�  ��ISE%+��( 9/79 

����� F��b�� �) $�%+ 
�  �����  
���4 )& �&) �  �#���� 

HEK293 ��I+ �� ��&.  

��LC  ��� 0�1  $SE�%+��(  �&���+  )�����  0�#��. 

T�� F��b�� ���� 
��4 �� �  ���������  ����  
��  ��b��� 

87/2 ����� $�%+ 
� $#�? $SE%+��(  ���I+ )&  ���� 

�&) � �#��� �� &�"  -S")5 .(
� ����C A�  0
�/��+ 

�� ���( ���f 
��(  &���  
��  )�����  ����X�+� ��)�& 

�(��������4 ���������� CMV )Cytomegalovirus (

�� �"�� 
� )& �j� 0�ISE%+��( K��� g�� �1 �)  
�� 

����C D�+  ������ ������" �&�� � D��P�  
��  ���#�( 

��������� ��� –�C�+ �������- ��  
���C  D��+   
�+�H�� 

�&��+ $��  .  

)& ��� 0F��z4 _a�  ����� �   ����������  ����  
�� 


a����� � x����+��� )& )������ pBud.CE4.1 $��'( 

�(����4 ��P eEf1a �( �? <If ���7 F��b�� $��� .

��� �� 0��� �&) � �#��� � b�+ )���� 0���X�+�  W����" 

������ $@ ��#�( ��6(��4 ���)�& &)��  ��]+ �) �)�& 

�+&�� .0���}�� ���l( �#��( k���� �  ���������  ���� 

� -�����( �1 
��� D���� $����j � $��o�E? 0����" ��jJ��( 

���H�If )& F��b�� _a� ���� �  $"�& .��  
��( 


��� ������ ��)h��7 ����� ��6(����4 )& K����� ����� 

0���L������ ���+  
��  ���#�(  ���  
�f  ���I��  ��6(���4 

��������� ,�%?� �� &&�7.  

  

������� � ����  

��� 
#�;� ��  
���7�� ����4  
���+ �  �����")��  ��")� � 

b�+  ����  �(��;�;'(  
��  �)���" � 92042856  $��� .

���� 
���� �� ���7 $%�� ����" ��HI+�& ��@EU� � 

b�+ ������ $���? �� ���HI��z4 � �� ��)�1 $���) 

�)�@� 
� ���. <���� �&��+ 5�+�S�� �  5�b��@/( 

��� 
�#�a� 
+����U �)�bH��t� �� &&�7. 
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Construction of pBud.CE4.1 IFNβ (Human Beta Interferon) and Analysis of 

its Expression Level in Transfected HEK293 Cell via This Construct 
 

Raheleh Norouzi MSc1, Zohreh Hojati PhD2 

 
Abstract 
Background: Interferon beta (IFNβ) is one of the important cytokines expressed in response to 
stimulating factors such as antigens and plays roles in immunity and inflammatory process. In present 
study, the expression level of IFNβ-1a was examined in HEK293 cell line using real-time polymerase 
chain reaction (Real-Time PCR).  

Methods: IFNβ gene sequence was amplified using specific primers contained KpnI and BglII 
restriction site from pSVMdhfr-IFNβ plasmid as template. It was cloned in similarly digested 
pBud.CE4.1 linear vector. Construction of recombinant plasmid was verified via restriction fragment 
length polymorphism (RFLP) analysis, colony PCR and gene sequencing. Recombinant plasmid was 
transformed into competent Escherichia coli Top10 cells finally. After amplification, recombinant 
plasmid was purified and transfected into HEK293. At last, RNA extraction, cDNA synthesis and 
analysis of expression level of gene were performed using Real-Time PCR method. 

Findings: IFNβ gene was expressed under eEf1a promoter in HEK293 successfully. The expression 
level of target gene was increased 79.9 times in comparison with the control via transfection. 
Transfection of null vector showed 2.87 times elevation of target gene expression in response to the 
alien genome entered into the cell. 

Conclusion: The proteins produced in prokaryotic systems were non-glycosylated thus they had 
different physicochemical properties in comparison with the natural form. So, the production of IFNβ 
protein in human cell line under strong promoter of selected vector is one of the advantages of this 
research. Protein studies in this field are targeted for the future studies. 

Keywords: HEK293 cell line, Interferon beta, pBud.CE4.1 vector, Real-time polymerase chain reaction 
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