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 زیو تمــا ســازخونيادیبن يهاســلول ریــتکث میاست که در تنظمهم  نیتوکیاس کی نیتیترومبوپو نییپروت :زمینه و هدف

 نییتپــرو نیــا يوتکنولوژیاز مراکز ب ياریدر خون، در بس نییپروت نیمقدار اندك ا لیدلاست. به لیدخ هاتیوسیمگارکار

  بود. نییپروت نیژن ا انیو ب يسازمطالعه همسانه نی. هدف از اشودیم دیتول بیصورت نوترکبه

 1396 وریهرتــا شــ 1395از مــرداد  تهران، انتقال خون قاتیدر مرکز تحق یشگاهیآزما یمطالعه تجرب نیا :روش بررسی

. شــداســتخراج  cDNAســنتز  يجهــت الگــو RNAهــا کشت و از آن HepG2 یسلول رده يهااست. سلول انجام گرفته

cDNA واکنش  يعنوان الگوبهPCR نیمــدُ يرمزکننــده یگرفــت و تــوال قــرارشــده  یطراحــ يمرهــایبا اســتفاده از پرا 

(Domain) دیو وارد پلاسم يجداساز نیتیترومبوپو يعملکرد pET32 خــتم بــا اســتفاده از روش بیــشد. وکتور نوترک 

 ریز مقــادااســتفاده  با نییپروت انیب يشد. القا حیتلق یتاگامرز یانیب يهیبه سو بیو سپس وکتور نوترک یابییتوال رهیزنج

شــده، تحــت آزمــون  هیــکننــده تهانیب ي. بــاکتررفتانجام گ Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)مناسب 

  وسترن بلات قرار گرفت.

کــل  ینییــابی پــروتالقــاي بیــان، ارز .تایید شد با خوانش توالی وکتور نوترکیب، حضور توالی ژن ترومبوپویتین ها:یافته

ربــوط بــه مجایگاه قرارگیري بانــدهاي  صورت محلول در فضاي سیتوپلاسمی بود.بههدف  پروتیینسلول حاکی از بیان 

ي بــلات گویــا هیســتگ در وســترنهــاي آنتیباديآکریل آمید و واکنش انجام گرفته با آنتیتوالی مورد انتظار در ژل پلی

  ین هدف بود.یبیان پروت درستی

روش  نیا رد. باصورت محلول دارا به نیتیترومبوپو بینوترک نییپروت انیب ییتوانا یرزتاگام يباکترگیري: نتیجه

نبوده و  يبادونیصورت انکلوزنمود که به دیتول یبینوترک نییپروت ،ییایپربازده باکتر ستمیاز س استفادهتوان با یم

  .باشدینم يمستلزم مراحل بازپرداز

   .نیتیساز، ترومبوپوخون يادیبن يهاسلول ،هانیتوکیسا :لیديک لماتک

 

  
 Megakaryocyteو c-MPL گاندیبه ل نیکه همچن نیتیترومبوپو

growth and development factor (MGDF) کیمعروف است،  زین 

 نیا 1.شودیپلاکت م دیتول میاست که سبب تنظ يدیکل نیتوکیسا

   تیوسیاکارـمگ يدادـاج يهاولـو بلوغ سل زیتما د،یفاکتور سبب تول

  

. باشدیم يضرور سیزیبوپوحفظ سطح نرمال ترم يشده و برا

خارج  کسیها به ماترسبب اتصال پلاکت نیهمچن نیتیترومبوپو

  2.شودیم زنی هاآن يسازو تجمع و فعال یسلول

حذف  ها،تیوسیبر مگاکار نیتوکیاس نیا رینظر از از تأثصرف

 يهاو سلول توریپروژن يهاباعث حذف عملکرد سلول نییپروت نیا

 يدییترویو ار يدییلویم يهابه رده لتبدی در سازخون يادیبن

  مقدمه

 
  

 

  395تا  388هاي ، صفحه6شماره  ،76دوره ، 1397ور شهریی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  27/06/1397آنلاین:      17/06/1397پذیرش:      03/12/1396: ویرایش     26/11/1396دریافت:          چکیده
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http://tumj.tums.ac.ir 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2018 September;76(6):388-95 

ساز و خون يادیبن يهادر حفظ تعداد سلول نیتیترومبوپو 3.شودیم

 نیهمچن نییپروت نیا 2.دارد ریتأث زین وندپی از پس هابسط آن ییتوانا

بوده و  FLT-3 و SCF، 3- نینترلوکیا ن،یتیتروپویبا ار یتیاثر تقو يدارا

 هاتیوسیمگاکار يشده و بر رده يدییترویار يهاسبب گسترش کلون

  4.دارد یتیقواثر ت زین

 هی)، کلهاتیدر بدن کبد (هپاتوس نیتیترومبوپو دیتول یاصل منابع

 نیژن ا انی. البته بباشدیحال متوبولار)، مغز استخوان و ط يها(سلول

 يهیو ر ضهیتخمدان، ب ،یاسکلت يهاچهیدر ماه نیهمچن پروتیین

 نیتیترومبوپو زانیمشاهده شده است که م 5.شده است دهید زین نیجن

وجود  یبازخورد منف کی یعنی باشدیخون وابسته به تعداد پلاکت م

 شیخون افزا نیتیترومبوپو زانیها مدارد و با کاهش تعداد پلاکت

پلاسما  شیپالا لهیکه بوس یخون يهانییپروت گریخلاف د بر 4.ابدییم

در خون  پروتیین نیا زیناچ اریبس زانیعلت مهقابل استحصال است، ب

نشان  نیشیدر مطالعات پ 6- 11نمود. هیته بیآن را به روش نوترک دیبا

 تیدر سا ونیلاسیکوزیداده شده است که با حذف امکان گل

 12.در عملکرد آن حاصل نشده است یاختلال پروتیین نیا يلکردعم

استفاده نمود  يباکتر یانیب زبانیتوان از میموضوع م نیبا توجه به ا

 يد يحضور باندها پروتیین نیا حیعملکرد صح يبرا یاز طرف یول

  5باشند. یلازم م يدیسولف

ار قر q27 هیناح 3کرموزوم  يبر رو پروتیین نیا يکدکننده ژن

 و نیکودریها ژن نیشده که ب لیاگزون تشک پنجژن از  نیدارد. ا

RNA مرازیپل  IIيهاانتیوار يدارا پروتیین نیواقع شده است. ا 

از نظر  که باشدی) میاصل انتیوار پنج( یمختلف هفت یبرش

مختلف محافظت  جوداتها و مومشابه بوده و در بافت يعملکرد

واکنش خود با  قیعملکرد خود را از طر نیتیترومبوپو 13.باشدیشده م

مشابه با رسپتور  يبا همولوژ ییغشا پروتیین کیکه  c-MPL رسپتور

واکنش  قیاز طر پروتیین نیا 14.دهدیاست، انجام م 1 پیت نیتوکیاس

-Jak ریمس ياندازو راه  Jak-2ونیلاسیبا رسپتور خود منجر به فسفر

Stat خود را اعمال  کیولوژیزیعملکرد ف قیطر نیو از ا شودیم

به عملکرد آن  توانیم نیتیترومبوپو يهانقش نیمهمتر از 12.کندیم

خون  يادیبن يهاسلول زتمای ساز،خون يادیبن يهاسلول ریدر تکث

 و ERK1 یرسان امیپ يمثبت آبشارها میتنظ ،يدییلویم يساز به رده

ERK2امیبت پمث میتنظ و هاتیوسیبه مگاکار زیمثبت تما می، تنظ 

با  تواندیم نیهمچن نیتیترومبوپو 3.نمود رهاشا B نازیک پروتیین یرسان

 يادیبن يها) در سلول1- نیتیوپویآنژ يرندهی(گ Tie2 انیب کیتحر

خود در مغز  يهاانهآشی در هاسلول نیسبب اتصال ا ،سازخون

 يو بقا یسلول ریامکان تکث شیخود سبب افزا نیاستخوان شده که ا

 پروتیین نیا يربردهااز کا 15.شودمی سازخون يادیبن ياهسلول

 هايسلولEx vivo  در کشت نیتیتوان به استفاده از ترومبوپویم

تاکنون از منابع  پروتیین نیژن ا 16اشاره نمود. کیتییهماتوپو

 انیو ب يسازهمسانه یمختلف يهازبانیکلون شده و در م یگوناگون

گروه  پنجژن توسط  نیبار ا نیاول يبرا 1994در سال  2.شده است

   17شد. يسازمستقل همسانه

 يبرا نهیبه طیشرا نییو تع انیب ،سازيمطالعه همسانه نیاز ا هدف

  باشد.یم یرزتاگام یانیب زبانیبا م نیتیترومبوپو دیتول

  

  
باشد و در مرکز تحقیقات آزمایشگاهی می-این مطالعه تجربی

تا  1395وسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون از مرداد م

با نظارت موسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال  1396شهریور 

  خون صورت پذیرفته است.

از بانک سلولی ذخایر ژنتیکی ایران تهیه شد  Hep G2رده سلولی 

 ,DMEM-F12 (Glibcoو به منظور استخراج ژن در محیط اختصاصی 

USA) .با استفاده از محلول  پس کشت داده شدYTzol Isolation of 

RNA (Yekta Tajhiz Azma, Tehran, Iran)  کاردستورو مطابق با 

      شد. در مراحل استخراج جهت سانتریفوژ  استخراج RNA شرکت

 .Sigma centrifuge (Model 3K30, Sigma-Aldrich Corp., Stاز 

Louis, Missouri, USA) از ده شد. استفاRNA  استخراج شده مطابق

 (RT-PCR)معکوس  يبردارپلیمراز نسخه ياواکنش زنجیرهبا روش 

 Thermal cycler (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)توسط 

  . شدسنتز  cDNAتوالی 

 استفاده شد. PCRسنتز شده به منظور واکنش  cDNA از الگوي

که به تناسب توالی مورد نظر  براي تکثیر توالی مربوطه، از پرایمرهایی

هاي طراحی شده بودند و در خود جایگاه برش براي آنزیم

پرایمر پیشرو با  استفاده گردید. ،محدودکننده مناسب وکتور را داشتند

-Nco1 CATGCCATGGTGAGCCCGGCTCCTCCTGC جایگاه برش

 :Xho1پرایمر پسرو با جایگاه برش  -'5 '3

  بررسیروش 
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CCGCTCGAGGAGCTCGTTCAGTGTGAGGAC-3' 5'- دلیل به

 (Thermo scientific, USA)18 در آنزیم  Proofreadingفعالیتنبود 

Taqسازي شرایط دمایی، از آنزیم ، پس از بهینهPfu (Thermo 

scientific, USA) ساخت توالی ترومبوپویتین استفاده شد. براي 

شده و باند سنتز شده از  الکتروفورز %2محصول واکنش در ژل آگارز 

اي منظور تخلیص محصول واکنش زنجیره به ل استخراج شد.ژ

  . استفاده شد (Qiagen, Germany)پلیمراز از کیت استخراج از ژل 

 منظور قرارگیري توالی مدنظر در ناقل لازم بود که هم پلاسمیدبه

pET-32 هاي هاي اختصاصی با آنزیمي ژنی در جایگاهو هم قطعه

ي هاي محدودکنندهآنزیم بابرش  محدود کننده برش داده شوند.

Nco1  وXho1 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, 

USA) شد. انجام  

ي پلاسمید طی فرآیند استخراج از ژل به قطعات برش خورده

تخلیص شد و  (Qiagen, Germany)وسیله کیت استخراج از ژل 

 DNA clean upبا استفاده از کیت  ژن ترومبوپوییتین PCRمحصول 

(Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania) منظور پاکسازي شد. به

 ,T4 DNA ligase (Thermo Fisher Scientificواکنش اتصال از آنزیم 

Inc., Waltham, MA, USA) محصول استفاده شد .PCR  و پلاسمید

سازنده ترکیب  دستور شرکتکارمطابق با  4:1با نسبت مولی خطی 

C ساعت و در دماي 16اکنش اتصال طی و شدند.
  انجام شد. 4 °

جهت پذیرش پلاسمید  DH5هاي مستعدسازي باکتري

کلسیم کلراید  شیمیایی معروف به روش نوترکیب با استفاده از روش

انجام گرفت و با استفاده از شوك دمایی  (Merck, Germany) سرد

جهت  . در مراحل مختلف فرآیندتلقیح پلاسمید انجام گرفت

استفاده شد. پس Sigma سانتریفوژ از دستگاه ساخت شرکت آلمانی 

بدون  LBدقیقه در محیط کشت  30ها به مدت از تلقیح، باکتري

بیوتیک هاي حاوي آنتیبیوتیک قرار داده شدند و سپس به پلیتآنتی

هاي پذیرنده پلازمید منتقل شدند تا کلونی (Sigma, USA) سیلینآمپی

  .سازي شوندنوترکیب جدا

اي پلیمراز با استفاده سازي به روش آزمون زنجیرهبررسی همسانه

 6دست آمده، کلونی به 11ها انجام گرفت. از مجموع از الگوي کلون

حاوي  LB Agarکلونی انتخاب شدند و با استفاده از آنس به محیط 

صورت خطی کشت داده سیلین انتقال داده شده و بهبیوتیک آمپیآنتی

عنوان الگوي واکنش هاي انتخاب شده بهند و بخشی از کلونشد

          پلاسمید  در مرحله بعد اي پلیمراز استفاده شدند.زنجیره

 ,Yekta Tajhiz Azma) استخراج پلاسمید نوترکیب استفاده از کیت

Iran)  و به روشMini prep  .از استخراج  پساستخراج شدند

یدهاي استخراج شده با استفاده از پلاسمید، کمیت و کیفیت پلاسم

 Epoch™ Microplate Spectrophotometer (NanoDropدستگاه 

Technologies, Wilmington, DE, USA)  مورد بررسی قرار گرفتند

مورد ارزیابی قرار  %1با الکتروفورز در ژل  شده و پلاسمید استخراج

  گرفت.

ی صحت پلاسمیدهاي نوترکیب استخراج شده به منظور بررس

سازي، مورد بررسی الگوي هضم آنزیمی قرار گرفتند. حامل همسانه

نوترکیب حامل توالی ترومبوپویتین، با استفاده از  pET32پلاسمیدي 

دستور کارو بر اساس  Nco1و  Xho1ي هاي محدودکنندهآنزیم

ساعت هضم شدند.  شش، به مدت C° 37 شرکت سازنده در دماي

شد تا  الکتروفورز %1، در ژل آگارز ي آنزیممحصول برش یافته

  .یید گردداصحت وجود قطعه در پلاسمید ت

سازي توالی نوکلئوتیدي به منظور بررسی صحت همسانه

نوترکیب  ، پلازمیدpET32 (Novagen, USA)ترومبوپویتین در وکتور 

براي تعیین توالی انتخاب شد. به منظور تعیین توالی، نمونه به شرکت 

Bioneer, Daejeon, Korea  ارسال شد و تعیین توالی با روش ختم

با  19انجام گرفت. terminator 7Tزنجیره با استفاده از پرایمر عمومی 

 Multalin software, Version 5.4.1افزار استفاده از نرم

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) ردیفی با هم

  م شد.هاي مختلف ترومبوپویتین انجاواریانت

پس از بررسی صحت نوترکیبی، لازم بود پلاسمید نوترکیب به 

باکتري رزتاگامی داراي ژن  باکتري رزتاگامی مستعد تلقیح شود.

 ، کلرامفنیکل(Sigma, USA) هاي کانامایسینبیوتیکمقاومت به آنتی

(Sigma, USA) و تتراسایکلین (Sigma, USA)  است، پس به منظور

-LB )Luriaها به محیط کشت بیوتیکاین آنتی کشت این باکتري باید

Bertani( .روش شیمیایی کلسیم کلراید و مستعدسازي به اضافه شوند

  تلقیح پلازمید با استفاده از شوك دمایی انجام شد.

، این امکان وجود دارد lacبه دلیل وجود اپرون  pET32در وکتور 

-Isopropyl β-D-1که با استفاده از گالاکتوز یا آنالوگ آن 

thiogalactopyranoside (IPTG).منظور به ، القاي بیان صورت پذیرد

هاي رزتاگامی تراریخته انجام القاي بیان یک کشت مایع از باکتري
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در خوانش با  nm 600 در طول موج 0/4به  ODشد. پس از رسیدن 

 با غلظت IPTG (Biobasic, Canada) از (Shimadzu, Japan)دستگاه 

mmol 1 پس از . استفاده شد ساعت چهاربه مدت  راي القاي بیانب

ها هاي باکتریایی لیز شده و از عصاره سلولی آنساعت نمونه چهار

منظور لیز کردن رسوب به ین استفاده شد.یبراي ارزیابی بیان پروت

 Tris-Hcl (Sigma, USA)از بافر  μl 100 هاباکتري، ابتدا به نمونه

 Ultrasound deviceدر دستگاه  هانهافزوده شد و سپس نمو

(UP400S, Hielscher, Germany) .از  مورد سونیکاسیون قرار گرفتند

جهت  SDS-PAGEمنظور آزمایش ي باکتریایی تهیه شده بهعصاره

-SDSین کل سلول استفاده شد. در این آزمایش از ژل یبررسی پروت

PAGE 12% فاده گردید.است 120ساعت و با ولتاژ  ششمدت زمان به   

، باندها از ژل نوترکیب به منظور صحت وجود ترومبوپویتین

منتقل شده و با  PVDF (Roche, Germany)آکریل آمید به غشاي پلی

مورد بررسی قرار  (Sigma, USA) هیستگآنتی مونوکلونالبادي آنتی

عنوان سوبستراي به DAB (Sigma, USA)گرفت. در این آزمایش از 

  .استفاده شد Horse raddish peroxidaseآنزیم 

  

  
           cDNAبا استفاده الگوي  PCRالکتروفورز نتیجه آزمون 

  ی در ـدي اختصاصـل بانـ، تشکیو پرایمرهاي اختصاصی طراحی شده

  

  
 
 
  

 
 
 
 
  

  

ي اي پلیمراز توالی رمزکنندهالکتروفورز محصول واکنش زنجیره :1شکل 

محصول واکنش  - 1ها: ترتیب ستونبه .%2بر روي ژل آگارز  Pfuترومبوپویتین با آنزیم 

PCR 2 - دهد).جفت بازي را نمایش می 522جفت بازي (پیکان محل باند  100اندازه سنج  

 جفت بازي اندازه سنج بود که با باند مورد انتظار 500مجاورت باند 

جداسازي و وارد  پس از). 1است، تناسب داشت (شکل  522که 

، محصول واکنش اتصال pET-32نمودن باند اختصاصی به پلاسمید 

ل یهاي تشککلونی داده شد. به منظور تکثیر انتقال DH5به باکتري 

عنوان الگوي ها بهشده مورد کشت خطی قرار گرفته شده و از کلونی

نشان داد که  )2 (شکل رزواستفاده شد. نتایج الکتروف PCRواکنش 

منظور بهاند. هاي انتخاب شده قطعه ورودي را پذیرفتهونیکل

پس از تأیید پذیرش  انتخاب شد. 1هاي بعدي، کلونی شماره پردازش

قطعه نوترکیب، پلاسمیدهاي نوترکیب استخراج شدند و مجددا با 

ساعت برش  چهارطی  Nco1و  Xho1هاي محدودکننده  آنزیم

 3، مطابق شکل %1رز خورده و محصول واکنش بر روي ژل آگا

الکتروفرز گردید. نتایج حاکی از وجود قطعه نوترکیب وارد شده در 

پس از تصدیق پذیرش قطعه نوترکیب، پلاسمید  داخل پلاسمید بود.

نوترکیب تعیین توالی شد و نتیجه تعیین توالی با واریانت هاي 

مختلف ترومبوپویتین مورد هم ردیفی قرار گرفت. نتیجه آزمایش 

 ).4ترومبوپویتین بود (شکل  1ن دهنده همسانی کامل با واریانت نشا

هاي ب به باکتري رزتاگامی، از باکتريپس از تلقیح پلاسمید نوترکی

انجام گرفت. پس از  LB brothتراریخته کشت تازه در محیط مایع 

در       هاساعت انجام شد. نمونه چهارگیري در زمان القاي بیان نمونه

شد. ها سونیکه و رسوب آن رسوب داده شدند g10000 دور 

  قرار گرفتند. در  SDS-PAGEون ـورد آزمـمده ـه شـهاي سونیکنمونه

  

 
  

  

  

  

  
  

  

پذیرنده  DH5αهاي باکتري ارزیابی کلونی PCRالکتروفورز محصولات  :2شکل 

هاي داراي هاي باکتريکلونیدر این آزمون از . %2پلاسمید نوترکیب بر روي ژل آگارز 

اندازه سنج  - 1عنوان الگو استفاده شده است. پلاسمید نوترکیب حاوي ژن ترومبوپویتین به

DNA، 2 -کنترل مثبت با الگويcDNA  ،3 -کلونی - 6 ،2 کلونی- 5 ،1کلونی - 4 ،کنترل منفی

(پیکان محل  9کلونی - 12 ،8کلونی - 11 ،7کلونی - 10 ،6کلونی - 9 ،5کلونی - 8 ،4کلونی - 7 ،3

  دهد).جفت بازي را نمایش می 522باند 

  هایافته
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پلاسمید نوترکیب،  - 1ي پلاسمید نوترکیب. آزمون برش منفرد و دوگانه :3شکل 

  ، Nco1پلاسمید نوترکیب، بریده شده با -Xho1، 3پلاسمید نوترکیب، بریده شده با -2برش دوگانه 

    ،پلاسمید نوترکیب-pET32 ،6 پلاسمید-Xho1، 5 با پلاسمید بدون قطعه ورودي، برش منفرد - 4

  دهد).جفت بازي را نمایش می 522(پیکان محل باند  kb1اندازه سنج  - 7

  
  

  

  

  

  

  

  

هم ردیفی توالی خوانده شده ترومبوپویتین در پلاسمید نوترکیب با  :4شکل 

 tpoالعه و ژن کلون شده در این مط Cln1thpo ترومبوپویتین در بانک ژن. 1واریانت 

  ژن ترمبوپویتین در پایگاه بانک ژن است. 1توالی مربوط به واریانت 

  
کیلودالتون مربوط به قطعه  19کیلودالتون ( 36نتیجه باند نوترکیب 

ده شد. نتایج آزمون هها) مشاکیلودالتون براي برچسب 17نوترکیب و 

منظور بررسی صحت وجود به باشد.می 5رز مطابق شکل والکتروف

). 6ین نوترکیب، از آزمون وسترن بلات استفاده شد (شکل یروتپ

صورت نیمه خشک بود. نتایج آزمون حاکی از روش انتقال باندها به

 کیلودالتون بود که صحت 36ین فیوژن در یوجود باند مربوط با پروت

 ین نوترکیب را مورد تأیید قرار داد.یبیان پروت

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ین ترومبوپویتین. یالکتروفورز عصاره باکتري رزتاگامی و بررسی بیان پروت: 5شکل 

راي پلاسمید نوترکیب رزتاگامی دا 1کلونی  - 2 ،عصاره رزتاگامی بدون پلاسمید نوترکیب - 1ستون 

 - 5 ،ینییوتراندازه سنج پ - 4 ،رزتاگامی داراي پلاسمید نوترکیب پیش از القا 2کلونی  - 3 ،پیش از القا

 1کلونی - IPTG، 6ساعت القاي بیان با  چهاررزتاگامی داراي پلاسمید نوترکیب پس از  1کلونی 

رزتاگامی  2 کلونی - IPTG، 7 ساعت بدون القاي بیان با چهاررزتاگامی داراي پلاسمید نوترکیب پس از 

لاسمید رزتاگامی داراي پ 1کلونی  -IPTG ،8ساعت القاي بیان با  چهارداراي پلاسمید نوترکیب پس از 

  IPTG ساعت بدون القاي بیان با  4نوترکیب پس از 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

اندازه سنج  - 1ستون شماره : DAB وسترن بلات با استفاده از سوبستراي :6شکل 

  القا شده 1کلونی - 4از القا  پیش 1 کلونی - 3رزتاگامی بدون پلاسمید نوترکیب  - 2ینی یپروت

 

  
بود.  pET32 ر محاسن این مطالعه استفاده از وکتوراز دیگ

سازي و بیان ها جهت همسانهیکی از قویترین سیستم pETوکتورهاي 

محاسن  20.باشندین نوترکیب در میزبان اشریشیاکولی مییپروت

سازي و بیان امکان همسانه استفاده از این وکتورها به این شرح است:

نیاز به جداسازي ژن از وکتور در یک وکتور فراهم شده است و 

  بحث
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هاي بیان ژن 21.تکثیري و انتقال آن به وکتور بیانی حذف شده است

قرار  T7هدف در این سیستم تحت پروموتور بسیار قوي باکتریوفاژ 

پروموتور تا حدي انتخابی است که وقتی که فعال T7 RNA  دارد.

ین نوترکیب یتمام منابع سلول را به سمت تولید پروت کمابیششود، می

در محصول تا چند ساعت پس از القاي بیان  پروتییندهد و سوق می

هاي تولید شده در باکتري را به خود اختصاص پروتییننیمی از  حدود

توان به توالی هیستدین در این وکتورها می ددلیل وجوبه 22.دهدمی

 هاي کروماتوگرافی حاوي نیکلبیان شده را با ستون پروتیینراحتی 

شود که سبب مینه تنها  Tag•Trxوجود برچسب  22.جداسازي نمود

سولفیدي تسهیل شرایط داخل باکتري احیا شود و ایجاد باندهاي دي

، بلکه از بیگانه شناخته شدن توسط میزبان باکتریایی که منجر به گردد

 تمامیکند. حذف شود نیز جلوگیري مینوترکیب می پروتیینتجزیه 

باشد. در تولید لیص با آنزیم انتروکیناز میسر میبرچسب پس از تخ

صورت ترومبوپویتین نوترکیب در میزبان باکتري نیز محصول ابتدا به

 23فیوژن تولید شده و پس از تخلیص، قطعات برچسب بریده شدند.

هاي مختلف خونی با پالایش پلاسما میسر پروتییناگرچه امکان تهیه 

ترومبوپویتین در  پروتیینبسیار اندك  دلیل مقدارهباشد، ولیکن بمی

رو باشد و از ایننمیپذیر خون تخلیص آن با پالایش خون امکان

تولید نوترکیب  24- 29باشد.روش نوترکیب مدنظر میتولید به

تواند بسیار مقرون به صرفه باشد، میگفته شده روش با ترومبوپویتین 

ار بالا نشان داده شد و زیرا بازده سیستم باکتریایی در این روش بسی

و از نیاز به باشد میصورت محلول همچنین محصول تولید شده نیز به

نیز به  هاجلوگیري گردید. وجود برچسب هاباديبازپردازي انکلوزیون

کند که نوترکیب تولید شده کمک می پروتیینتشخیص و تخلیص 

هاي از ستون استفاده مانندهاي پرهزینه و کم بازده استفاده از روش

  31و30.کندکروماتوگرافی تمایلی را رفع می

صورت از میزبان بیانی رزتاگامی کمک استفاده هاین مطالعه ب

ي مشتق از هاي مهندسی شده. این میزبان بیانی یکی از سویهپذیرفت

اي از دو سویه رزتا توان گفت آمیزهاشریشیاکولی است که میباکتري 

  ید.آو اریگامی به حساب می

نامه تحت عنوان انیاز پا یمقاله حاصل بخش نیا سپاسگزاري:

با استفاده از  نیتیترومبوپو يعملکرد نیمژن دُ انیو ب يسازهمسانه"

ارشد  یدر مقطع کارشناس "یاکولیشیاشر ییایباکتر ستمیس

باشد که با یم 1928و کد  1396در سال  یپزشک يوتکنولوژیب

و  یزشآمو ین، موسسه عالانتقال خو قاتیمرکز تحق تیحما

  طب انتقال خون اجرا شده است. یپژوهش

  

 
  

1. de Graaf CA, Metcalf D. Thrombopoietin and hematopoietic stem 
cells. Cell Cycle 2011;10(10):1582-9. 

2. Qian H, Buza-Vidas N, Hyland CD, Jensen CT, Antonchuk J, 
Månsson R, et al. Critical role of thrombopoietin in maintaining 
adult quiescent hematopoietic stem cells. Cell Stem Cell 
2007;1(6):671-84. 

3. de Laval B, Pawlikowska P, Barbieri D, Besnard-Guerin C, Cico 
A, Kumar R, et al. Thrombopoietin promotes NHEJ DNA repair in 
hematopoietic stem cells through specific activation of Erk and 
NF-κB pathways and their target, IEX-1. Blood 2014;123(4):509-
19. 

4. Ninos JM, Jefferies LC, Cogle CR, Kerr WG. The thrombopoietin 
receptor, c-Mpl, is a selective surface marker for human 
hematopoietic stem cells. J Transl Med 2006;4:9. 

5. Sungaran R, Markovic B, Chong BH. Localization and regulation 
of thrombopoietin mRNa expression in human kidney, liver, bone 
marrow, and spleen using in situ hybridization. Blood 
1997;89(1):101-7. 

6. Mousavi Hosseini K, Ghasemzadeh M. Implementation of plasma 
fractionation in biological medicines production. Iran J Biotechnol 
2016;14(4):213-20. 

7. Mousavi Hosseini K, Nikougoftar Zarif M.  Preparation of 
plasminogen by affinity chromatography. Iran J Blood Cancer 
2014;6(4):163-67. 

8. Mousavi Hosseini K, Rezvan H, Motallebi Z, Chabokpey S, 
Mirbod V. Study of the heat treated human albumin stabilization 
by caprylate and acetyltryptophanate. Iran Biomed J 
2002;6(4):135-40. 

9. Mousavi Hosseini K, Dinarvand R, Pourmokhtar M, Rezvan H, 
Jalili MA. Pasteurization of IgM-enriched immunoglobulin. DARU 
2004;12(1):40-3. 

10. Mahmoodian Shooshtari M, Mousavi Hosseini K. Evaluation of 
the plasma quality after filtration. DARU 2010;18(2):114-7. 

11. Mousavi Hosseini K, Pourmokhtar M, Jalili MA, Nasiri S.   
Immunoglobulin A preparation from human pooled plasma using 
plasma fractionation and ion exchange chromatography. Iran J 
Blood Cancer 2014;6(2):75-9. 

12. Bartley TD, Bogenberger J, Hunt P, Li YS, Lu HS, Martin F, et al. 
Identification and cloning of a megakaryocyte growth and 
development factor that is a ligand for the cytokine receptor Mpl. 
Cell 1994;77(7):1117-24. 

13. Chang MS, McNinch J, Basu R, Shutter J, Hsu RY, Perkins C, et 
al. Cloning and characterization of the human megakaryocyte 
growth and development factor (MGDF) gene. J Biol Chem 
1995;270(2):511-4. 

14. de Sauvage FJ, Hass PE, Spencer SD, Malloy BE, Gurney AL, 
Spencer SA, et al. Stimulation of megakaryocytopoiesis and 
thrombopoiesis by the c-Mpl ligand. Nature 1994;369(6481):533-
8. 

References

 

  
Moradi M, et al. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

ls
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-1
1-

20
 ]

 

                               6 / 8

https://journals.tums.ac.ir/tumj/article-1-9024-en.html


  
394        

 

 
  395تا  388 ،6، شماره 76، دوره 1397 شهریوری تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

15. Arai F, Hirao A, Ohmura M, Sato H, Matsuoka S, Takubo K, et al. 
Tie2/angiopoietin-1 signaling regulates hematopoietic stem cell 
quiescence in the bone marrow niche. Cell 2004;118(2):149-61. 

16. Fox N, Priestley G, Papayannopoulou T, Kaushansky K. 
Thrombopoietin expands hematopoietic stem cells after 
transplantation. J Clin Invest 2002;110(3):389-94. 

17. Gurney AL, Kuang WJ, Xie MH, Malloy BE, Eaton DL, de 
Sauvage FJ. Genomic structure, chromosomal localization, and 
conserved alternative splice forms of thrombopoietin. Blood 
1995;85(4):981-8. 

18. Shibata S, Tanizaki R, Watanabe K, Makabe K, Shoda N, Kutsuna 
S, et al. Escherichia coli Vertebral Osteomyelitis Diagnosed 
According to Broad-range 16S rRNA Gene Polymerase Chain 
Reaction (PCR). Intern Med 2015;54(24):3237-40. 

19. Graham CA, Hill AJM, editors. DNA Sequencing Protocols. 2nd 
ed. Totowa, NJ: Humana Press Inc.; 2001. 

20. Chen BP, Hai T. Expression vectors for affinity purification and 
radiolabeling of proteins using Escherichia coli as host. Gene 
1994;139(1):73-5. 

21. Bolivar F, Rodriguez RL, Greene PJ, Betlach MC, Heyneker HL, 
Boyer HW, et al. Construction and characterization of new cloning 
vehicles. II. A multipurpose cloning system. Gene 1977;2(2):95-
113. 

22. Studier FW, Rosenberg AH, Dunn JJ, Dubendorff JW. Use of T7 
RNA polymerase to direct expression of cloned genes. Methods 
Enzymol 1990;185:60-89. 

23. Ramos CR, Abreu PA, Nascimento AL, Ho PL. A high-copy T7 
Escherichia coli expression vector for the production of 

recombinant proteins with a minimal N-terminal His-tagged fusion 
peptide. Braz J Med Biol Res 2004;37(8):1103-9. 

24. Mousavi Hosseini K, Pourmokhtar M, Habibi Roudkenar M, 
Shahabi M. Human plasma derived drugs separation by 
fractionation of plasma with polyethylene glycol. Iran J 
Biotechnol 2014; 12(3):82-85. 

25. Yari F, Mousavi Hosseini K. Simultaneous purification and 
polymerization method for bovine serum albumin preparation. Ital 
J Biochem 2007;56(2):163-5. 

26. Nasiri S, Mousavi Hosseini K.  Infusible platelet Membrane versus 
conventional platelet Concentrate: Benefits and disadvantage.  
Iran J Blood Cancer 2014;6(2):8793. 

27. Mousavi Hosseini K, Heidari M, Yari F. The preparation of 
albumin as a biological drug from human plasma by fiber 
filteration.  Tehran Univ Med J 2011;69(5):283-8. 

28. Pourmokhtar M, Dinarvand R, Mousavi Hosseini K, Rezvan H, 
Jalili MA. Solvent-detergent treatment of IgM-enriched 
immunoglobulin. DARU 2003;11(2):47-51. 

29. Mousavi Hosseini K, Nasiri S, Heidari M.  Separation of albumin 
from the human plasma by ethanol and low temperature.  J Zanjan 
Univ Med Sci 2013;21(85):74-84. 

30. Rigaut G, Shevchenko A, Rutz B, Wilm M, Mann M, Séraphin B. 
A generic protein purification method for protein complex 
characterization and proteome exploration. Nat Biotechnol 
1999;17(10):1030-2. 

31. Lichty JJ, Malecki JL, Agnew HD, Michelson-Horowitz DJ, Tan 
S. Comparison of affinity tags for protein purification. Protein 
Expr Purif 2005;41(1):98-105. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  
Gene cloning and expression of soluble thrombopoietin 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

ls
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-1
1-

20
 ]

 

                               7 / 8

https://journals.tums.ac.ir/tumj/article-1-9024-en.html


  

                            395 

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2018 September;76(6):388-95 

 

 
Gene cloning and expression of soluble thrombopoietin functional 

domain by harnessing Rosetta-gami expression system 
 

 

  

 
Mohammad Moradi M.Sc.1 
Kamran Atarodi Ph.D.2 
Mahshid Mohammadipour 
Ph.D.1 
Kamran Mousavi Hosseini 
Ph.D.1* 
 
1- Department of Biotechnology, 
Blood Transfusion Research Center, 
High Institute for Research and 
Education in Transfusion Medicine, 
Tehran, Iran. 
2- Department of Haematology, 
Blood Transfusion Research Center, 
High Institute for Research and 
Education in Transfusion Medicine, 
Tehran, Iran. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
*Corresponding author: Blood 

Transfusion Research Center, High 
Institute for Research and Education in 
Transfusion Medicine, Tehran, Iran.   
Tel: +98- 21- 82052160  
E-mail: mkmousavi@yahoo.com 

                                                                         
 

 

 

 

 

 

 

Background: Thrombopoietin (TPO) is an important cytokine that has a critical role in 

regulating hematopoietic stem cells (HSCs) proliferation and megakaryocyte 

differentiation. Because of scares amount of this protein in human plasma, in many 

biotechnological centers around the world, recombinant production of this protein has 

been carried out. This study was aiming to gene cloning and expression of recombinant 

thrombopoietin. 

Methods: This research is an experimental laboratory study carried out in Blood 

Transfusion Research Center, Tehran, Iran, from July 2016 to August 2017. At the 

beginning HepG2 cell line was cultured and RNA extraction was performed. Extracted 

RNA was used as template for cDNA synthesis and subsequently the synthesized 

cDNA was adopted to isolate TPO gene through polymerase chain reaction (PCR) 

reaction using designed primers. After isolating the TPO sequence from HepG2 cell 

line, the designated sequence was inserted into pET32 vectors. Recombinant plasmid 

was amplified by meriting from DH5α replicating system. The amplified plasmids were 

sequenced via chain termination method. Next step was transforming the recombinant 

plasmid into Rosetta-gami bacteria to express the recombinant protein. In order to 

induce protein expression, an appropriate amount of isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG) was added to growth media, then bacterial lysate of 

expression host was prepared and assayed via polyacrylamide gel electrophoresis and 

western blotting test. 

Results: After sequencing of recombinant plasmid, it was confirmed that TPO sequence 

has been successfully colonized in adopted vector. Subsequent to induction of 

recombinant protein, total cell protein analysis affirmed that recombinant protein has 

been expressed in its soluble form at cytoplasmic condition. Location of expected 

recombinant protein band on polyacrylamide gel and reaction of recombinant protein 

with His-tag monoclonal antibody at western blotting was asserting that expressed 

protein is the one of interest. 

Conclusion: Rosetta-gami bacteria has capability of expressing recombinant 

thrombopoietin in its soluble form. By harnessing this method of recombinant protein 

expression, it would be possible to take advantage of high throughout bacterial 

expression system which would not produce inclusion body and its product doesn’t 

need further processing and refolding. 
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