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Purification of Recombinant Fusion Peptide Containing 
Hydroxyapatite Affinity Tag Using Ceramic Chromatography 
Column

[1] Three‐dimensional microfluidic tissue‐engineering scaffolds ... [2] Bone morphogenetic 
proteins in tissue engineering: The road ... [3] Bone tissue ... [4] Biofabrication of bone 
tissue: Approaches, challenges and translation ... [5] Osteoblasts on hydroxyapatite, alumina 
and bone surfaces in vitro; Morphology ... [6] Tissue engineering for bone regeneration and 
osseointegration in the oral ... [7] Heparin-binding domain of fibrin (ogen) binds growth 
factors and ... [8] Aqueous two-phase systems: A viable platform in the manufacturing of ... 
[9] Chromatography-free recovery of biopharmaceuticals through aqueous  ... [10] Advances
in affinity ligand‐functionalized nanomaterials ... [11] New trends and affinity tag designs 
for recombinant ... [12] Protein chromatography on hydroxyapatite ... [13] Working with a 
powerful and robust mixed-mode ... [14] Identification of a highly specific hydroxyapatite‐
binding peptide using ... [15] Laemmli-sds ... [16] Bradford protein ... [17] CHT™ ceramic
hydroxyapatite: A new dimension in ... [18] Theory of chromatography on hydroxyapatite 
columns ... [19] Hydroxyapatite as a liquid chromatographic ... [20] Biomimetic approaches 
in bone tissue engineering: Integrating ... [21] Bone engineering by controlled delivery of ... 
[22] Controlled release strategies for bone, cartilage, and ... [23] Controlled multiple growth 
factor delivery from bone tissue ... [24] Composite polymer-bioceramic scaffolds with drug 
... [25] Chemically-conjugated bone morphogenetic protein-2 on ... [26] A novel strategy for 
the purification of a ... [27] Tagging recombinant proteins to enhance solubility and aid ... 

Introduction Nowadays, bone tissue repair with increasing bone disorders and injuries have 
special importance. Bone tissue engineering provided specific solutions to these problems. 
The present study was conducted with the aim of purification of recombinant fusion peptide 
containing hydroxyapatite affinity tag using the ceramic chromatography column.
Material & methods In this study, a fusion peptide was designed which at one side comprised 
the heparin-binding domain sequence, which can be attached to various types of growth 
factors involved in tissue repair and entrap these factors at the site of the lesion. On the 
other side, it contained a tag, which included a sequence derived from a laboratory study 
based on phage expression. The reason for keeping the sequence of this tag is to attach the 
peptide to the scaffold containing hydroxyapatite and purifying the recombinant peptide by 
the hydroxyapatite column. Therefore, the gene sequence was optimized and synthesized for 
expression in the prokaryotic host of E.coli strain BL21. Then the gene sequence was subcloned 
by double digestion with the SacI and BamHI enzymes into the expression vector of pET-21a(+). 
The expression of the recombinant peptide was investigated by SDS-PAGE and western blot. In 
order to optimize the purification conditions, two-step purification was carried out by applying 
fundamental changes in the main work method of the manufacturer company and was purified 
with acceptable purity. Finally, the existence of peptide assemblies was investigated by the SLD 
method.
Finding The results of PCR cloning, enzymatic digestion using SacI and BamHI enzymes and 
sequencing indicated the accuracy of the cloning process. On the other hand, expression of the 
fusion peptide was confirmed by SDS-PAGE and Western blot techniques, and its migration 
onto the gel resulted in a band cleavage of about 12 kDa. Changes made to the manufacturer’s 
workflow allowed the purification process to be optimized and the results of the DLS method 
showed the purity of the purified peptide.
Conclusion The results indicate the desirable expression and remarkable purity of the fusion 
peptide designed in this study.
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  چکيده
انی های استخوامروزه ترمیم بافت استخوانی با افزایش اختلالات و آسیب مقدمه:

ای را از اهمیت خاصی برخوردار است. مهندسی بافت استخوان، راهکارهای ویژه
 نفیوژ  مطالعه حاضر با هدف تخلیصبرای رفع این مشکلات فراهم کرده است. 

 نستو کمک با آپاتیتهیدروکسی به تمایلی تگ حاوی نوترکیب پپتید
  سرامیکی انجام شد. کروماتوگرافی
 سوکیشد که از  یطراح وژنیف دیپپت ینوع ،حاضر در مطالعه ها:مواد و روش
 از یتواند به انواع مختلفیمبود که به هپارين  لین اتصایدم حاوی توالی
رها انداختن این فاکتودامو باعث بهبافت متصل  میدر ترم لیرشد دخ یفاکتورها

 لیتوای دیگر حاوی یک تگ بود که شامل از سودر محل ضایعه شود و 
 ی است. علت قراردادنبر بيان فاژ  یمبتن یمطالعه آزمايشگاه کآمده از يستدهب

د آپاتیت و تخلیص پپتیاین تگ، اتصال پپتید به داربست حاوی هیدروکسی
آپاتیت بود. بنابراین توالی ژن برای بیان در ستون هیدروکسی نوترکیب توسط

سازی و سنتز شد. سپس توسط بهینه BL21سويه  coli	E.میزبان پروکاریوتی 
 (+)pET‐21aدر وکتور بیانی  BamHIو  SacIهای هضم دوگانه با آنزیم

و  SDS‐PAGEهای روشبیان پپتید نوترکیب از طریق 	.کلون شدساب
کردن شرایط تخلیص، با اعمال تغییرات نهیبهبلات بررسی شد. برای وسترن

این  انجام شد. ایدو مرحله صیتخل اساسی در روش کار اصلی شرکت سازنده،
د. در قابل قبولی تخلیص شخلوص پپتید با تمایل بالایی به ستون متصل و با 

  بررسی شد. DLSنهایت وجود تجمعات پپتیدی از طریق روش 
 BamHI و SacI هایآنزیم از استفاده با آنزیمی هضم ،PCR کلونی : نتایجهایافته
 فیوژن یدپپت بیان طرفی از. بود کلونینگ فرآیند صحت از حاکی توالی تعیین و

 باعث ژل روی آن مهاجرت و تایید بلاتوسترن و SDS‐PAGE هایروش توسط
 کار روش در ایجادشده تغییرات. شد کیلودالتون۱۲ در حدود باندی ظاهرشدن
 نهایت در و شود انجام مطلوبی صورتبه تخلیص فرآیند شد باعث سازنده شرکت
  .داد نشان را شده تخلیص پپتید خلوص هم DLS روش نتایج
 یوژنف پپتید توجه قابل خلوص و مطلوب بیان دهندهنشان نتایج گیری:نتیجه
  .است مطالعه این در شدهطراحی
 ورن ن، پراکندگیبه هپاري یدمین اتصالآپاتیت، ، هیدروکسیوژنیف ،دیپپت :هاهواژ کلید
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مقدمه
ها عمل جراحی برای التیام یا ترمیم یک بافت هر ساله، میلیون

اخیر، مهندسی بافت جایگزین بسیار  شود. طی دو دههانجام می
های مربوط به برداشتن محدودیتمیانای را برای ازامیدوارکننده

و آلوگرافت به علت داشتن معایبی  های مرسوم مانند اتوگرافتروش
بودن روش برداشت از بافت از قبیل کمبود منابع استخوان، تهاجمی

 تم ایمنی و امکانها، تحریک سیسمیزبان، احتمال انتقال بیماری
. از آغاز ظهور مهندسی [1]زدن استخوان پیوندی ایجاد کرده استپس

ازی دلیل قابلیت بسیار بالای بازسبافت تاکنون، بافت استخوانی به
های اخیر، از اهمیت قابل توجهی برخوردار بوده است و در سال

های جدیدی را برای تشکیل بافت اسکلتی ارایه کرده است که روش
ز طریق آنها، ترمیم یا بازسازی نقایص استخوانی ممکن شده ا

  .2]‐[4است
در مهندسی بافت، فاکتورهای رشد از اهمیت خاصی برخوردار هستند 

 د.ندر اختیار سلول قرار بگیر  یهای مختلفتوانند به روشمیو 
فاده استموجود در محل ضایعه، رشد از فاکتورهای مستقیم استفاده 
عنوان منبع فاکتورهای رشد، درمانی) به(پلاکت PRPهای از روش

ال سلول میزبان، اتص و بیان آنها درانتقال ژن کدکننده فاکتور رشد 
 تجزیه در هنگامشده آن به داربست و رهایش کنترل رشد فاکتور
ور شان فاکتهایی که در ترکیب ذاتیاستفاده از داربست، داربست
و  ها در حضور فاکتور رشدکشت سلولقرار داده شده است،  رشد

استفاده از ترکیبات ماتریکس با تمایل اختصاصی به فاکتورهای 
که در همه موارد ذکر شده  ستا هااز انواع این روشرشد 

	,5]هایی وجود داردمحدودیت منظور رفع این . بنابراین به[6
های تولید نوترکیب فاکتورهای رشد، ها و کاهش هزینهمحدودیت
شونده به هپارین قرار ازه نوترکیب توالی دمین متصلدر توالی س

داده شد که توانایی اتصال به انواع مختلفی از فاکتورهای رشد را 
تواند بازه وسیعی از فاکتورهای رشد مانند فاکتورهای داشته و می
را به محل آسیب جذب کرده، غلظت موضعی  BMPرشد خانواده 

دمین  وجود دیگر سوی ازترل کند. آنها را افزایش و رهایش آنها را کن
بازسازی  برای لازم رشد فاکتورهای نسبت توانداتصالی به هپارین می

  .[7]دکن ترنزدیک طبیعی شرایط به ترمیم محل در را استخوانی بافت
مساله مهم دیگری که در طراحی سازه نوترکیب مورد توجه قرار 

فرآیند تخلیص است که در این راستا انتخاب نوع  گیرد،می
کروماتوگرافی و تگ مناسب با آن اهمیت خاصی دارد. تولید 

صورت بسیار خالص، همواره مورد توجه های نوترکیب بهپروتئین
ویژه صنایع داروسازی بوده است. پژوهشگران و صنایع مختلف به

د ی فیوژن پپتیبنابراین یکی از اهداف اصلی این پروژه، دستیاب
عبارتی فرآیند تخلیص باید یک روش خالص با راندمان بالا است. به

های مختلف باشد تا قدرتمند، قابل اعتماد و قادر به حذف ناخالصی
سادگی در مقیاس بالا از ایمنی محصول اطمینان حاصل شده و به

نیز قابل انجام باشد. بنابراین میزان خلوص، سرعت انجام فرآیند و 
ازده قابل توجه محصول نهایی تعدادی از پارامترهای کلیدی هستند ب
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 .[8]وندشدستی در نظر گرفته میکه در طول توسعه فرآیندهای پایین
منظور دستیابی به شدت خلوص مورد نیاز صنعت داروهای زیستی به

است، مراحل مختلف کروماتوگرافی لازم  ٩٩که گاهی فراتر از %
است. تکنیک کروماتوگرافی امکان تفکیک بالای مواد را فراهم کرده 

	,9]و معمولاً بخش پرکار تخلیص پروتئین است با این حال  .[10
ترین مراحل در فرآیند تخلیص به زینهکروماتوگرافی یکی از پره

بربودن مراحل آید که عمدتاً علت آن هزینه محیط و زمانحساب می
علاوه صنعت داروهای زیستی هنوز از نظر میزان محصول است. به

درواقع  .[8]هایی داردخروجی و قابلیت افزایش مقیاس محدودیت
نعتی سیع صکروماتوگرافی یک تکنیک بسیار موثر با کاربردهای و

دلیل ظرفیت تفکیک بالا، انتخاب مطلوبی است که در حال حاضر به
	.[10]آیدبه شمار می

های تخلیص موجود در در این راستا نکته مهم دیگر، وجود تگ
ها موجب تسهیل فرآیند شده است. این تگ های مهندسیپروتئین

ا، هشوند. در طول سالو بازدهی و خلوص بالا طی چند مرحله می
اند که شامل های تخلیص توسعه یافتهتعداد زیادی از تگ
های های تاخورده پروتئینی، تگها، دمینتوبپپتیدهای کوتاه، اپی

های چندعملکردی ترکیبی با غیرکروماتوگرافیک و اخیراً نیز تگ
ها معمولاً به انتهای آمینی یا سازی هستند. تگتوانایی بهینه

شوند و اغلب به پروتئین متصل میکربوکسیلی پروتئین هدف 
صورت اختصاصی به ستون تمایلی دهند که بهمربوطه امکان می

همچنین گاهی  .[11]ها جدا شودمورد نظر متصل و از سایر پروتئین
ها ممکن است باعث تسهیل شناسایی پروتئین هدف و یا بهبود تگ

  حلالیت آن شوند.
های کروماتوگرافی ستونآپاتیت در امروزه استفاده از هیدروکسی
دلیل افزایش استفاده از آن در تخلیص تخلیص پروتئین، عمدتاً به

طور چشمگیری نسبت به گذشته افزایش های نوترکیب، بهپروتئین
ای هتوانایی اتصال این سرامیک به انواع پروتئین .[12]یافته است

بادی، اسیدهای ، دایمرها، تجمعات آنتیAمیزبان، پروتئین 
ها، امکان استفاده از آن در همه مراحل تخلیص کلئیک و ویروسنو

های نهایی را فراهم کرده کاریشامل جذب اولیه محصول تا ظریف
های این سرامیک منجر به های اخیر در درک ویژگیاست. پیشرفت
طور های تخلیص براساس آن شده و این موضوع بهتوسعه روش

های تولیدی افزایش داده قیاسقابل توجهی قدرت این روش را در م
  .[13]است

 گت حاوی نوترکیب پپتید فیوژن مطالعه حاضر با هدف تخلیص
رامیکی س کروماتوگرافی ستون کمک با آپاتیتهیدروکسی به تمایلی

  انجام شد.

هامواد و روش
  مواد
؛ کره جنوبی)، GeneAllپلاسمید ( اجستخرا کیتاز مطالعه  یندر ا

 ینزیمهاآ؛ کره جنوبی)، GeneAll( از ژل DNA اجستخراکیت 
؛ Fermentas( زلیگا ؛ ایالات متحده)،Fermentas( هکنندودمحد

 (IPTG)تیوگالاکتوپیرانوزید ۱بتادیایالات متحده)، ایزوپروپیل
)Fermentas ،(بادی ی اولیه شامل آنتیبادیآنت؛ ایالات متحده

IgG انتهای  ۳۰۰ا ت ۱۵های کلونال خرگوشی علیه باقیماندهپلیN-
	Santaفیبرونوژن ( βترمینال زنجیره  Cruz	Biotechnology ؛

	Goatبادی ثانویه ایالات متحده)، آنتی Anti‐Rabbit	 HRP 
)DNA	 Biotechآپاتیت هیدروکسی ؛ ایران)، رزین(CHT	

ceramic	 Hydroxyapatite	 Type	 II) )Bio‐Rad ؛ ایالات
؛ Sigma‐Aldrich؛ آلمان، Merck( شیمیایی ادمو سایرمتحده) و 

  ایالات متحده) استفاده شد.
  ه نوترکیبطراحی ساز 

سه ناحیه مشخص باقیمانده و دارای  ۷۴حاوی  یک فیوژن پپتید
مربوط به دمین اتصالی به هپارین این سازه بخش اول طراحی شد. 

پروتئین  β رهیترمینال زنج -Nناحیه  ٦٥تا  ١٥شامل توالی  و
   هبوده ک شامل یک لینکر قابل انعطاف بخش دوم، فیبرونوژن

 ۱۲سوم نیز  خشو ب تشکیل شده S4Gدو توالی لینکر عمومی  از
شامل ناحیه اتصالی به بستر سرامیکی باقیمانده داشت که 

آمده از یک مطالعه دستهتوالی ب دارایو  تیآپاتهیدروکسی
 SVSVGMKPSPRPبه توالی ی آزمایشگاهی مبتنی بر بیان فاژ 

	.[14]بود
با توجه به اینکه از سیستم بیان پروکاریوتی برای ادامه فرآیند 

شده  براساس ارجحیت کدونی برای درج استفاده شد، سازه طراحی
؛ ایالات متحده) pET21a(+) )Invitrogenدر وکتور پروکاریوتی 

	BL21سویه  coli	E.و تولید پپتید توسط سیستم بیانی باکتری 
(DE3) )Novagen ؛ ایالات متحده) بهینه شد. سپس این سازه در

 ۵´در انتهای  BamHIهای محدودالاثر های برشی آنزیمبین جایگاه
طراحی شد و برای سنتز سفارش داده شد  ۳´در انتهای  SacIو 
)Biomatic	 Internationalجنوبی) از آنجایی که سازه ؛ کره

ی ادامه روند سنتز شده بود، برا pUC57 وکتور خلدر دا نوترکیب
عنوان وکتور به (+)pET21aکار باید ژن نوترکیب در داخل وکتور 

حاوی  pUC57شد. بنابراین ابتدا پلاسمید بیانی درج و کلون می
های محدودالاثر آنزیم شد. سپس توسط ژن نوترکیب استخراج

BamHI  وSacI  مورد هضم دوگانه قرار گرفت. وکتور
pET21a(+) صورت دوگانه هضم دو آنزیم به نیز همزمان با این

شد. سپس قطعه ژنی و پلاسمید حاصل از هضم آنزیمی برای انجام 
لیگاز به کار برده شد. پلاسمید  4T	DNAواکنش الحاق توسط 

	.Eنوترکیب به میزبان مستعد باکتری  coli  سویهDH5α 
)Invitrogenمنتقل شد. روش شوک حرارتی  ؛ ایالات متحده) با

از روش  (+)pET21aبرای تایید کلونینگ سازه مورد نظر در وکتور 
های منظور تایید نهایی از کلونیاستفاده شد. سپس به PCRکلونی 

تاییدشده استخراج پلاسمید انجام و برای تعیین توالی ارسال شد. 
رای بنتیجه تعیین توالی حضور ژن و توالی صحیح آن را نشان داد. 

 AAC	AAA	ATA	TGG	CGC	GCC توالی از PCRلونی انجام ک
	CTC	TTG	TTA	TAG	TGC	TTAتوالی عنوان پرایمر پیشرو و به

AGC	G شدر معکوس استفاده ایمعنوان پر به.  



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکارانی بحر  نایم ۶۵۸

   ۱۳۹۸، پاییز ۴، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                                فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

  بیان فیوژن پپتید
 یباكتر بهسازه نوترکیب  ویحا (+)pET21a ركتووپس از اینکه 

آوردن دستبه یبرا ،شدترانسفورم  BL21 سويه coli	E. مستعد
؛ آلمان) حاوی Merckجامد ( LBمحیط در  ی تک،هایکلون
در  ساعت ۱۶ تمدبه لیتر)میکروگرم بر میلی۱۰۰( سیلینآمپی
 تهيه ایبر سپسشد. داده  كشت C۳۷° با دمای رنكوباتوا

مایع حاوی  LB محيطو در  شتهدابر نیكلو یک کشتپیش
دور در دقیقه ۱۸۰ سرعت با لیتر)میکروگرم بر میلی۱۰۰سیلین (آمپی

 حیتلق یساعته برا۱۶کشت  نیاز ا وشد داده  كشت C۳۷° دمایو 
میکروگرم بر ۱۰۰سیلین (مایع جدید حاوی آمپی LB محيط
دور ۲۲۰سرعت در انکوباتور با  و محیط ذکرشدهاستفاده  لیتر)میلی

در طول  طیمح(جذب نور)  OD که یزمانداده شد.  قراردر دقیقه 
تفاده با اس بینوترک پپتید انیب ،دیرس ۸/۰نانومتر به حدود ۶۰۰موج 
 بهترین آوردندستبه منظوربه .شد القا IPTGلار مویلیمیک از

فعال، بعد از  و محلول از پپتید بالایی مقادیر ایجاد برای بیان شرایط
،  IPTGمولارمیلی۵/۱بررسی شرایط مختلف بیان، در نهایت غلظت 

عنوان ساعت به ۳دور در دقیقه و زمان ۱۸۰، سرعت C۲۵°دمای 
 در ارلن هر محتویات ،پس از این زمانشرایط بهینه انتخاب شد. 

دقیقه و  ۶دور در دقیقه، زمان ۶۰۰۰با سرعت و  تقسیم هافالکون
و رسوب باکتری برای مطالعات بعدی  سانتریفیوژ C۴°دمای 
) PBS )۴/۷=pHفر با در حاصل رسوب بعد،آوری شد. در مرحله جمع

تا باقیمانده محیط کشت از آن حذف  وشو داده شددو بار شست
 سدیمفسفات بافربا  کردن رسوب باکتریشود. پس از حل

سیکل (هر سیکل  ۲۰یخ طی  روی حاصلمولار، سوسپانسیون میلی۵
مخلوط پروتئینی حاصل  .شد سونیکیت وات۱۵۰ توان با ثانیه) ۲۰
 ۳۰مدت دور در دقیقه و به۱۴۰۰۰سرعت  شده باشکسته هایسلول از

شد و برای مطالعات بعدی سوپ  سانتریفیوژ C۴°دقیقه در دمای 
 باقبل و بعد از القا  یهانمونه رویی جدا و نگهداری شد. در نهایت

IPTG  روشباSDS‐PAGE  آمیداکریلپلی ژل (الکتروفورز 
  قرار گرفت.ی ابیارزسولفات) مورد دودسیلسدیم
  SDS‐PAGEآنالیز 
اساس پروتکل استاندارد، بر  هانمونه SDS‐PAGE منظور آنالیزبه
بارگذاری و در  ییایاح طیتحت شرا آمیداکریلپلی ١٥%ژل  روی

  .[15]شدند یز یآمرنگ R‐250 بلویرنگ کوماس نهایت توسط
  آپاتیتسازی فیوژن پپتید با ستون هیدروکسیخالص

در انتهای کربوکسیلی خود دارای تگ اتصالی به  فیوژن پپتید
 آپاتیت است. بنابراین تخلیص پپتید نوترکیب با استفادههیدروکسی

همراه با مقداری تغییرات  آپاتیتهیدروکسیستون حاوی رزین از 
در روش کار اصلی شرکت سازنده در دو مرحله انجام شد. در این 

سازی براساس روش کار شرکت سازنده روش تنها از بافر تعادل
سازی فرآیند تخلیص، بقیه بافرها و منظور بهینهاستفاده شد و به

 ،سازی، اتصالمراحل تغییر کردند. روش جدید از چهار مرحله تعادل
از ستون تشکیل شد. در همه  فیوژن پپتیدجداشدن وشو و شست

 pHسدیم به این صورت عمل شد که مراحل برای تهیه بافر فسفات

 2.2H4PO2(NaH(Oبه کمک بافر اول  Na)4HPO2(بافر دوم 
  رسانده شد. pH=٣/٧تنظیم و تمام بافرها به 

  آپاتیتمراحل تخلیص پپتید با ستون هیدروکسی
با  رویی لیز باکتریبه ستون، سوپ فیوژن پپتیدتصال منظور ابه

مولار میلی٥) با غلظت 4HPO2Naحجم برابری از بافر اتصال (بافر 
آپاتیت اضافه هیدروکسیحاوی رزین به حجم رسانده و به ستون 

انجام گرفت.  C۴°دمای روزی در صورت شبانهشد. مرحله اتصال به
وشوی مرحله اول (بافر سپس ستون دو بار با بافر شست

4HPO2Na برای مرحله جداشدن شد مولار شستهمیلی٢٠) با غلظت .
ها از ستون نیز از بافر جداکننده مرحله اول (بافر پروتئین

4HPO2Na مولار استفاده شد. در این مرحله در میلی٢٠٠) با غلظت
بر پپتید مورد نظر، ه از ستون، علاوهشدمخلوط پروتئینی خارج

منظور خلوص های دیگری نیز وجود داشت. بنابراین بهپروتئین
بیشتر، مرحله دوم تخلیص انجام شد. به این ترتیب که محلول 

آمده از مرحله اول برای تعویض بافر و رساندن بافر دستبه
ر مولامیلی٥سدیم مولار به بافر فسفاتمیلی٢٠٠سدیم فسفات

وسیله سنتریکون عمل دیالیز و پس از آن فرآیند تغلیظ محلول به
انجام شد و برای اتصال مجدد، با حجم برابری از بافر اتصال (بافر 

مولار به حجم رسانده و به ستون میلی٥سدیم) با غلظت فسفات
 ٣مدت آپاتیت اضافه شد. مرحله اتصال بههیدروکسیحاوی رزین 

وشوی ام گرفت. در این مرحله برای شستانج C۴°دمای ساعت در 
وشوی مرحله اول از محلول کلریدسدیم با جای بافر شست ستون به
مولار استفاده شد و برای بافر خروج دوم نیز محلول میلی٢٥غلظت 

دیالیز به کار برده شد. فرآیند  مولارمیلی١٦٠با غلظت کلریدسدیم 
 با زاز کیسه دیالیاستفاده با از مرحله دوم  آمدهدستبرای پپتید به

انجام گرفت.  pH=٣/٧با  PBSکیلودالتون در محلول ٣اندازه منفذ 
 غلظتن تعییروش برادفورد استفاده از با  خالص فیوژن پپتیدسپس 
 ١٥، %PAGE‐SDSژل  از ،آنو برای بررسی میزان خلوص  [16]شده

احیایی مورد استفاده قرار گرفت. در نهایت برای ادامه کار، پپتید 
  نگهداری شد. -C۲۰°شده در خالص
  بلاتوسترن

ده شد. بلات نیز استفابرای تایید بیان فیوژن پپتید از روش وسترن
در این روش پس از جداسازی مخلوط پروتئینی براساس اندازه در 

ساعت و  ۲طی  Bio‐Rad، طبق روش کار شرکت SDS‐PAGEژل 
 انتقال بافر. شد انتقال داده زسلولترویبه کاغذ نآمپر میلی۱۰۰با ولتاژ 
 ۲۰%مولار و متانول میلی۲۰گلایسین مولار، میلی۲۴ بازتریس شامل

 مدتبه ۵آلبومین سرم گاوی % با نکیعمل بلاک بود. پس از انتقال،
انجام  با شیکهمراه  C۴° ساعت در ۳اتاق و  یدر دما دقیقه ۳۰

 ۱:۲۰۰۰ با رقت ی اولیهبادیسلولز با آنتتروینی بعد غشا هدر مرحل شد.
 هایکلونال خرگوشی علیه باقیماندهپلی  IgGکه شامل آنتی بادی

صورت فیبرونوژن بود، به βترمینال زنجیره  -Nانتهای  ۳۰۰تا  ۱۵
‐Anti	Goat)بادی ثانویه وشو با آنتیشبانه گذاشته و پس از شست

Rabbit	HRP)  سپس .انکوبه شدساعت  ۲مدت به ۱:۲۰۰۰با رقت 
 تویین از ۰۵/۰% (بافر نمکی فسفات حاوی غلظت PBSTغشا با بافر 
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داده شد. در نهایت کاغذ نیتروسلولز با سوبسترای وشو شست) ۲۰
تحت ژن؛ ایران) (سیتومتین ECLلومینسانس از کیت کمی محلول
 و غشا ظاهر یفلورسنت رو یباندها ده ومجاور ش ارداستاند طیشرا

  .از این طریق حضور فیوژن پپتید مورد تایید قرار گرفت
	کروماتوگرام تخلیص فیوژن پپتید

برای بررسی مراحل تخلیص، نمودار کروماتوگرام با استفاده از 
؛ ایالات متحده) که به Pharmaciaدستگاه پمپ پریستالتیک (

). طی انجام ۱نور فرابنفش متصل است، رسم شد (شکل  آشکارساز
 صورت نمودار ثبتکننده مراحل را بهمراحل تخلیص، دستگاه ثبت

طوری که ابتدا نمودار نمونه ورودی، سپس نمودار مربوط کند. بهمی
دهد که در این به مرحله جداشدن پپتید از ستون را نشان می

میزان جذب در  محور عرض پارامتر زمان و نمودارها محور طول
دهد. سرعت جریان این دستگاه در حدود نانومتر را نشان می۲۸۰
  میکرولیتر در دقیقه است.۵۰۰

  

  
آپاتیت حاوی پمپ سیستم کروماتوگرافی ستون هیدروکسی )۱شکل 

  کنندهنور فرابنفش و یک ثبت آشکارسازپریستالتیک، 

  
  مربوط به فیوژن پپتید خالص DLSآنالیز 
 از نآ عبور توسط شدهتخلیص پپتید فیوژن به مربوط DLS آنالیز

یز این آنال .شد انجام) انگلستان (مالورن؛ زتاسایزر مالورن دستگاه
منظور بررسی پراکندگی محلول پروتئینی و محاسبه شعاع به

مورد استفاده قرار  C۲۰°هیدرودینامیکی پپتید طبیعی در دمای 
میکرومتری گذرانده ٢/٠گرفت. محلول پپتید نوترکیب از یک فیلتر 

شد. محلول پپتیدی مربوط به مراحل مختلف تخلیص برای آنالیز 
درجه ٩٠شده در زاویه ثابت ها به کار برده شد. نور پراکندهنمونه

و  های کانتینشناسایی و توزیع اندازه ذره با استفاده از الگوریتم
  انیشتین مورد محاسبه قرار گرفت. -معادله استوکس

  

  یافتهها
  سازه نوترکیب كلونينگ
های آنزیمتوسط سازه نوترکیب  نژ حاوی  pUC57وکتور 

سازه  نژ یمی قرار گرفت. نزآ مورد هضم BamHIو  SacIمحدودالاثر 
درج و به میزبان  (+)pET‐21a ركتودر و خوردهنوترکیب برش

توسط شوک حرارتی انتقال و سپس  DH5αسویه  coli	E.مستعد 

برای تایید حضور ژن مورد نظر در وکتور، از روش کلونی . شد کلون
PCR استفاده شد. با روش کلونی PCR کمک پرایمرهای  با و

شده که توالی پرایمر پیشرو مربوط به ابتدای ژن طراحی صیختصاا
وکتور است که بدنه  ۱۹۰و توالی پرایمر معکوس مربوط به شماره 

جفت نوکلئوتید به توالی مورد نظر افزوده  ۱۲۵شود حدود باعث می
جفت نوکلئوتیدی تکثیر شد. با توجه  ۳۴۷شود، یک توالی حدود 
شده مثبت و دارای باند ژن مورد های انتخاببه کنترل منفی، کلونی

های تاییدشده، استخراج ). سپس از کلونی۲نظر بودند (شکل 
منظور تایید نهایی برای تعیین توالی ارسال شد ام و بهپلاسمید انج

  ).۲مورد تایید قرار گرفت (شکل  ۱۰۰طور %که حضور ژن مورد نظر به
  

  
ای که وجود قطعه PCRهای حاصل از روش کلونی نتیجه ژل آگارز داده )۲شکل 
ای هشده، کلونیجفت بازی با توجه به پرایمرهای اختصاصی طراحی ۳۴۷حدود 

 -DNA ،۲مارکر وزن مولکولی  -۱مثبت حاوی پلاسمید نوترکیب را تایید کرد. (
عنوان کنترل فاقد ژن به (+)pET21aپلاسمید  -۴کلونی مثبت،  -۳کلونی مثبت، 

  منفی)

  
  PAGE‐SDSآنالیز 

نوترکیب  تایید نهایی صحت کلونینگ، پلاسمیدهایپس از 
pET21a(+)  به میزبانE.	coli  سویهBL21	(DE3)  برای بیان
به روش شوک حرارتی ترانسفورم شدند. با بررسی  فیوژن پپتید

، دمای IPTGمولار میلی۵/۱شرایط مختلف بیان، در نهایت غلظت 
°C۲۵،  عنوان شرایط ساعت به ۳دور در دقیقه و زمان ۱۸۰سرعت

ژ های باکتری بعد از سونیکیت با سانتریفیوبهینه انتخاب شد. سلول
 C۴°دقیقه در دمای  ۳۰مدت دور در دقیقه، به۱۴۰۰۰با سرعت 

رکیب تقبل و بعد از القا با  باکتری زیل نشین شدند. محلول روییته
IPTG  ییایاح طیشرا تحتو  ۱۵%آمید آکریلاستفاده از ژل پلیبا 

براساس محاسبات تئوری تخمین  ).۳شكل ( قرار گرفت یمورد بررس
 روی آن کیلودالتون بود، اما مهاجرت۱۰وزن فیوژن پپتید در حدود 

 کنترل به تنسب نوترکیب پپتید بیان به مربوط باند که شد باعث ژل
نتایج حاصل  .شود مشاهده کیلودالتون۱۲ حدود در منفی
  ).۳دهنده بیان پپتید نوترکیب بود (شکل نشان
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آمید تحت اکریلپلی ۱۵% ژلبا استفاده از  بررسی بیان فیوژن پپتید )۳شکل 
لیز سلول باکتری قبل از القا  -۲، نیپروتئوزن مولکولی مارکر  -۱یی؛ (ایاح طیشرا

بعد از سه  IPTGبعد از القا با ترکیب  بیان فیوژن پپتید -IPTG ،۳با ترکیب 
  ساعت) ۱۲بیان پپتید بعد از  -۵ساعت،  ۶بیان پپتید بعد از  -۴ساعت، 

	
  فیوژن پپتید صیتخل

فرمول آپاتیت یک رزین ترکیبی با سرامیک هیدروکسی
2(OH)6)4(PO10Ca های فعال و دارای عملکرد این است. گروه

عنوان های کلسیم دارای بار مثبت بهستون شامل جفت یون
ای هو شش اتم اکسیژن با بار منفی متصل به گروه Cهای جایگاه

یا دیگر های آمینی گروه .17]‐[19است Pهای عنوان جایگاهفسفات به
 های دیگرها یا مولکولهای دارای بار مثبت در سطح پروتئینگروه

جذب و  Pهای به جایگاهبا مکانیسم کلاسیک تعویض کاتیونی 
های شوند. این حالت برای گروهدفع می Cهای توسط جایگاه

صورت بههای هدف فسفوریل موجود در مولکولکربوکسیل و 
شوند به فلز به ستون متصل می با مکانیسم تمایلمعکوس است و 

  .الف) -٤(شکل 
  

  

  
: یک پروتئین A -آپاتیت؛ (الفنحوه اتصال پروتئین به ستون هیدروکسی )۴شکل 

های آمین با مهار افزایش اتصال گروه -: یک پروتئین اسیدی، بBبازی، 
های آمین اتصالی توسط محلول جداشدن انتخابی گروه -، دCهای جایگاه

  )[19]کلریدسدیم

  

pH  ایزوالکتریک)PI( ٧١/١٠شده برای فیوژن پپتید حدود محاسبه 
به دلیل  pHهای بازی با کاهش بود. در این ستون، اتصال پروتئین

تمام  pHشود. بنابراین میتر افزایش بار مثبت روی پروتئین قوی
 انتخاب شد که ٣/٧شده برای فرآیند تخلیص برابر بافرهای استفاده
 عنوان یک قاعدهفیوژن پپتید بود. درواقع به PIتر از این مقدار پایین

 هایترشدن اتصال بهتر گروهتر بافر موجب قویپایین pHساده، 
سدیم با شده و استفاده از بافر فسفات Pهای آمین به جایگاه

 C هایمولاریته کم به درگیری بهتر کمک کرده و باعث مهار جایگاه
سدیم با مولاریته بالاتر ب). از طرفی بافر فسفات -٤شود (شکل می

شود. بنابراین در مرحله اول تخلیص، باعث جداسازی پروتئین می
مولار میلی ٢٠٠سدیم برای جداشدن پپتید از ستون از بافر فسفات

اول همچنان دارای ناخالصی خروج شد، اما محصول بافر استفاده 
همین دلیل مرحله دوم تخلیص انجام شد. بدین صورت که بود. به

محلول کلریدسدیم با وشوی دوم، با استفاده از در مرحله شست
و از ستون شسته شد های موجود مولار ناخالصیمیلی٢٥غلظت 

ا ب جداکردن فیوژن پپتید از ستون با استفاده از محلول کلریدسدیم
 -٤با فرآیند تعویض کاتیونی انجام شد (شکل  مولارمیلی١٦٠ت غلظ
خالص بود  دوم حاوی فیوژن پپتیدخروج در نهایت محصول د). 

  ).۵(شکل 
  

  
آمید اکریلپلی ۱۵% ژلبا استفاده از  فیوژن پپتید صیو تخلبررسی بیان  )۵شکل 

لیز باکتری قبل از القا  -۲، نیپروتئ وزن مولکولی مارکر -۱( یی؛ایاح طیتحت شرا
محصول خروجی  -IPTG ،۴لیز باکتری بعد از القا با  محلول رویی -۳؛ IPTGبا 

  محصول خروجی ستون در مرحله دوم تخلیص) -۵ستون در مرحله اول تخلیص، 

  
  بلاتوسترن

کلونال پلی IgGبادی ی اولیه شامل آنتیبادیآنتدلیل اینکه به
ترمینال زنجیره  -Nانتهای  ۳۰۰تا  ۱۵های خرگوشی علیه باقیمانده

β فیوژن  نمونهشود، صورت اختصاصی متصل میفیبرونوژن به
 سلولزونيتر كاغذدر بادی اختصاصی آنتی با هشدتخلیص پپتید
 لودالتونیک۱۲ هودمحددر  آن به طمربو باندداد و  ننشا كنشوا

مولکولی پروتئین مشاهده شد. نتایج حاصل از نسبت به مارکر وزن 
ب مورد شده و پپتید نوترکیبودن پپتید تخلیصبلات یکسانوسترن

  ).۶نظر را تایید کرد (شکل 
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د بان و مشاهده شدهتخليص بلات نمونه فیوژن پپتیدوسترن آنالیز )۶شکل 
مارکر وزن مولکولی  -۱کیلو دالتونی که حضور فیوژن پپتید را تایید کرد. ( ۱۲حدود

  شده)نمونه فیوژن پپتید تخلیص -۲پروتئین، 

  
نمودار کروماتوگرام مربوط به فرآیند تخلیص با ستون 

  آپاتیتهیدروکسی
در نمودار کروماتوگرام پیک اول به نمونه ورودی مربوط بود که 

باکتری است که با بافر اتصال ترکیب شده  لیز رویی شامل محلول
دوم مربوط به مرحله جداشدن پپتیدهایی بود  است. همچنین پیک

دهنده اتصال فیوژن پپتید اند که نشانکه به ستون متصل شده
یت آپاتصورت تمایلی به ستون هیدروکسیحاوی تگ مورد نظر به

در مرحله دوم، درواقع نمونه ورودی آن مخلوط پپتیدی تقریباً  .است
ل و تغلیظ پپتید حاصشده مرحله اول بود که بعد از دیالیز تخلیص

کردن آن با بافر اتصال به ستون از مرحله اول و ترکیب
آپاتیت اضافه شد. همچنین پیک دوم آن مربوط به هیدروکسی

وشو محصول خروجی ستون بود که در این مرحله با تغییر بافر شست
و بافر خروج نسبت به بافرهای مرحله اول میزان تخلیص فیوژن 

کرد و نتایج حاصل خلوص مطلوب و قابل قبول پپتید افزایش پیدا 
  ).۷را نشان داد (شکل  فیوژن پپتید

	DLSآنالیز 
توان میزان خلوص پپتید هایی که از طریق آن مییکی از روش

است. از این  DLSشده را بررسی کرد، استفاده از تکنیک تخلیص
تکنیک برای بررسی پایداری، پراکنش محلول پروتئینی و همچنین 

شود. به این منظور ین شعاع هیدرودینامیکی استفاده میتعی
هایی از مراحل مختلف تخلیص پپتید تهیه شد. محلول نمونه

پپتیدی مرحله خروج دوم حالت مونودیسپرس را نشان داد و حالت 
مونودیسپرسیتی محلول پپتید از طریق تک پیک ثابت قابل مشاهده 

مربوط به بقیه مراحل تخلیص های ). در حالی که نمونه۱بود (نمودار 
از حالت مونودیسپرسی خارج شد. از طرفی شعاع هیدرودینامیکی 

طور کلی محاسبه شد. به d.nm۹/۱۳برای پپتید نوترکیب حدود 
محلول پپتید تخلیص شده حالت مونودیسپرس بوده و فاقد هرگونه 

  ).۱ناخالصی و یا اشکال غیرعادی پپتید بود (نمودار 

  
آپاتیت؛ نمودار کروماتوگرام مربوط به فرآیند تخلیص با ستون هیدروکسی )۷شکل 
ه ب آپاتيتیرزين هيدروكس یمربوط به مرحله اول تخليص رو كروماتوگرام -(الف

لیتر و دارای حجم برابری از محلول میلی۵لیتر: حجم نمونه ورودی میلی۵/۱حجم 
ز وشو و حجم بافر خروج نیافر شسترویی لیز باکتری و بافر اتصال بود. حجم ب

: نمونه تخليص دوممربوط به مرحله  كروماتوگرام -لیتر بود. بمیلی۱۰حدود 
نمونه  حجمورودی شامل مخلوط پپتیدی حاصل از مرحله اول ستون بود و 

وشو و حجم بافر خروج نیز با مرحله اول تفاوتی نداشت.) حجم بافر شست ی،ورود
ها میزان جذب در ها پارامتر زمان و محور عرضور طولدر نمودارهای حاصل مح

  دهد.نانومتر را نشان می۲۸۰

  

	
	شدهصیتخل نوترکیب دیپپت DLS زیآنال )۱نمودار 

  

  بحث
تلاش شد تا سیستمی جامع و فراگیر برای ترمیم  حاضر در مطالعه

فرآیندهای  بافت استخوانی طراحی شود که در آن کمترین میزان
یک . دمورد نیاز باشو کمترین مقدار پروتئین نوترکیب دستی پایین

های بیوشیمیایی است انتقال پیام ،مساله مهم در مهندسی بافت
های متعددی مثل روش بدون اتصال، متصل تواند از روشکه می

 شده، ایجاد پوشش در سطح ایمپلنتبه ایمپلنت برای انتقال کنترل
های انتقال ژن انجام انیسمها از طریق مکیا بیان آنها در سلول

عنوان مثال استفاده از فاکتورهای رشد بدون اتصال، به .20]‐[23شود
کند. امکان استفاده زیاد و حذف سریع آنها از محیط را فراهم می

مدت اولیه مناسب باشد، این روش ممکن است برای تحریک کوتاه

 الف ب
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بینی یشچراکه وابسته به میزان تخریب مواد زیستی و غیر قابل پ
مدت مورد نیاز صورت طولانیاست. اما اگر تحریک فاکتور رشد به

صورت فیزیکی (استفاده از میکروسفرها، انداختن آنها بهدامباشد، به
ها) یا اتصال آنها با پیوند کووالان (از طریق نانوسفرها و یا لیپوزوم

های پذیر آنزیمی و یا ترکیب شیمیایی) جزء روشلینکرهای برش
شده آنها بر توان از رهایش کنترلانتخابی است و از این طریق می

  .[25	,24]حسب نیاز به فاکتور رشد یا دارو اطمینان حاصل کرد
ن اتصالی به هپارین یپپتید مشتق از دمدر مطالعه حاضر، فیوژن 

و  شد ساختهآپاتیت هیدروکسیبار با توالی اتصالی به برای اولین
 کاپرولاکتون وپلی سرامیکی در کوپلیمرنیز بار برای اولین

آپاتیت هیدروکسیشده با غنی (PPF‐PCL)فومارات پروپیلنپلی
ه به عبارتی با توجگرفت. بهعنوان یک داربست مورد استفاده قرار هب

  شده نوآوری این مطالعه شامل موارد زیر است:موارد بیان
واع به ان قادر است ن اتصالی به هپارینیدم) فیوژن پپتید حاوی ١

شود، بافت متصل  میدر ترم لیرشد دخ یاز فاکتورها یمختلف
 وانداختن این فاکتورها در محل ضایعه شده دامدرنتیجه باعث به

 فراهم کند. همچنین در محل ضایعه مستقیم آنها را هاستفادامکان 
امکان جذب فاکتورهای رشد از خون و محیط اطراف محل 

 کردهمحل کنترل آن فاکتورها را در  اینرهایش  امکان ،دیدهآسیب
 در ار  استخوانی بافت بازسازی برای لازم رشد فاکتورهای نسبتو 

نیز خود مورد که این  دکنمی ترنزدیک طبیعی شرایط به ترمیم محل
از نیاز طرفی  در ترمیم بافت از اهمیت قابل توجهی برخوردار است.

ه شدو رهایش کنترلبه افزودن انواع فاکتورهای رشد به داربست 
 . بنابراین این پپتیدبردمیرا از بین  تجزیه داربست هنگام هاآن
از  ودر این رابطه باشد  هزینهکم و مناسب جایگزینیک  واندتیم

و  های نوترکیبهای بیشتر برای تولید و تخلیص پروتئینهزینه
  کند.رشد جلوگیری دیگر فاکتورهای 

 شونده به داربست حاوی) در گام بعدی، نوعی تگ پپتیدی متصل۲
آپاتیت در طراحی سازه نوترکیب قرار داده شد که شامل هیدروکسی

 آمده از یک مطالعه آزمایشگاهی مبتنی بر بیان فاژیستدهبتوالی 
بر توانایی تخلیص از طریق ستون و از طریق آن، علاوه است

ها و تواند رهایش انواع مختلفی از پروتئینآپاتیت، میهیدروکسی
 آپاتیت کنترل کند.فاکتورهای رشد را از داربست حاوی هیدروکسی

توانایی و قدرت اتصال این فیوژن پپتید به داربست، تضمینی بر 
زمان اتصال فیوژن پپتید به داربست بوده و رهایش آن افزایش مدت

ب بر اینکه موجکند. این ویژگی علاوهتر میشدهرا از داربست کنترل
های شود، پایداری پروتئینجلوگیری از ایجاد عوارض جانبی می

نوترکیب روی داربست را نیز افزایش داده، درنتیجه التیام بافت 
میزان و قدرت . [14]استخوانی با سرعت بیشتری صورت خواهد گرفت

یستم اتیت که تقلیدی از سآپاتصال این فیوژن پپتید به هیدروکسی
زیستی است و همچنین رهایش آن از داربست بررسی شد که در 

  های حاصل از این بررسی پرداخته نشده است.مطالعه حاضر به داده
) طراحی چنین پپتیدی نیازمند روش تخلیص کارا و قدرتمند ۳

عبارتی دلیل دیگر قراردادن این تگ، بررسی شرایط مختلف بهاست. 

کردن فرآیند تخلیص و معرفی یک تگ مناسب در طراحی نهو بهی
سبت نکه به این منظور، های نوترکیب در این زمینه بوده است سازه

تون از کروماتوگرافی سبه مطالعات قبلی به جای ستون فلوروآپاتیت 
. به دلیل ماهیت توالی تگ مورد [26]آپاتیت استفاده شدهیدروکسی

 پتید بازی تبدیل شد و برای جداکردن آننظر، فیوژن پپتید به یک پ
از ستون، خاصیت تعویض کاتیونی مورد استفاده قرار گرفت. 

با اعمال تر، قیدق صیمنظور تخلبههمچنین در مطالعه حاضر، 
 تخلیص روش تغییرات اساسی در روش کار اصلی شرکت سازنده،

این  . از جمله[12]داده شدتوسعه  یدیتگ پپت نیا یبرای ادو مرحله
سدیم در مرحله اول از بافر فسفاتحذف کلریدسدیم  تغییرات

تخلیص بود که یکی از موارد نوآوری در این مطالعه است. در مرحله 
مولار میلی١٦٠جداکردن فیوژن پپتید از ستون از غلظت  دوم نیز برای

ط بودن این غلظت به شرایکلریدسدیم استفاده شد و به علت نزدیک
ثرات نامطلوب تغییرات ساختار پپتید در اثر غلظت زیستی احتمال ا

زیاد کلریدسدیم کاهش پیدا کرد و میزان تخلیص نسبت به کار 
این پپتید نشان داد  جینتا. [26]مشابه افزایش قابل توجهی نشان داد
ص شد قابل قبولی تخلیخلوص با تمایل بالایی به ستون متصل و با 

 توانداین روش می یبالا صیو قدرت تخل یور بهرهدر نهایت که 
ن در ای .یی آن در آینده باشدو دارو ینیبال یکاربردها یبرا یدینو

ها شود، تواند موجب افزایش هزینهروش اگرچه افزایش مراحل می
تواند اما خلوص نهایی پپتید و کاهش مراحل پس از خلوص، می

  نقش مهمی در استفاده کاربردی از آن داشته باشد.
های نوترکیب حاوی تگ، مزایای ذکرشده در مورد سازه بر) علاوه٤

هایی نیز وجود دارد. مثلاً برای مصارف مختلف، بعد از محدودیت
ها فرآیندی معمول بوده و موجب انجام فرآیند تخلیص، حذف تگ

 .[11]شودپیچیدگی بیشتر و کاهش بازده فرآیند تخلیص می
های لکرد و فعالیتتوانند عمها میهمچنین تعداد زیادی از تگ

در این  .[27]شده ایجاد کننداضافی نامربوط برای پروتئین تخلیص
علت اینکه یکی از اهداف بعد از فرآیند تخلیص، اتصال مطالعه به

آپاتیت موجود در داربست بود، تگ این تگ به قسمت هیدروکسی
مورد نظر حذف نشده و این موضوع موجب ایجاد نوآوری خلاقانه 

  چند سال اخیر شد.در طول 
 ایمنی اثرات پپتید و احتمالاً فیوژن  بودندلیل کوچکبه ) در نهایت٥

پایین آن، امکان دارورسانی این پپتید از طریق سیستم گردش خون 
  .منظور درمان پوکی استخوان نیز وجود داردها بهبه استخوان

  نمودار

  
  گیرینتیجه

 موفقیت با ژن کلونینگ مراحل اول، مرحله در حاضر، مطالعه در

 هایآنزیم از استفاده با آنزیمی هضم ،PCR کلونی نتایج و شد انجام

SacI و BamHI به نظر مورد توالی که داد نشان توالی تعیین و 

 در. شده بود ترانسفورم درستیبه(+) pET21a بیانی وکتور درون

 هایروش طریق از آن تایید و انجام بالایی بازده با بیان بعد مرحله



 ۶۶۳ یکیسرام یبا کمک ستون کروماتوگراف تیآپاتیدروکسیبه ه یلیتگ تما یحاو بینوترک دیپپت وژنیف صیتخلـــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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SDS‐PAGE با نیز تخلیص فرآیند. شد انجام بلات وسترن و 

 یتکیف سازنده، شرکت کار روش در ایجادشده تغییرات از استفاده

 مخلوط که داد نشان DLS آنالیز نهایت در. داشت قبولی قابل

 ئینپروت که است آن بیانگر این و بوده مونودیسپرس پروتئینی

 عاتتجم گونه هر فاقد و برخوردار قبولی قابل خلوص از شدهتخلیص

  .است خود با درگیری و
  

 تربیت هنشگادا هشیوپژ از معاونت ننویسندگاتشکر و قدردانی: 
 مالی حمایت و مایشگاهیآز تمکاناکردن اهمافر به دلیل رسمد
  .نددار را تشکر لکما

 دهش تایید نویسندگان همه توسط حاضر مطالعهاخلاقی: تاییدیه
 فارسی، زبان به دیگری نشریه در مطالعه این همچنین. است

 یهنشر برای همزمان طوربه یا نشده چاپ دیگری زبان یا انگلیسی
  .است نشده ارسال دیگری

 تعارض گونههیچ کنند کهمی اعلام نویسندگانتعارض منافع: 
  .ندارد وجود منافعی

، نگارنده (نویسنده اول) مینا بحری سهم نویسندگان:
صادق )؛ ٣٥نگارنده بحث (%گر آماری/تحلیلمقدمه/پژوهشگر اصلی/

شناس/پژوهشگر /روشگر آماریتحلیل، (نویسنده دوم) نیاحسن
، پژوهشگر (نویسنده سوم) بهاره دبیرمنش)؛ ٣٥اصلی (%

(نویسنده  زادهنیحس ونیهما )؛٢٠(% آماری گرتحلیلکمکی/
  .)١٠شناس/پژوهشگر کمکی (%، روشچهارم)

 پژوهشی اعتبار محل از حاضر پژوهش مالی منابعمنابع مالی: 
 معاونت مالی هایحمایت همچنین و اول نویسنده نامهپایان
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