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โปรตนี Bone morphogenetic proteins ชนิดที่ 2 (BMP-2) ของมนุษยม์บีทบาทส าคญัอย่าง

มากต่อการกระตุน้การเจรญิเตบิโต การควบคุมการเจรญิพฒันาของเซลลก์ระดูกและเนื้อเยื่อรอบกระดูก 
รวมถึงการซ่อมแซมโครงสร้างของกระดูก และสมานบาดแผลที่เกิดจากความผิดปกติของกระดูก 
งานวจิยัน้ีมจีุดมุ่งหมายเพื่อท าการโคลนน่ิง ศกึษาการแสดงออก และแยกบรสิุทธิข์องรคิอมพ์บแินนท์
โปรตนี Bone morphogenetic proteins ชนิดที ่2 ของมนุษย ์โดยใชร้ะบบเซลลเ์จา้บา้นชนิดแบคทีเรยี 
ยนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษย์ถูกสกดัแยกจากเซลล์เพาะเลี้ยงกระดูกอ่อนของมนุษย ์โดยท าการสกดั
อารเ์อ็นเอรวม และน าไปสงัเคราะหเ์ป็น complementary DNA ยนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษยข์นาด 
342 คู่เบส(114 กรดอะมโิน) ถูกเพิม่จ านวนโดยปฏกิริยิาลูกโซ่โพลเิมอรเ์รส (PCR) จากนัน้ท าการเพิม่
ต าแหน่งนิวคลโีอไทดข์องเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด EcoR I, Nco I, กรดอะมโินฮสีตดินี 6 ตวั และ
ต าแหน่งส าหรบัเอนไซมย์่อยโปรตนีชนิด Factor Xa ในบรเิวณปลายดา้น 5 และต าแหน่งนิวคลโีอไทด์
ของเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิด BamH I ในบรเิวณปลายดา้น 3 ดเีอน็เอที่ผลติไดถู้กเชื่อมต่อเขา้กบัพ
ลาสมดิเวคเตอรโ์ดยวธิกีารเชื่อมต่อแบบปลายทู่ และน าเขา้สู่เซลลแ์บคทเีรยีสายพนัธุ ์XL1-Blue ผลการ
วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนีที่สนใจพบว่ามลี าดบันิวคลีโอไทด์ตรงกบัยนีส าหรบัBMP-2 ของ
มนุษยจ์ากฐานขอ้มลูสากลทุกประการ การศกึษาการแสดงออกของ BMP-2 ของมนุษยถ์ูกศกึษาโดยการ
ยา้ยชิ้นยนีส าหรบั BMP-2 ของมนุษย์เข้าสู่เวคเตอร์พาหะส าหรบัการแสดงออกของโปรตีนจ านวน 3 
ชนิดและน าเข้าสู่เซลล์แบคทเีรยีสายพนัธุ์ที่เหมาะสม จากการศกึษาการแสดงออกภายใต้การควบคุม
ด้วย T7 promotor พบว่าในกรณีที่ไม่ม ีfusion protein จะมกีารแสดงออกของโปรตนีในรูปแบบ 
inclusion bodies เท่านัน้ ในขณะที่หากมกีารแสดงออกร่วมกบั fusion protein ชนิด trioredoxin จะ
พบว่ามกีารแสดงออกในรปู soluble protein เมื่อเหนี่ยวน าดว้ย IPTG ทีค่วามเขม้ขน้ต ่า ซึง่จะยงัคงพบ
การแสดงออกในรปู inclusion bodies ร่วมด้วย การผลติรคิอมพ์บแินนท์โปรตนี BMP-2 ของมนุษย์
ประสบความส าเรจ็ภายใต้การควบคุมดว้ย lacUV5 and protein A promoters โดยม ีfusion protein 
ชนิด ZZ protein และกรดอะมโินฮสีตดินี 6 ตวัทางดา้นปลาย N ผลการวเิคราะหก์ารแสดงออกของ
โปรตนีดว้ยวธิ ีwestern blot พบต าแหน่งของโปรตนีต าแหน่งเดยีวตามขนาดของโปรตนี BMP-2 ของ
มนุษย์ที่ถูกผลิตขึ้น การแยกบริสุทธิส์ าหรับ BMP-2 ของมนุษย์ท าโดยเทคนิค nickel affinity 
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chromatography ปรมิาณของรคิอมพ์บิแนนท์โปรตีน BMP-2 ของมนุษย์ที่บรสิุทธิส์ามารถน าไป
ประยกุตใ์ชใ้นการรกัษาโรคทีเ่กี่ยวขอ้งกบักระดกูและกระดกูอ่อนของมนุษยไ์ดใ้นอนาคต 

 
ค าส าคญั: รคีอมบแินนทโ์ปรทนี Bone Morphogenetic Protein-2, โปรตนีกระตุน้การเจรญิเตบิโตของ
กระดกู, รคีอมบแินนทโ์ปรทนี, แบคทเีรยี Escherichai coli, วศิวกรรมเนื้อเยือ่กระดูกอ่อน 
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Abstract 
Project Code: MRG5180032 
Project Title: Production of Recombinant Human Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) for 

Stimulation of Chondrocyte Development 
Investigator: Dr.Waraporn Kasekarn 
  Department of Biochemistry, Faculty of Medical Science, Naresuan University 
E-mail Address:  wkasekarn@gmail.com 
 
 Bone morphogenetic proteins-2 (BMP-2) is a potent growth and differentiation factor for 
cartilage and bone induction and regeneration. BMP-2 regulates the chondrogenic and 
osteogenic differentiation and stimulates the synthesis of chondrocyte matrix components by 
human articular chondrocytes. The aim of this study is the cloning, expression, and purification 
of the recombinant human bone morphogenetic protein-2 (rhBMP-2) using E.coli expression 
system. A gene encoding human BMP-2 gene was isolated from human osteoblast cell line by 
extraction of the total RNA and reverse-transcribed into the complementary DNA. A single band 
at 342 bp (114 amino acids) was amplified by polymerase chain reaction (PCR). To facilitate 
the cloning and purification step, the restriction sites of EcoR I, Nco I, 6xHistidine tag and factor 
Xa were introduced at 5 end, whereas BamH I was incorporated at its 3 end. The amplified 
product was ligated into the plasmid vector using blunt-end ligation and transformed into E.coli 
XL1-Blue. Nucleotide sequence analysis of insert fragment was the perfect similarity with 
human BMP-2 gene. Expression of human BMP-2 was investigated by sub-cloning the purified 
hBMP-2 gene after the restriction digestion, ligated into the expression vectors and transformed 
into E.coli strains. The expressed protein under the control of T7 promotor without fusion 
protein showed only the inclusion bodies, whereas the expressed protein with trioredoxin fusion 
protein appeared the soluble protein under low concentration of IPTG induction, although a 
significant portion of the expressed product remained as inclusion bodies in E.coli cells. 
Recombinant hBMP-2 protein was successfully expressed as the soluble protein under the 
control of the lacUV5 and protein A promoters with a fusion protein ZZ and histidine tag at its 
N-terminal. Analysis of the expressed protein by western blot analysis showed a single band of 
recombinant human BMP-2.The recombinant human BMP-2 was purified using nickel affinity 
chromatography. The availability of purified rhBMP-2 could be used as therapeutic agent for 
bone and cartilage tissue repair.  
Keywords: bone morphogenetic protein-2, osteogenic protein, recombinant protein, 
Escherichai coli, cartilage tissue engineering  


