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  مقاله پژوهشي

  

  E. coli  انساني در باكتري BMP-2كلونينگ و بررسي بيان ژن كد كننده 
  به منظور توليد يك داروي نوتركيب

    
  ****دكتر رضا يادگار آذري، *سمانه نادري، ***نوشين شباب، **جمشيد كريميدكتر ، *نژاد محمدي

  *****دكتر مسعود سعيدي جم
  

  18/6/93  :پذيرش    3/2/93  :دريافت
  

  :چكيده
ايـن  . باشـند  مـي TGFβهـاي متعلـق بـه  ابرخـانواده     هاي مورفوژنتيك استخواني، گروهـي از سـايتوكاين     پروتئين : و هدف  مقدمه
هـاي اسـتخوان و     ها، طي دوران جنيني و پـس از آن در تـرميم و بازسـازي بافـت                ها و بافت  ها در تكامل بسياري از ارگان     پروتئين

 .مي باشد E.Coliمطالعه، كلونينگ و بررسي بيان اين پروتئين در باكتري اين  هدف از .غضروف، نقش دارند

 E.Coliدر بـاكتري  ) BMP-2 (2 مربوط به پپتيد بالغ پـروتئين مورفوژنتيـك انـساني   cDNA توالي  تجربي در اين مطالعه   :روش كار 
بـاكتري  .  ترانـسفرم گرديـد  E.coli BL21(DE3) بياني يابي به باكتري  پس از تواليpET28a/BMP-2پلاسميد نوتركيب . كلون شد

بررسـي  .  صـورت گرفـت  IPTGالقا با .  كشت داده شدC°37بيوتيك كانامايسين در دماي  مايع حاوي آنتيLBنوتركيب در محيط  
 . انجام شد بلاتينگ و تأييد بيان با وسترنSDS-PAGE و RT-PCRبيان به كمك 

يـابي، صـحت     تـوالي . سازي ژن و پلاسميد، واكنش اتصال صـورت گرفـت         بعد از آماده  . ثير يافت  تك PCRتوالي ژني به كمك      :نتايج
  .بلاتينگ نتايج را تأييد كرد وسترن. دهنده بيان پروتئين بود نشانSDS-PAGE و RT-PCRبررسي بيان با . كلونينگ را نشان داد

هاي  ساعت هاي متفاوت القا كننده درغلظت از استفاده. تي حاصل شددر سيستم پروكاريو بيان بالاي پروتئين نوتركيب:  نهايينتيجه
 .، بيشترين بيان را داريمIPTG از 1mM ساعت بعد از القا با غلظت 4مختلف نشان داد كه 

 
     نوتركيبپروتئين هاي / استخوانيرفوژنتيك ومهاي پروتئين / اشريشياكلي  :كليد واژه ها

  

  :مقدمه
ــروتئين       ــاي موپـــ ــتخواني  هـــ ــك اســـ   رفوژنتيـــ

)Bone Morphogenetic Proteins( گروهي از سايتوكاينهاي ،
خـانواده فـاكتور ترانـسفورم      و ابـر   BMPمتعلق به خانواده    

هـا در تكامـل     اين پروتئين . باشندمي) TGFβ(كننده رشد   
ها، طي دوران جنينـي و پـس از   ها و بافت بسياري از ارگان  

ايي همچـون اسـتخوان و      ه ـآن در ترميم و بازسازي بافـت      
 هـا   BMP. غضروف، متعاقب آسيب و بيماري نقـش دارنـد        

  توانايي تنظيم چسپندگي سلولي، تكثير، تمايز و آپوپتوز را        
  تـاكنون . هاي مختلف از جمله استخوان دارند    در انواع بافت  

  
  
  
  

اند كه هر كدام از      ها شناسايي شده   BMP نوع از    20حدود  
وتي از توانايي القـاي اسـتخوان       ها درجات متفا  اين پروتئين 

  .)1،2( باشنديا غضروف را دارا مي
    BMP            ها بطور مستقم از استخوان نيز جدا مـي شـوند 

بعـلاوه،  ) ηg/kg 3-1(اما مقدار توليدي آنها كم مـي باشـد   
گيـر و مهمتـر از همـه    مراحل خالص سازي پيچيده و وقت    

آلودگي  قالبدن و خطر انت   ايمني سيستم براي ژنيسيته آنتي
 هـا بـا     BMPتـا  دوشمي   باعث دهنده، استخوان با ارتباط در

هــاي  نوتركيــب، در سيــستمDNAاز تكنولــوژي  اســتفاده
  .)3( بياني يوكاريوتي و پروكاريوتي توليد گردند
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     BMP-2    ساز مولكـولي بـزرگ      درون بدن بصورت پيش
دومـن و دومـن     پتيد نشانه، پرو   آمينو اسيدي شامل پ    396

پـس از گليكوزيلاسـيون و شكـست        . بالغ سنتز مـي شـود     
پروتئوليتيكي، دو پلي پپتيد بالغ فعال از نظـر بيولـوژيكي           

سولفيدي،  آمينو اسيد، به كمك پيوندهاي دي      114شامل  
 .)4(  را بوجود مي آورندBMP-2شكل دايمر 

    BMP-2      مارشـال   توسـط 1965 براي اولين بار در سال 
. )5( يوريست، از استخوان، جداسـازي و شناسـايي گرديـد         

BMP-2توسط2002 براي استفاده كلينيكي در سال FDA 
دسترس  در تجاري بصورت اكنون هم پروتئين اين .گرديد تأييد

استخوان  آلوگرافت پيوند مناسب جايگزين يك بوده و بعنوان  
ها، درمـان نقـايص     ش خوردن مهره  در مواردي همچون جو   

هـا و تـرميم ناهنجـاري و        استخواني،ثابت كردن شكستگي  
هاي صورت و فك مورد اسـتفاده قـرار         شكستگي استخوان 

زيست  حامل يك از استفاده با ها BMPموارد، اين در .گيرد مي
  .)6-8( تخريب پذير، به محل آسيب انتقال داده مي شوند

ون كردن توالي مربوط به پپتيد      هدف از اين مطالعه، كل        
  جهت توليد انبوه ايـن پـروتئين در بـاكتري            BMP-2بالغ  

اشريشيا كلي بـه منظـور توليـد يـك داروي نوتركيـب در              
ــروتئين جهــت درمــان  . مــي باشــدداخــل كــشور  ايــن پ

هاي استخواني، ترميم ساييدگي مفاصل و درمان       شكستگي
   . كاربرد داردهاي مزمن استخواني،افراد مبتلا به بيماري

  :روش كار
 BMP-2 مربوط بـه     cDNAتوالي  : بخش بيوانفورماتيكي      

  ).NM_001200.2(گرديد استخراج NCBIاطلاعاتي بانك از بالغ
جهت تسهيل در امر كلونينگ و ترجمه تغييراتي از جملـه           
اضافه كردن كـدون شـروع و خاتمـه، تـوالي بـرش آنـزيم               

 برچـسب هيـستيديني و      ،3' و   5'محدود كننده در انتهاي     
بـا  . توالي برش انتروكينـاز روي تـوالي ژن صـورت گرفـت           
 392مجموعه تغييرات صورت گرفته توالي مـورد نظـر بـه            

ســپس تــوالي جديــد بــصورت . جفــت بــاز افــزايش يافــت
  .)Biomatic, Canada (بيوشيميايي سنتز گرديد 

   سنتز شده بـا اسـتفاده از واكـنش          cDNA توالي   :تكثير ژن 
  
  
  
  
  

  
و به كمك پرايمرهاي اختصاصي     ) PCR( اي پليمراز زنجيره

 تحت شـرايط زيـر   PCRفرايند . تكثير داده شد  ) 1جدول  (
  هــــــ درج96مرحله واسرشت اوليه در دماي : انجام شد

 سـيكل متـوالي از      30 دقيقه، سـپس     3سانتيگراد به مدت    
 ثانيـه،   30 درجـه بـه مـدت        95مراحل واسرشت در دماي     

 ثانيه و گـسترش در      30 درجه به مدت     56ماياتصال در د  
 دقيقـه و گـسترش نهـايي بـه         1 درجه به مـدت      72دماي  

پــس از تكثيــر ژن .  درجــه72 دقيقــه در دمــاي 7مــدت 
  . بارگذاري گرديد1% بر روي ژل آگارز PCRمحصول 

 هر pET28aپلاسميد   وPCRمحصول واكنش: هضم آنزيمي
شركت  محصولات ز ا XhoI و NcoI با آنزيمي دو هضم تحت دو

 دو آنزيمي  واكنش محصول هردو  .آلمان قرار گرفتند   فرمنتاز
 بار گـذاري شـدند و بـا كيـت اسـتخراج از ژل             % 1روي ژل 

(Bioneer, Korea)غلظت ژن و پلاسميد .  خالص گرديدند
ــانودراپ  ــا ن ــده، ب ــالص ش ــنجش (BioTek, USA) خ    س

  .شد
 ,Fermentase) ليگـاز T4با استفاده از آنزيم : واكنش اتصال

Germany) ژن ،BMP-2 پلاسميد درون بهpET28a شد   وارد
. گرفت  نام pET28a/BMP-2شده، ايجاد نوتركيب پلاسميد و

 ژن بـه درون پلاسـميد، ابتـدا        شدن وارد صحت تأييد جهت

پلاسـميد از    اسـتخراج  كيت استفاده از  با پلاسميد نوتركيب 
 ، استخراج و تحت واكنش هضم دوE.Coli TOP10باكتري

مورد بررسي  % 1آنزيمي قرار گرفت و نتيجه روي ژل آگارز         
 همچنين پلاسميد نوتركيب توالي يابي گرديـد      . قرار گرفت 

)Biomatic, Canada.(  
ــروتئين ــاكتري: بيــان پ  E.coliپلاســميد نوتركيــب بــه ب

BL21(DE3)         مستعد شده به روش شيميايي با استفاده از 
نتقال شده در   سپس باكتري ا  . شوك حرارتي انتقال گرديد   

حاوي آنتي بيوتيك كانامايـسين     ) LB(لوريا برتاني   محيط  
)mg/ml10(در شيكر انكوباتور  c37   200بـا دور rpm  بـه 

 4/0-6/0 به ODزمانيكه. شد داده كشت ساعت 12-16مدت
 در غلظت نهايي يك ميلي مولارصورت       IPTGرسيد، القا با    

  اعت بعد ازدو س. گرفت و در همان دما و دور قرار داده شد
  
  
  
  
  
  
  

  توالي پرايمرهاي پيشرو و پيرو: 1جدول 
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ــا و ــاعت  الق ــار س ــد چه ــا، از بع ــان،   الق ــي بي ــت بررس جه
 10مـدت   بـه rpm 12000دور  گيري با سـانترفوژ در رسوب
  .شد انجام دقيقه

 و پـروتئين بـه      RNAبررسي بيـان در سـطح       :  بررسي بيان 
و  Reverse Transcriptase PCR ترتيـب بـه كمـك روش   

ترن بلاتينـگ    و تأييـد بيـان بـا وس ـ        SDS-PAGEتكنيك  
 با استفاده از محلول تجاري      RNAاستخراج  . صورت گرفت 
RNX-Plus  و سنتز cDNA با استفاده از RevertAid M-

Mul Reverse Transcriptaseــر ــر   و پرايم ــاي هگزام ه
هـاي غربـال شـده، صـورت       تصادفي طبق پروتكل، از كلني    

 DNAase، از Genomic  DNAبـه منظـور حـذف    . گرفت
 سنتز شده بـه     cDNA در نهايت با استفاده از       .استفاده شد 

هـاي اختـصاصي طراحـي شـده         و پرايمـر   templateعنوان  
، PCRپـس از انجـام واكـنش        .  صورت گرفت  PCRواكنش  

محصول بدست آمده براي مشاهده  نتيجه حاصل از بيـان           
. منتقــل شــد% 1، بــر روي ژل آگــارز RNAژن در ســطح 

ئين، رسـوب دو    همچنين جهت بررسي بيان در سطح پروت      
سـازي و بـر     ميلي ليتر از باكتري همراه با بافر نمونه آمـاده         

به همراه ماركر وزن مولكولي بار % 15ژل اكريل آميد  روي
بـادي مونوكلونـال    تأييد بيان به كمك آنتي    . گذاري گرديد 

اي اختصاصي عليه ناحيـه هيـستيدين نـشاندار         تك مرحله 
پـروتئين  .  گرفـت ، انجامMouse Ig از كلاس HRPشده با 

نوتركيب بيان شده با استفاده از ژل الكتروفورز، مشخص و          
به غشاي نيتروسلولزي منتقل گرديد سپس بـا اسـتفاده از           

بادي مونوكلونال اختصاصي ضد برچسب هيـستيديني       آنتي
 مـورد بررسـي قـرار       HRP اي نـشاندار شـده بـا      تك مرحله 

  .گرفت
  :نتايج
  پلاسـميد نوتركيـب      بعد از انجـام كلونينـگ، صـحت            

pET28a/BMP-2           توليد شده مورد بررسـي قـرار گرفتـه و 
 مـستقيم   PCRهاي بدست آمده با واكنش      غربالگري كلني 

دهنده وجـود   ، نشان 1نتايج در شكل    . ها انجام شد  از كلني 
هاي در اين شكل ستون   . هاي داراي ژن مورد نظر بود     كلني

سـميد بيـاني    هاي رشـد كـرده داراي پلا      ، كلني 7 و   6 و   4
، كلنـي رشـد يافتـه داراي پلاسـميد          5حاوي ژن و ستون     

 و  3همچنين سـتون    . باشدبياني اما فاقد ژن مورد نظر مي      
و كنتـرل  )  PCRمحصول(ترتيب بعنوان كنترل مثبت  به1

  گذاشــته ) كلنــي داراي پلاســميد بيــاني فاقــد ژن(منفــي 
  .اندشده

  

  
  

  يم مستقPCRبررسي واكنش اتصال با : 1شكل 
 ژن داراي   pGEM بر روي پلاسميد     PCRنتيجه  (، كنترل مثبت  1ستون

، 3ستون  )Thermo Scientific (DNA ماركر 8 و 2ستون ). سنتز شده
 6 و   4ستون هاي    ).نژكلني داراي پلاسميد بياني فاقد      (كنترل منفي   

 ،5سـتون   . ژن، كلني هاي رشد كرده داراي پلاسميد بياني حاوي          7و  
   داراي پلاسميد بياني اما فاقد ژن مورد نظركلني رشد يافته

  

 و  NcoIهـاي   واكنش هضم تك و دو آنزيمـي بـا آنـزيم              
XhoI            براي تأييد واكنش اتصال صورت گرفـت كـه نتـايج 

دهنـده خـروج ژن از      حاصل از اين هضم دو آنزيمي نـشان       
ــرار ــور و ق ــه وكت ــه بدن ــازي 392گيــري در ناحي    جفــت ب

ز وكتور داراي ژن بوده و در طـول       تر ا  اين وكتور سبك   بود،
نتايج حاصل از تـوالي يـابي        .ژل، بيشتر حركت كرده است    

 پلاسـميد،   MCSنيز نشان داد كه ژن مورد نظر در ناحيـه           
 قـرار گرفتـه اسـت       XhoI و   NcoIهـاي   بين جايگاه آنـزيم   

  ).2شكل (

  
  بررسي واكنش اتصال با برش تك و دو آنزيمي: 2شكل 

ــتون  ــاركر 6 و 1س ــتون )DNA) Thermo Scientific، م ــميد 2، س ، پلاس
، 4سـتون . ، پلاسميد نوتركيب فاقد بـرش     3ستون  . REنوتركيب تك برشي با     

  PCR، محصول 5ستون . REپلاسميد نوتركيب برش يافته با دو 
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 ابتدا بررسي بيـان در سـطح   :بيان پروتئين در باكتري ميزبان  
RNA و با استفاده از روشReverse Transcriptase   PCR 

 پيداسـت؛ نتـايج     3همـانطور كـه در شـكل        . صورت گرفت 
   جفـت بـازي     392دهنده وجود بانـد ژنـي در ناحيـه          نشان

ــد  ــي باش ــميد    .م ــاكتري داراي پلاس ــكل، از ب ــن ش در اي
نوتركيب؛ قبل از القا، دو و سـه سـاعت بعـد از القـا نمونـه                 

 مربوط به ژن    mRNAدهنده وجود   نتايج نشان . برداري شد 
BMP-2  3 و   2سـتون   (هـاي بعـد از القـا بـود          در ساعت(. 

 انجـام شـد،     SDS-PAGEهمچنين بررسي بيان به كمك      
 كيلو دالتـون    14دهنده باند پروتئيني در ناحيه      نتايج نشان 

تأييد بيان پروتئين نيز بـا اسـتفاده از روش          ). 4شكل  (بود  
نتـايج مؤيـد وجـود پـروتئين        . وسترن بلاتينگ انجام شـد    

  ).5شكل (كتري اشريشيا كلي بود نوتركيب در با
  

  
  RT-PCRواكنش : 3شكل 

 باكتري داراي پلاسميد نوتركيـب بـه        3و  2ستون  . DNA ماركر   ، 6و  1ستون  
بــاكتري داراي پلاســميد  ،4ترتيــب در دو و ســه ســاعت بعــد از القــا، ســتون 

  )PCRمحصول ( كنترل مثبت ،5ستون . نوتركيب قبل از القا
  

  
  SDS-PAGEا بررسي بيان ب: 4شكل 

 BL21(DE3)، بـاكتري    2سـتون ). sigma( ماركر پروتئينـي     8و1 ستون هاي 
 فاقـد   BL21(DE3)، بـاكتري    3سـتون . فاقد پلاسميد نوتركيـب قبـل از القـا        

 داراي پلاسميد   BL21(DE3)، باكتري   4ستون  . پلاسميد نوتركيب بعد از القا    
لاسميد نوتركيب   داراي پ  BL21(DE3)، باكتري   5ستون  . نوتركيب قبل از القا   

 داراي پلاسميد نوتركيـب     BL21(DE3)، باكتري   6ستون  . ساعت بعد از القا   2
 داراي پلاسميد نوتركيب    BL21(DE3)، باكتري   7ستون  .  ساعت بعد از القا    4

   ساعت بعد از القا16

  
  

  
نتيجه وسترن بلاتينگ با آنتي بادي عليه توالي : 5شكل 

  برچسب هيستيديني
، بلاتينـگ بـر روي عـصاره بـاكتري داراي           2ستون  . تئيني، ماركر پرو  1ستون  

، نتيجـه بلاتينـگ بـر روي        3سـتون   . پلاسميد نوتركيب در زمان قبـل از القـا        
، بلاتينگ 4ستون .  ساعت بعد از القا2عصاره باكتري داراي پلاسميد نوتركيب      

   ساعت بعد از القا4بر روي عصاره باكتريايي حاوي پلاسميد نوتركيب 
  

  :بحث
از اعضاي ) BMPs(هاي مورفوژنتيك استخواني    پروتئين     

خــانواده پــروتئين مورفوژنتيــك اســتخواني و ابــر خــانواده 
(TGFβ) باشند مي .BMP-2        يكي از اعـضاي ايـن خـانواده  

ست كه از همان اوايل جنيني در تكامـل اعـضاء، كنتـرل             ا
سـازي اسـتخوان،    هاي سلولي، تنظيم سـاخت و بـاز       پروسه

غضروف، تاندون و رباط مشاركت مي كند اما بواسطه نقش          
پر اهميت آن در بازسازي اسـتخوان و غـضروف، شـناخته            

هاي استخواني  ساز از طريق تمايز پيش    BMP-2. شده است 
سـازي  هاي تشكيل دهنده بافت استخواني، به بـاز       به سلول 

ــل تغييــر  ــداســتخوان كمــك مــيبافــت قاب   بواســطه . كن
 BMP-2به توليد فرم نوتركيب      تصميم پروتئين، اين اهميت

  دهنــده در سيــستم پروكــاريوتي گرفتــه شــد نتــايج نــشان
توليد اين پروتئين نوتركيب به مقدار زياد در اين سيـستم           

  .بود
    BMP-2       مـيلادي كلـون     1988 براي اولين بار در سال 
 و  گـو  و   )9( 2012رانش در سـال      و همكا  رتنونينگرام. شد

  ، بخش كد كننده مربوط به )10 (2011در سال  همكاران



  73اره مسلسل ـــ، شم1393 پائيز ،3، شماره بيست و يكم دوره          مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني همدان   

  

200  
  

ــميد     ــب در پلاس ــه ترتي ــروتئين را ب ــن پ ــالغ اي ــد ب پپتي
همچنـين آنهـا از     .  كلون كردند  pET11b و   pET32bبياني

ترمينـال  -Nبرچسب هيـستيديني تعبيـه شـده در بخـش      
يج بدسـت   مقايسه نتـا  . دندنموبراي خالص سازي استفاده     

ــا نتــايج بدســت آمــده توســط  حاضــرآمــده از مطالعــه   ب
از آنجـا كـه آنهـا       .  و همكـارانش، يكـسان بـود       رتنونينگرام

فراينــد خــالص ســازي و بررســي اثــرات بيولــوژيكي ايــن  
سـاز بـه    هـاي پـيش   پروتئين را انجام دادند و تمايز سـلول       

 نتيجـه    شـود  هاي استخواني را مشاهده كردنـد مـي       سلول
 خالص سازي ايـن پـروتئين بـه همـان نتـايج             گرفت كه با  

  .فتدست يامي توان حاصل شده از كار آنها 
هدف از انتخاب بخش كد كننده پپتيد بالغ اين بود كه               

دومن و پپتيد نشانه، هاي مربوط به پرو با وجود حذف توالي   
سازها به سلولهاي زيستي و قابليت تمايز پيش     باز هم اثرات  

اسـيدي   آمينـو  114 در پپتيـد بـالغ       استخواني و غـضروفي   
ترئـونين  هـاي سـرين   توانـد بـه گيرنـده     مشهود است و مي   

 را جهـت    Smadكينازي اتصال يابـد و خـانواده پروتئينـي          
هـاي  چون پپتيد بـالغ فاقـد بخـش       . پيام رساني بكار گيرد   

تـوان آن    مي ،قندي است و نيازي به گليكوزيلاسيون ندارد      
تي كـه فاقـد گليكوزيلاسـيون       را در سيستم بياني پروكاريو    

  پــس از تخلــيص ايــن پــروتئين    . اســت، كلــون كــرد  
ــي ــد   م ــيون پيون ــه رناتوراس ــام پروس ــا انج ــوان ب ــاي ت   ه

ــر      ــال از نظ ــر فع ــكل دايم ــاء و ش ــولفيدي را احي دي س
  . )11( بيولوژيكي را ايجاد كرد

هاي هترولوگ در سيستم بيـاني پروكـاريوتي        پروتئين     
ــادي    در سيتوپلاســم ميزبــان تجمــع بــصورت انكليــوژن ب

اين تجمعات علاوه بر اينكه بار متابوليكي وسيعي        . يابندمي
كنند، داراي اثرات سـمي نيـز       به سلول ميزبان تحميل مي    

باشند و سلول زودتر وارد فـاز سـكون و در نهايـت فـاز               مي
 pETهـاي گـروه     در ايـن مطالعـه از وكتـور       . شودمرگ مي 

باشند  مي T7داراي پروموتر قوي    ها  اين وكتور . استفاده شد 
. كننـد و بيان بالايي از ژن پايين دست خود را حمايت مـي        

سرعت توليد زياد فرم نوتركيب ايـن پـروتئين در بـاكتري            
ــاني  ــروتئين   E.coliBL21(DE3)بي ــع پ ــه تجم ــر ب  منج

هترولوگ در سيتوپلاسم ميزبان، بـه فـرم انكليـوژن بـادي           
هـاي  ها و غلظت  در زمان هاي انجام شده    با بررسي  .شودمي

 كه بيشترين بيان    بدست آمد ، اين نتيجه    IPTGمتفاوت از   
 IPTG  از 1mM ساعت بعد از القا و بهترين غلظت با 4در 

  ه؛ـــكتوان گفت صورت مي گيرد با توجه به اين يافته مي

  
ه پـروتئين   ــــ ـبه دليـل مـصرف انـرژي بـالا بـراي ترجم           

 از القا با كاهش انرژي      سلول در چهار ساعت بعد     نوتركيب،
مواجه شده و از آنطرف سميت پـروتئين هترولـوگ بـراي            

شود سلول زودتر وارد فـاز سـكون گـردد و       سلول باعث مي  
. مرحله به مرحله توليد پـروتئين نوتركيـب را كمتـر كنـد            

 حداكثر توانايي بكارگيري    IPTG از   1mMهمچنين غلظت   
  هـايي  اده از روش  با استف . باشد مي T7 و پروموتر    Lacاپرون  

و بعد از القا، تغييـر سـوش         القا زمان چون كنترل دمايي در   
ــب و    ــوادهي مناس ــان، ه ــي... ميزب ــاهش   م ــه ك ــوان ب   ت

تجمع پروتئين نوتركيب در سيتوپلاسم باكتريـايي كمـك         
  ).12،13(كرد 
ها جهـت    ها از حامل   BMP-2جهت افزايش كارايي اثر          

  BMP-2پــس .  شــودانتقــال دارو بــه بــدن اســتفاده مــي 
هاي استخوان ران و    نوتركيب انساني براي درمان شكستگي    

هـاي اسـتخوان    همچنين براي درمان  نقايص و شكـستگي       
ــايج      ــا نت ــانبي و ب ــه ج ــيچ عارض ــدون ه ــي، ب ــت ن   درش

هـاي حـاوي    ايمپلنـت . شـوند فوق العاده، بكار گرفتـه مـي      
BMP     ممكــن اســت در آينــده اي نزديــك جــايگزين ،

ها، نقايص سـر و      معمول در ترميم شكستگي    هاياتوگرافت
صورت و اتصالات سـتون فقـرات شـوند كـه در نتيجـه آن           
ــد   ــشتر خواهـ ــد بيـ ــتخوان جديـ ــشكيل اسـ ــرعت تـ   سـ

  .)3،14،15( شد
  :نتيجه نهايي

 را در   BMP-2توان پـروتئين    با اتكا بر نتايج حاصله مي          
هاي بياني پروكاريوتي هماننـد اشريـشيا كلـي بـه           سيستم

ان زيادي و در سطح انبوه در داخل كشور توليـد نمـود             ميز
ــه راحتــي در   ــد بــصورت يــك داروي نوتركيــب ب ــا بتوان ت

ضـمن اينكـه باعـث كـاهش        . دسترس عمـوم قـرار بگيـرد      
هاي درماني و تسريع روند بهبودي بيمـاران گـردد و           هزينه

همچنـين بـا    . دوكمكي به بومي سازي علوم در كـشور ش ـ        
سير سيگنالينگ و اهميـت آن       در م  BMP-2توجه به نقش    

هـاي ديگـر اثـر گـذاري ايـن          در بدن، نياز است تـا جنبـه       
هاي پيام رساني، ترميم، درمان و آپوپتـوز    پروتئين بر مسير  

  .هاي مختلف شناسايي گرددبافت
  :سپاسگزاري

اين مقاله برگرفته شده از پايان نامه كارشناسي ارشـد               
ز معاونـت محتـرم     ا. رشته زيست فنĤوري پزشكي مي باشد     

تحقيقات و فنĤوري دانشگاه علوم پزشكي همدان به خـاطر          
 . حمايت مالي از اين پروژه قدرداني مي گردد
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Abstract 
 
Introduction & Objective: Bone morphogenetic proteins are a group of cytokines that belongs to 
superfamily TGFβ. These proteins play an important role in evolution of many of organs and 
tissues through germinal period followed by amending and rebuilding of bone tissue and car-
tilage. The aim of this study was to clone and expression analysis of BMP-2 gene in E. coli 
bacteria. 
Materials & Methods: In this experimental study the sequence of cDNA related to the mature 
peptide of human morphogenetic protein-2 (BMP-2) in E.coli was synthesized and cloned in 
a PET system. After sequencing, recombinant plasmid pET28a/BMP-2 was transformed into 
the expression host, E.coli BL21 (DE3). The transformed bacteria were cultured in LB me-
dium containing kanamaycin antibiotic at 37° C for O/N. Then, induction with IPTG took 
place. The expression was evaluated by reverse transcriptase PCR and SDS-PAGE followed 
by western blotting to confirm its identity. The observed band on SDS-PSGE showed the 
presence of the expressed protein at the 14k Dalton segment which was confirmed by west-
ern blotting technique. 
Results: The gene sequence was amplified by PCR. After gene and plasmid preparation, lega-
tion was performed. Sequencing confirmed accuracy of cloning. Protein expression was 
demonstrated by RT-PCR and SDS-PAGE. Results were confirmed by western blotting. 
Conclusion: In this study over-expression of this recombinant protein was achieved in a pro-
karyotic system. Different concentrations of inducer were applied and harvesting was per-
formed in different times after induction. The best expression was detected in 4 hours after 
induction with a concentration of 1mM IPTG. 
(Sci J Hamadan Univ Med Sci 2014; 21 (3): 196-202) 
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