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  لنتي ويروسي در شاتل وكتور microRNA-148bكلون كردن  طراحي و

  
  3، محمد امين كراچيان3، مجيد مجرد2بي صديقه فضلي بزاز بي، 1، وجيهه نشاطي1سمانه ملازاده

  
  

  چكيده
جايي كه اين  نمايند. از آن هدف تنظيم مي mRNAي كوچكي هستند كه بيان ژن را از طريق اتصال به  هاي غير كد كنندهmiRNAs ،(RNA(ها RNAريز مقدمه:
اليگونوكلئوتيدها  سازي اين ها در پزشكي ترميمي استفاده كرد. از ميان حاملين مختلفي كه براي رها توان از آن ها در تكثير و تمايز سلولي نقش مهمي دارند، مي مولكول

در استئوژنز نقش دارد. بدين منظور، در مطالعه  miR-148bرسد. از طرف ديگر، مشخص شده است كه  وجود دارد، سيستم لنتي ويروسي حامل مناسبي به نظر مي
  .در شاتل وكتور لنتي ويروسي مورد بررسي قرار گرفت microRNA-148bحاضر طراحي و كلون كردن 

طراحي گرديد و پس از هيبريداسيون، داخل پلاسميد شاتل لنتي ويروسي كلون شد. سپس ورود  microRNA-148b-3p/-5pهاي  ابتدا پرايمرهاي رشته ها: روش
هاي  داكشن سلول ها براي ترانس آن يابي مورد بررسي قرار گرفت. در ادامه، پس از توليد ذرات لنتي ويروسي مربوط، از ها با استفاده از هضم آنزيمي و توالي صحيح قطعه

 .بنيادي مزانشيمي استفاده گرديد

آميز  يابي، مؤيد ورود موفقيت هاي حاصل از هضم آنزيمي و توالي طراحي شده با موفقيت داخل شاتل لنتي ويروسي كلون گرديد. يافته miR-148b-3p/-5p ها: يافته
ن فكش ي كارايي بالاي ترانس ) نشان دهندهEnhanced Green Fluorescent Protein )eGFPهاي مورد نظر داخل پلاسميد لنتي ويروسي بود. بيان بالاي  رشته

 .داكشن بود و ترانس

  .توانند جهت بررسي فرايند استئوژنز مورد بررسي قرار گيرند توليد گرديد كه مي miR-148b-5pو  miR-148b-3pي حاضر دو نوع ويروس حامل  در مطالعه گيري: نتيجه

  لنتي ويروسوكتور،  ، شاتل MicroRNA،miR-148bكلون كردن،  واژگان كليدي:

  
در شاتل  microRNA-148bطراحي و كلون كردن  .بي صديقه، مجرد مجيد، كراچيان محمد امين سمانه، نشاطي وجيهه، فضلي بزاز بيملازاده  ارجاع:

  701-706): 434( 35؛ 1396مجله دانشكده پزشكي اصفهان . وكتور لنتي ويروسي

  
  مقدمه

)، ســاختارهاي نوكلئوتيــدي غيــر كــد microRNAsهــا ( RNAريــز
شـوند   باشند كه در گياهان و جانوران يافـت مـي   ي كوچكي مي كننده

  حـدود  در اند و  ي مختلف شناسايي شده گونه 58و تاكنون در  )2-1(
. از )3(كننـد   ي پـروتئين را تنظـيم مـي    كننده  هاي كد درصد از ژن 30

پسـتانداران در سـطح    mRNAدرصـد از   40-50طرف ديگر، حدود 
. نتايج مطالعات نشان )2، 4(شود  ها تنظيم مي RNAترجمه توسط ريز
هـايي از جملـه پوسـت،     هـا در تكامـل بافـت   RNAداده است كه ريز

. علاوه )5(ماهيچه، عصب، چربي، غضروف و استخوان دخيل هستند 
ها نقـش مهمـي در تمـايز استئوبلاسـت و تشـكيل       RNAبر اين، ريز

تمـايز    كـه اسـت   شناسايي شـده  RNAريز 22حدود  استخوان دارند.
هايي وجود دارند كه  RNAكند. در مقابل، ريز استئوبلاست را مهار مي
تـوان   ها، مي RNA. با شناسايي ريز)6-8(دهند  استئوژنز را افزايش مي

ــه   از آن ــا ب ــود     ه ــتفاده نم ــايزي اس ــانگرهاي تم ــوان نش . )7، 9(عن
سازي، سرعت تشكيل استخوان  ي استخوان هاي تنظيم كننده RNAريز

ي مينراليزاسـيون نهـايي    را كنترل و يا تشكيل اسـتخوان را در مرحلـه  
  .)8(نمايند  تنظيم مي

تواننـد بـه دو صـورت     ها ميRNAبر اساس اهداف درماني، ريز
ها، زماني كـه  RNAكار گرفته شوند؛ اول درمان مهاري به كمك ريز به

بيش از حد بيان گردد و دوم درمـان جـايگزين بـه كمـك      RNAريز

 مقاله پژوهشي
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هـا   سركوب شود. در اين روش RNAني كه بيان ريزها، زماRNAريز
هاي كوچك را به طور مستقيم وارد نمود و يا از طريق  RNAتوان  مي
هـاي درمـاني را وارد    درماني توسط پلاسميد يا ويـروس، مولكـول   ژن

عنـوان عوامـل     هـا بـه  RNAه در كاربرد ريزترين مسأل . مهم)10(كرد 
هـا اسـت. آزادسـازي ايـن      درماني، بيـان پايـدار و اختصاصـي آن   

توانــد روش  اليگونوكلئوتيــدها توســط وكتورهــاي ويروســي، مــي
هايي با ساختار سنجاق RNAكارامدي را براي رهاسازي و تثبيت 

. وكتورهاي لنتي ويروسي قادر به بيان پايدار )1(سري فراهم آورد 
اي در  طـور گسـترده    باشـند و بـه همـين علـت بـه      ترانس ژن مـي 

شوند. علاوه بر اين،  شناسي و كلينيكي استفاده مي تحقيقات زيست
هـاي   تـوان بيـان ژن   هاي لنتـي ويروسـي، مـي    سازي سيستم با بهينه

. )11(هش داد تني كـا  تني و درون هدف خاصي را در شرايط برون
  ي حاضـر از وكتورهـاي لنتـي ويروسـي      بر اين اساس، در مطالعـه 

Human immunodeficiency virus-1 )1-HIV استفاده شد. اين (
باشـند و قـادر    وكتورها داراي تروپيسم گسترده و كـارايي بـالايي مـي   

هـاي هـدف وارد    مـوزومي سـلول  كرو DNAهستند ترانس ژن را به 
. هدف از انجام مطالعه حاضر، توليد ناقل لنتـي ويروسـي   )12(نمايند 

در  RNAبـود. ايـن ريـز    microRNA-148bي مولكـول   بيان كننـده 
. با اسـتفاده  )13(نيك و تكامل بافت استخواني نقش دارد تمايز استئوژ

ــي  ــل م ــن ناق ــته   از اي ــان رش ــزايش بي ــأثيرات اف ــوان ت ــالغ  ت ــاي ب   ه
microRNA-148b )-3p  ــا ــه  ) را5p-و ي ــلولي ب ــاي س ــر رفتاره   ب
هاي بنيادي به سمت دودمان استئوژنيكي مـورد   خصوص تمايز سلول

  .تجزيه و تحليل قرار داد
  

  ها روش
ــدهاي  ــاخت اليگونوكلئوتيـ ــي و سـ  :microRNA-148b طراحـ

از  hsa-microRNA-148bي  كننده  كد pre-miRNAهاي بالغ  توالي
) استخراج شد. ايـن  /miRBase )http://www.mirbase.orgسايت 

هـاي   ي مكمل آن به روش شيميايي سنتز گرديـد. تـوالي   رشته و رشته
هاي  در انتهاي رشته SgrAIو  EcoRIهاي  جايگاه اثر آنزيم بهمربوط 

  ، قسمت الف).1كننده و مكمل قرار داده شد (شكل  كد 
 داخل وكتور لنتي ويروسـي:  microRNA-148b كلون كردن

به داخل وكتور مشابه روشي  microRNA-148bمراحل كلون كردن 
. بـه طـور خلاصـه،    )14(كه پـيش از ايـن ذكـر شـد، انجـام گرفـت       

ــد   ــدهاي ك ــده اليگونوكلئوتي ــا  microRNA-148bي  كنن ــغلب   ت ظ
ي  درجـه  96و با يكديگر مخلوط و در دمـاي   تهيهميكرو مولار  100

دقيقه انكوبه گرديد. در ادامه، به منظور تسـهيل   5گراد به مدت  سانتي
ها بـه مـدت يـك سـاعت در      ، نمونهبين اليگوها واكنش هيبريداسيون

واكنش اتصال به شاتل از محصول فوق براي  دماي اتاق قرار داده شد.

، آلمـان)  Sigma-Aldrich(شـركت   SHC007وكتور لنتي ويروسـي  
هـا  RNAهايي مانند ريـز  استفاده گرديد. از اين وكتور براي بيان توالي

شود و بيان قطعات با كمك پروموتور وكتور قابـل كنتـرل    استفاده مي
و  EcoRIهاي  آنزيم، وكتور با پلاسميد مذكورسازي  براي آمادهاست. 

SgrAI ون بـا  واكـنش ليگاسـي   ، قسـمت ب). 1(شكل  برش داده شد
، آمريكا) در Fermentas(شركت  T4 DNA ligaseاستفاده از آنزيم 

دماي اتاق صورت گرفت. وكتورهاي نوتركيب بـا اسـتفاده از شـوك    
ي  ) سـويه Escherichia coli )E.Coli حرارتـي، بـه داخـل بـاكتري    

Gene Hog        ترانسـفورم شـدند. ماهيـت پلاسـميدهاي نوتركيـب بـا
  تأييد گرديد. يابي سنگر استفاده از توالي

نوتركيـب حاصـل بـه همـراه      يننـاقل  توليد ويروس نوتركيـب: 
ترتيب با نسـبت   به )PSPAX2 ،pLP/VSVGپلاسميدهاي كمكي (

ــدين  شــد.ترانســفكت  HEK-293ســلولي  ي داخــل ردهدر  1:1:2 ب
هـا بـه حـدود     ها و زماني كه تراكم آن جهت، پس از كشت اين سلول

ــوي     70-60 ــن محتـ ــيط ترانسفكشـ ــيد، محـ ــد رسـ    NaClدرصـ
 )PEIيـا   Polyethylenimineاتيلن ايمـين (  مولار) و پلي ميلي 150(
)Polysciences Europe، به مدت ها آلمان) اضافه شد. سپس سلول 

  و وكتورها قرار گرفتند. PEIدر مجاورت محلول  ساعت 16-14
  

  
ي  هاي كد كننده . طراحي پرايمرهاي پيشرو و پيرو براي رشته1شكل 

miRNA-148b ها در شاتل لنتي ويروسي و كلون كردن آن  
دهند. توالي  هاي مكمل آن را نشان مي هاي كد كننده و توالي هاي سبز رنگ رشته توالي

هاي سياه رنگ  باشد و توالي قرمز رنگ براي ساخت ساختار سنجاق سري ضروري مي
هاي اثر آنزيمي را تشكيل  ي پيشرو و پيرو، جايگاه نيز پس از هيبريد شدن دو رشته

هاي  كه در آن قسمت SHC007يكي وكتور ي ژنت دهند (قسمت الف). نقشه مي
نشان  SgrAIو  EcoRIهاي برش آنزيمي  ي وكتور و جايگاه مختلف تشكيل دهنده

 داده شده است (قسمت ب).
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 )Phosphate-buffered saline )PBS هــا بــا ســلولدر ادامــه، 
)x1پـس از گرديدها اضافه  ) شستشو داده شد و محيط تازه به سلول .   

 ،ســوپرناتانت ســلولي كــه حــاوي ذرات ويروســي بــود ،ســاعت 48
. ورود شـد ها به روش اولتراسـانتريفوژ تغلـيظ    برداشته شد و ويروس

ــميد ــطه   پلاسـ ــا واسـ ــب بـ ــروس نوتركيـ ــد ويـ ــان  ي و توليـ   بيـ
Enhanced green fluorescent protein )eGFP (   مـورد بررسـي

يتـر از  ل ميكروليتـر بـر ميلـي    3بـه عنـوان كنتـرل كيفـي،     قرار گرفت. 
هاي بنيادي مزانشيمي اثـر داده   هاي ساخته شده بر روي سلول ويروس

ي  ژن بـا واسـطه   ها و بيان ترانس شد و پس از سه روز، ورود ويروس
  .مورد پايش قرار گرفت eGFPبيان 

  
  ها افتهي

جهت تأييد ورود اليگونوكلئوتيدها در جهت درست به وكتور، واكنش 
ترتيب كه براي هر نمونـه پلاسـميد    هضم آنزيمي انجام گرفت. بدين

) انتخاب شد. XhoIو  AccI ،HaeII ،PVuIآنزيم ( 4تخليص شده، 
طور صـحيحي وارد پلاسـميد شـده باشـد،       در صورتي كه قطعات به

، قسمت الف ايجاد گـردد. بـا   2رود باندهايي مشابه با شكل  انتظار مي
 7و  4اي ه ـ ، قسمت ب)، كلون2توجه به نتايج به دست آمده (شكل 

ــه ــون miR-148b-3pي  از نمون ــاي  و كل ــه 15و  14، 5ه ي  از نمون
miR-148b-5p ي  داراي قطعــهinsert  حــال، نتــايج  بودنــد. بــا ايــن
و  miR-148b-3pاز  4ي  يـابي نشـان داد كـه نمونـه     حاصل از توالي

ها سالم  قابل استفاده و توالي آن miR-148b-5pاز  14و  5هاي  نمونه
ــش   ــدون جه ــون و ب ــود. كل ــحيح از   ب ــاي ص   و  miR-148b-3pه

miR-148b-5p هاي مربوط مورد اسـتفاده   براي ساخت لنتي ويروس
  ).1قرار گرفت (جدول 

 Human embryonic kidney-293هـاي   فكشن سـلول  نتايج ترانس
)293-HEKهـا   ) حاكي از آن بود كه قسمت اعظمي از سلولeGFP 

داكـت   ، قسمت الف). سه روز بعد از تـرانس 3كنند (شكل  را بيان مي
هاي آلـوده شـده،    هاي مزانشيمي با ذرات ويروسي، اغلب سلول سلول

eGFP+  جايي كه بيـان   ، قسمت ب). از آن3بودند (شكلeGFP   بـا
ي داخـل   هـاي كلـون شـده    ژن عملكرد وكتورها ارتبـاط دارد، تـرانس  

شـود،   مشاهده مي 3گونه كه در شكل  د. همانوكتورها بيان بالايي دارن
  و سبز رنگ بودند. +eGFPها  درصد از سلول 70-80حدود 

  

  
 ،AccI، HaeIIهاي  . نتايج حاصل از هضم آنزيمي با آنزيم2شكل 

PVuI و XhoI  
هاي مختلف ايجاد شود  ها در نمونه رود توسط آنزيم ي قطعاتي كه انتظار مي اندازه

  هاي مختلف از  ي قطعات حاصل از هضم آنزيمي در كلون (قسمت الف). اندازه
miR-148b-3p  وmiR-148b-5p هاي مختلف با شماره  (قسمت ب) كه كلون

 Ladروي آن انجام شده است)، (وكتور اصلي كه هضم آنزيمي بر  Vنشان داده شده است. 
)Ladder و (Undigested نمونه) است).  هايي كه هضم آنزيمي روي آن انجام نشده  

  
  ها هاي كلون شده در مقايسه با توالي ژنوميك آن RNAيابي ريز . نتايج حاصل از توالي1جدول 

hsa-miR148b-3p-F-A305 (22-mer)  
CCGGACAAAGTTCTGTGATGCACTGACTCGAGTCAGTGCATCACAGAACTTTGTTTTTTG  

clone≠4: probably correct 
AAACACCGGACAAAGTTCTGTGATGCACTG 

clone ≠7: incorrect 
AAACACCGGACAAAGTTCTGTGATGCACTGACTCGAGTCACATCACAGAACTTTGTTTTTTGAATTC 

hsa-miR148b-5p-F-A303 (22-mer)  
CCGGGCCTGAGTGTATAACAGAACTTCTCGAGAAGTTCTGTTATACACTCAGGCTTTTTG  

clone ≠5: correct 
CCGGGCCTGAGTGTATAACAGAACTTCTCGAGAAGTTCTGTTATACACTCAGGCTTTTTGAATTC 

clone ≠14: correct 
CCGGGCCTGAGTGTATAACAGAACTTCTCCAGAAGTTCTGTTATACACTCAGGCTTTTTGAATTC = G 

clone ≠15: was supposed to be a hsa-miR-148b-5p clone but appears to be a correct hsa-miR-148b-3p clone 
CCGGACAAAGTTCTGTGATGCACTGACTCGAGTCAGTGCATCACAGAACTTTGTTTTTTGAATTC 

hsa-miR-148b-3p-F-A305 (22-mer) 
CCGGACAAAGTTCTGTGATGCACTGACTCGAGTCAGTGCATCACAGAACTTTGTTTTTTG 
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)در Enhanced green fluorescent protein )eGFP. بيان 3شكل 

  ) Human embryonic kidney-293 )293 -HEK هاي سلول
  هاي بنيادي مزانشيمي (قسمت ب) (قسمت الف) و سلول

  
  بحث

ــز  ــش ري ــراي درك نق ــلول و   RNAب ــي س ــدهاي طبيع ــا در فراين ه
هاي انساني، به ابزاري جهـت افـزايش يـا كـاهش عملكـرد و       بيماري

هاي كوچك اگزوژنـوس   RNAها نياز است. بيان  فراواني اين مولكول
فكشــن موقــت يــا پايــدار يــا بــه كمــك  در ســلول از طريــق تــرانس

ــرانس ــرانس ت ــه  ژن داكشــن ويروســي ت ــايي از جمل   ، pri-miRNAه
pre-miRNA ،miRNA/miRNA*  ،ــالغ ــداخلي RNAبـ ــاي تـ هـ

هاي كوتاه بـا سـاختار سـنجاق سـري     RNA) و يا siRNAكوچك (
سـازي وكتورهـاي لنتـي     ترين مراحل آمـاده  . مهم)1(پذير است  امكان

طراحـي  «از  ندهاي كوچك سنجاق سري عبارتRNAويروسي حامل 
هـاي هـدف آن، وارد كـردن     اليگونوكلئوتيد مربوط و غربالگري توالي

بنـدي كننـده    هاي بسـته  توالي طراحي شده به وكتور، استفاده از سلول
داكشـن   هاي محتوي اليگونوكلئوتيد و تـرانس  براي توليد لنتي ويروس

  .)15(باشد  مي» ته شدههاي هدف به كمك لنتي ويروس ساخ سلول
هاي سـنجاق  RNAي  كنون وكتورهاي لنتي ويروسي بيان كننده تا

انـد   هاي نورودژنراتيو و سرطان ارزيابي شده سري براي درمان بيماري
كمـك ذرات ويروسـي،    هاي سنجاق سري به RNA. آزادسازي )16(

سازد. بنـابراين، ايـن    ها را در سلول ممكن مي فرايند بلوغ اين مولكول
نوع روش آزادسازي، احتمال بيان پايدار و كارامـد ايـن سـاختارها را    

ضـر نشـان دادكـه    هاي حاصل از پژوهش حا . يافته)1(آورد  فراهم مي
microRNA-148b آميزي وارد شاتل لنتي ويروسـي   به طور موفقيت

  هـاي بـالغ    گرديد. پـس از طراحـي پرايمرهـاي مناسـب بـراي رشـته      
miR-148bها در شاتل وكتور لنتـي ويروسـي انجـام     ، كلون كردن آن

در مقايسه با وكتـور   RNAكه غلظت قطعات ريز  شد. با توجه به اين
كـه    حتمال ورود قطعه به وكتور افزايش يافـت؛ در حـالي  بالاتر بود، ا

در مقايسه با مقدار وكتور كمتـر باشـد، احتمـال     RNAاگر مقدار ريز
هـاي   داكشن ويروس يابد. كارايي ترانس خودتركيبي وكتور افزايش مي

هـا بـود. در تحقيـق     آميـز آن  ساخته شده نيز حاكي از ساخت موفقيت

ــر از  ــوي   miR-148bحاض ــه عض ــانوادهك  miR-148/152ي  از خ
  ي  باشــد، اســتفاده شــد. ايــن خــانواده ســه عضــو شــناخته شــده  مــي

miR-148a ،miR-148b  وmiR-152  اعضــــاي ايــــن )17(دارد .
 RNAلوپ دارند كه پس از پردازش، بـه ريـز   -خانواده ساختار ساقه

هـاي طبيعـي و    شوند. بافـت  نوكلئوتيد تبديل مي 21-22بالغ به طول 
مـل و تشـكيل   توموري مختلفي اعضاي اين خانواده را طي رشـد، تكا 

هاي  بيان اعضاي اين خانواده در بيماري. )17-18(كنند  تومور بيان مي
ــابراين، ايــن گــروه از    تومــوري و غيــر تومــوري متفــاوت اســت. بن

عنـوان زيسـت نشـانگرهاي مهمـي جهـت       توانند بـه   ها مي RNAريز
هـا اسـتفاده گـردد. نتـايج اغلـب       ي برخـي از سـرطان   تشخيص اوليه

كـوژن و  اند كه اعضاي ايـن خـانواده بـه عنـوان ان     مطالعات نشان داده
نماينـد. همچنـين، نقـش مهمـي در      ي تومور عمل مـي  سركوب كننده

ــاري ــوع يــك و ضــايعات    بيم ــت ن ــد دياب ــوري مانن ــر توم ــاي غي ه
  .)17(كنند  آرترواسكلروزي ايفا مي

هاي قابل توجه صورت گرفته طي چند سال اخيـر در   با پيشرفت
هاي جديدي در بافت استخواني و RNAي پزشكي ترميمي، ريز حوزه

. بـا توجـه بـه كاركردهـاي مهـم ايـن       )6(انـد   مفاصل شناسايي شـده 
ها در ترميم و پيوند اندام پستانداران اسـتفاده   از آنتوان  ها، مي مولكول

عنوان اهداف درماني جديـدي    ها به نمود. از طرف ديگر، اين مولكول
شـوند. در   ها در نظر گرفته مـي  هاي مختلف مانند سرطان براي بيماري

ها در فرايندهاي زيستي مختلـف،   مجموع، درك عملكرد اين مولكول
  كند. كي ترميمي ايجاد ميهاي نويني را در پزش روش

هـا در   ها و به دنبال آن وارد كردن آنRNAبا طراحي مناسب ريز
هـاي مختلفـي از    ها براي درمان بيماري توان از آن حاملين مناسب، مي

تـوان از   كـه مـي   جمله اختلالات استخواني استفاده نمود. ضـمن ايـن   
بيان اين دسـته  هايي براي  عنوان ميزبان  هاي بنيادي مزانشيمي به سلول

علاوه بر اين، . )4(از اليگونوكلئوتيدها در ترميم استخوان استفاده كرد 
عنـوان عوامـل     طور موضعي و سيستميك به  توانند به ها ميRNAريز

  .)19(درماني در آينده استفاده شوند 
  

  تشكر و قدرداني
ي مقطع دكتري تخصصي دانشگاه  نامه پژوهش حاضر برگرفته از پايان
باشد كه با حمايـت   مي 910788ي طرح  علوم پزشكي مشهد با شماره

مالي مركز تحقيقات بيوتكنولوژي اين دانشگاه انجام شد. بدين وسيله 
نويسندگان از اعضاي آزمايشگاه كارديولوژي و مركز پزشكي دانشگاه 

Leiden جهت همكاري در انجام مراحل كلون كردن، تشـكر   هلند به
 .آورند و قدرداني به عمل مي
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Production of Lentiviral Vector Expressing MicroRNA-148b 
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Abstract 

Background: Micro (mi)RNAs are non-coding endogenous RNAs which regulate gene expression by 
hybridization to specific binding sites in target mRNA sequences. Since several miRNAs are involved in 
proliferation and differentiation, miRNA-based therapies could be promising approach in regenerative medicine. 
Among different vehicles, lentiviral vector system is suitable for miRNA delivery. Besides, it is shown that 
miRNA-148b is involved in osteogenic differentiation. In this study, designing and cloning of miR-148b to 
lentiviral vector were investigated.  

Methods: We introduced miRNA-148b-3p/-5p into lentiviral vector through cloning producers. The sequences 
of lentiviral vectors carrying miRNA-148b were checked via analytical digestion as well as Sanger DNA 
sequencing. In the following, produced lentiviral vectors were used for mesenchymal stem cells transduction. 

Findings: Designed miR-148b-3p/-5p successfully cloned to the shuttle. Correctness and absence of any 
unintended mutations of lentiviral shuttle carrying miRNA-148b3p/-5p were confirmed followed by lentiviral 
production. Expression of enhanced green fluorescent protein (eGFP) demonstrated high efficiency of 
transfection as well as transduction. 

Conclusion: Viral vectors constructed in this study could be used for investigation of osteogenesis. 

Keywords: Cloning, MicoRNA, MiR-148b, Shuttle vectors, Lentivirus  
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