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Abstract 

Introduction: Cervical cancer is the leading cause of morbidity and cancer mortality in women 

throughout the world and persistent infection with human papillomavirus (HPV) is the main 

etiology for the development of this cancer. Peptide vaccines derived from E6 and E7 

oncogenes are promising candidates for HPV vaccine production due to their safety, high 

stability, and ease of production. In the current study, expression strains such as Escherichia 

coli BL21 (DE3), BL21 (DE3)-AI, Rosetta, C41 (DE3), and BL21 (DE3)-pLysS were applied 

for poly epitopic E6 expression and the effects of temperature, induction time, and inducer 

concentration on the expression level of recombinant HPV16-E6 polypeptide protein were 

examined in the mentioned strains. 
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Materials and Methods: In the present study, the optimized gene of E6 recombinant protein 

was cloned into pET28a vector under the control of T7 promoter and the resulting plasmid was 

successfully transformed into Escherichia coli strains BL21 (DE3), BL21 (DE3)-AI, Rosetta, 

C41 (DE3), and BL21 (DE3)-pLysS. Then, the ability of these strains to express the desired 

recombinant protein in different conditions was compared.  Two temperatures of 25 ° C and 

37 ° C, IPTG concentrations between 0.1 and 1.0 mM, and different incubation times were 

selected to examine the expression level of recombinant E6 protein in these strains. 

Results: The highest level of expression was obtained in Escherichia coli BL21 (DE3) -AI 

strain inducing at Optical Density (OD) of 0.9, 0.1 mM IPTG, and 16 hours induction at 25 °C. 

Discussion and Conclusion: The results of this study can be used to produce E6 protein as a 

vaccine candidate in the treatment of HPV-related cancers. 

Key words: Escherichia coli, Recombinant Protein, HPV16-E6 Protein, Expression 

Optimization
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 کیدنچ

  ی  ایر    ی و  نا ن    ی  ایر    ی و  نا ن    یکی ا  س ط نیکی ا  س ط ن  ،م گ    س  م گ    س    000444000444مو   ی     و مو   ی     و   000444000444حدو  حدو  ی  س ط ن    ن   ح  س ط ن    ن   ح    مقدمه:مقدمه:

 ا ی مبتنای یا      ا ی مبتنای یا       ع ما  اصالی زن اسا ا واکساو    ع ما  اصالی زن اسا ا واکساو      HPV)پ پ لوم ی انس نی ) و  و ع ون  پ یدا  ی  وی و   و  و ع ون  پ یدا  ی  وی و    جر ن ی  ش    میجر ن ی  ش    می

ای نی و پ یدا ی ی لا و سرول     تول د، پت نس   ی لایی ی ای تول اد  ای نی و پ یدا ی ی لا و سرول     تول د، پت نس   ی لایی ی ای تول اد    عل  ی  E7و  E6شد  ا   و پ وتئ و انکو ن شد  ا   و پ وتئ و انکو ن   پپت د مشتقپپت د مشتق

ج لا   ج لا      کنا   پ  امت  ا ی م  طای ا       کنا   پ  امت  ا ی م  طای ا      اش ش  کلیاش ش  کلی  ی مختلف   ی مختلف   اندا    ایو مط لع  اث  سوی اندا    ایو مط لع  اث  سوی   نش ن  ا  نش ن  ا    HPVواکسو   م نی واکسو   م نی 

 شو ا ی  سی می  HPV16-E6توپ نوت ک بتوپ نوت ک ب   م ،  م ن الق یی و غلظ  الق کنند  ی  م  ان ی  ن پ وتئ و پلی اپی م ،  م ن الق یی و غلظ  الق کنند  ی  م  ان ی  ن پ وتئ و پلی اپی

کلون شادا   T7،      ون وکتو   ا ای پ وموتو  E6شدۀ پ وتئ و نوت ک ب     ایو مط لع   ن یر ن   ها:ها:    مواد و روشمواد و روش

-BL21(DE3)و  BL21(DE3) ،BL21(DE3)-AI ،Rosetta ،C41(DE3) اش شا  کلی  ا ی   وکتو  نوت ک ب یا  ساوی   

pLysS  ی ای ی  ن پ وتئ و نوت ک ب مدنظ     ش ایط مختلف م  طی مق یس  شادا   ت انس و ا شد و توان یی ایو سوی   
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 1/4و  4/1 ا ی   گا ا  و غلظا      جا  سا نتی   40و  00  ی ذک شد ،     و  ما ی      سوی  E6ی  ن پ وتئ و نوت ک ب 

   ی مختلف انکوی س ون ی  سی شدندا و  م ن IPTGلا  ا  مو م لی

ی   س  زمدا ی شت یو م  ان ی ا ن      E6س  ی ی  ن، ش ایط یر ن  ی ای ی  ن پ وتئ و نوت ک ب  انج ا یر ن  ا  پس: : نتایجنتایج

دت و ما  IPTGمولا   م لی 1/4، غلظ  Optical Density (OD)=0.9و    ش ایط  BL21(DE3)-AI اش ش  کلیسوی  

 گ ا  ی   س  زمدا   ج  س نتی 00س ع      م ی  10 م ن الق ی 

عناوان ک ندیاد واکساو     ، یا  E6توانند ی ای تول د پا وتئ و   زمد  ا  ایو مط لع  می  س  نت یر ی   گیری:گیری:  بحث و نتیجهبحث و نتیجه

 است     شوندااست     شوندا  HPV  ی م تبط ی    ی م تبط ی      م ن س ط ن  م ن س ط ن  م نی    

 س  ی ی  ن ، یر ن HPV16-E6، پ وتئ و نوت ک ب، پ وتئ و ، پ وتئ و نوت ک ب، پ وتئ و اش ش   کلیاش ش   کلی  های کلیدی:های کلیدی:  واژنواژن

 

 مقدمه

س ط ن    ن   ح  چرا  م و سا ط ن شا یي یا و  نا ن      س ط ن    ن   ح  چرا  م و سا ط ن شا یي یا و  نا ن      

    حا    جر ن و  وم و س ط ن شا یي     نا ن کشاو   ی   جر ن و  وم و س ط ن شا یي     نا ن کشاو   ی   

ع ون  پ پ لوم  وی و  ع ون  پ پ لوم  وی و    WHOطبق گ ا   طبق گ ا     ااتوسع  اس توسع  اس 

منتقاا  منتقاا    یی اا  اا   تاا یو ع وناا تاا یو ع وناا   یکاای ا  شاا یيیکاای ا  شاا یي  (HPV)  ییانساا نانساا ن

  HPVطاو  کلای یادون ع ما  اسا ا      طاو  کلای یادون ع ما  اسا ا        جنسی اس  ک  ی جنسی اس  ک  ی 

سا ط ن    نا   حا     سا ط ن    نا   حا       ۀۀت یو عوام  ایج  کنناد ت یو عوام  ایج  کنناد   یکی ا  مر یکی ا  مر 

شن س یی و طبقا   شن س یی و طبقا     HPVنوع نوع   144144ی ش ا  ی ش ا    شو شو   ییم سوب مم سوب م

و و   1010  یی ا   ا    پپیا یا ی  ت ی  ت   توانتوان  ییزنر  مزنر  م  ووییت ت   ا  مر ا  مر   ک ک شد  اس  شد  اس  

طاو   طاو     یا  یا    E7و و    HPV،،E6  پ خطا  پ خطا  اناواع  اناواع        ا ا ک  ک  اش    اش      1010

گا    گا      چچ  و سالو   ا  و سالو   ا    کناد کناد   مای مای  ا یلوکا    ا یلوکا     ییک م  چ خ  سلولک م  چ خ  سلول

  ییسالول سالول     تکث      مسمس        سلو سلو ا ا کندکند  یین ن   یی ا ط ا ط  یی  ییت  ت        مسمس

  ؛؛شاو  شاو    ییما ما   متوقاف متوقاف      ا  ا نن  زپوپتو زپوپتو   وو  م ندم ند  ییمم  ییی قی ق  :ع  :ع    طو طو   ی ی 

  وو  ییکا کا    نت نت   ات ات    ی  تج ي تغی  تج ي تغ  یی نوم نوم  یی      ییدا دا یین پ ن پ   ،،ج ج   نتنت    

     ا  ا :ع ل:ع لا ا شاو  شاو    ییمنجا  ما  منجا  ما    HPVسلو  زلو   ی  سلو  زلو   ی    شدنشدن      یدخیدخ

یاا  یاا    P53  وو  پاا وتئپاا وتئ  ببیاایااتخ تخ   ککیاایاات  ت    ،E6  وو  پاا وتئپاا وتئ  ییاصاالاصاال

ی عا    E6، P53نباو   نباو   ا    ا    اسا  اسا  شدن شدن   کوئ ت ن کوئ ت ن   یویییویی  ۀۀواسطواسط

م یاو  یا  زپوپتاو  و     ی   ا   ن یسی ونو   شدن مس :ع  

ا شاو   یم  و یو   م گ سلو  زلو   قب  ا  تکث ،ج    نت

 ع ونا   شدن چ خا   ی  ک م  E6توسط  p53 یی   ا ندگ

 .((44-11))   شو یمنج  م ی وسیو

    یا یا تقوتقو    یا یا   ج  ج  ییی   دف ای   دف ا  ییمتعد متعد   یی  م ن  م ن  یی      واکسوواکسو

  کا  کا    اناد اناد   شاد  شاد    ج  ج  ییاا  T  لن وس  لن وس  ی ی       س  گ   ی  سلو س  گ   ی  سلو   یی ن نییاا

  یی وساا  وساا ییوو  ییا  وکتو  اا  ا  وکتو  اا    ییعع  وساا وساا   فف اا  اا ططا ج لاا  زنراا    ا ج لاا  زنراا    

   ن، ن،یااایاااع ع   DNA  ب،ب، ااا ااانوت کنوت ک  یی ااا  ااا   وو  پااا وتئپااا وتئ  ب،ب، ااا ااانوت کنوت ک

antigen-pulsed  ((DC ،) ،)  کک  تتیی ناااااد  ناااااد   یی ااااا  ااااا   سااااالو سااااالو 

  ووI  ((HLA ) )کااا   کااا     ییانسااا نانسااا ن  ییتت  لکوسااالکوسااا  یی ااا  ااا    ن ن  ییزنتااازنتااا

شاد  ا   شاد  ا     مشتقمشتق  یی      یی          م ن ی  م ن ی  ییی ای ا  ییدد  پپتپپت  یی      توپتوپ  ییاپاپ

HPV16   یی اا  اا   واکسااوواکسااو   ن، ن، اا اامم  وویاایااا ا  اا ا  ااناادانااد  شااد شااد   ششییز ماا ز ماا  

    یا یا تقوتقو  یییا ا یا ا   ییث ث ؤؤما ما   ییای ا   ای ا     عنوانعنوان  ی ی   ییتوپتوپ  ییاپاپ  وو  ییدد  پپتپپت

  وو   ان  ان   شا  شا    پپ  یی ا   ا     و  و         T  ی لن وسا   ی لن وسا    ا   ا    سالو  سالو    یی ن نییاا

  یی وس وسییوو  یی      ع ون ع ون   وو  ییس ط نس ط ن  اخت لاتاخت لات  ی ای ی ای         یی  م ن  م ن

 ی ا   واکساو  مختلاف،  ی یا م ا کنا      ا ا شوندشوند  ییمم  است    است    

 ی    و  ی  و اند ی  ضع یی ا ی نیا ی  ا ای  م ن ید پپت

  یاا یتااوپ یاپاا یپلاا یساا خت     ا  اساات     م ننااد یک کاا

 قاد ت  شیا:ا ا  ییا ا   ا   ز جوانا    یسا   و د ا پ ل ا: و ن

 صاو ت  یا   منتخاب  ید   ا پپت یط احا ا  ا ناد     ن واکسو

 ی نا یا کیت   یی ا واکسو ییتوان  ،یتوپ یاپ یپل س خت  

CD8  ا ی  لن وسا   ی سالول  پ ساد  شیا:ا ا  و یذات
+ 

T ا  

 یخشد یم یربو  پ وتئ     ی ای     د   پپت م  :ظ  قیا ط 

 ا  (3-0)

 تااوپی، اپاای یپلاا ب اانوت ک ی اا  و پاا وتئ  ن اای ییاا ا



 

 

 44 و   ک  ان  ت ی ین    ا ام/    و ش ایط م  طی مت  وت   ی  سی اث  سوی HPV16-E6توپی نوت ک ب توپی نوت ک ب   اپیاپی   ن پلی ن پلی  تول د زنتیتول د زنتی

 

 

 شاو   یما  است      ی ن م ویپ ک  ی  ت  عنوان ی  ی کل اش ش

 طیشا ا       ا مو:ق یا    ا ت ولاوگ   و پ وتئ تواند یم ک 

شاد ،   علا   ناوا شان خت     یا   ی کل اش شا ا کناد   ن ا ی ن  یر

 ی اا  ف ااط و ا  ان  شااد ط م اا  شااد، ییاا لاساا ع  

 ویتا    نو     م بوب ی ن ی ی    یو سو   وکتو  ۀگست  

 اسا    ت ولاوگ  ی   و پ وتئ د تول ی ای  ی ن م س  ا گ ن

ی عاا  اخاات       شاا     ب اانوت ک و پاا وتئ د ااتولا (0)

 یسالول  منا یي  ا  اسات      وشاو    می  ی ن سلو  م س  مت یول

یاا    اادف، ی اا   ن یساای ونو و د   پ ساا    ااتکث ییاا ا

   ااتکث ژ یااو یاا  ؛شااو  یماا منجاا  وماا   کاا  ش مقاادا  ی

 اخات    یا   منجا   تواناد  یما  یا لا    ا تکث   ا ق یل  ی د پ س 

 یحتا   یا م صاو    وی ، ی     پا   ی ن م سلو     یک مت یول

یاا   ی ی  ساات ییاا ا   اا ل و شااو ا یاا    اا یماا گ ساالول

 د ا و تول وما     شد ی و ی یتع    خوی دیی لا، ی  یو   یر 

ا   ی   یسااا ،ویینااا ی ا ؛م صاااو  وجاااو   اشااات  ی شاااد 

 یا  عا و    ک  شوند ن  یر و یی  س دیی مختلف  یپ  امت   

کشا ،   یمختلاف، شا م   ما     ی ا    یو ساو  ی ن ی وکتو 

 ویا  پ کااا  ی  ت  یکااایااا اسااا ا  و ییالقااا  طیشااا ا

   اسا  کا     T7 سات   س ،ی کل اش ش    ی ن ی ی   ست  س

 pRhotو  pET یوکتو  اا     واساا   lacکنتاا   اپاا ون 

  یتوسط لاکتو   تواند ی دف م و پ وتئ  ن وجو   ا   و ی

β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)  و چنا   اشاو   الق 

و  ق ا  ق یامکا ن جداسا     گ ،توساط القا     ن ی ی   ست  س

 کنناد  غلظ  الق      ا ی  تغ د م اح   شد و تول   ق ی  تنظ

 ا(0) کنند یو  م ن الق  : ا   م

 چناد     E6 تاوپی  اپای  یپل و پ وتئ  ن ی مط لع  ویا   

 یطاا م  یپ  امت  اا  ت اا و  یکل  اش شاامختلااف   یسااو

 مادت  الق کنناد ،  غلظا   کشا ،  ی ما   ا ج لا   مختلف

 اشد یی  س الق  ا  یعد و قب  ون انکوی س  م ن

 

 اها روش و مواد

 DH5αی  کل اش شا : دیو پلاسام  ییایا باکتر یها هیسو

و ح ا  وکتاو     د ا تول ییا ا  سا  ی    س ن   ی ن عنوان م ی 

 مختلااف ا  ی ن اای  یسااوا پاانر  شااو یاساات     ماا ی ن اای

 ،BL21 (DE3)، BL21 (DE3)-pLysS ،ی کل اش شااا

BL21(DE3)-AI، Rosetta و C41(DE3) و  شااد    ااتر

 وکتاو  نادا  ا  اسات ندا   ت انسا و ا شاد    ی ا   طبق پ وتک 

pET-28a  ۀکدکنناد   نانتخ ب شدا  ی ن وکتو  یعنوان  ی 

 Generay( توساط شا ک    rpE6) E6 ب ا نوت ک و پ وتئ

 یکاا  م اا  یاا   یاا ا  ییاا  صااو ت ؛( ساا خت  شاادو )چاا

 NcoI (Themoو  XhoIم اااادو گ   ی اااا   یزناااا 

Fisher,USA )شد  یو ا  ی ن ی ش  ن پ ی و انتر  یی ا 

-pET ی ن ا س خ  وکتاو  ی  یی ا ی:انیب وکتور ساخت

28a ن  یحاااا و rpE6،  وکتااااو pET-28a  و  نrpE6 

  وگ نا   ضا    XhoIو  NcoIصاو ت جداگ نا  توساط     ی 

ا   استخ اج   ک توسط شد   ض  یی ند  شدندا  ی یزن 

یا  اسات     ا     سپس اندشد ص ( تخل انیا  ، کت تجری   )

وکتااو     ون rpE6  ن ال اا    اا  ، ل T4 DNA  یزناا 

pET-28a ا شاو   جا   یمادنظ  ا  ی ن ا شد تا  وکتاو  ی   انج ا

  اخ  ی  ین ردا  و   تکث یی اpET28a-rpE6  د پ س 

 ی ااا  یشاااد و کلاااون ت انسااا و اDH5α ی  کل اش شااا

 µg/ml 50 یزگااا   حااا و LB ط  شااادک       م ااا

 یی  ساا یاا یی یو تااوال Colony PCR توسااط و ساا ک ن م

( یاا  اساات     ا  PCRپل  اا ا  ) یا    اا نج واکاانشا شاادند

 یع ااوم ی اا   ی( و پ ا انیااا  ، کتاا تجری) کس مساات م

  طیانجاا ا شاادا شاا ا T7 پ وموتااو  معکااو و   و ش پاا

PCR یا  گا ا    یسا نت    ج  13      اول ون  ن تو اس ش م 

 13      ا ث ن 44 ک  ش م   ا  سا   ک  س 44 ق ،  ق 0 مدت

 1 و گا ا   یسا نت    جا   04      ا ث ن 34 گ ا ، یس نت   ج 

    قا    ق 14 یینرا   م حلا   ساپس  ایو    ج  00    ق   ق
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   ا ا   ی PCR ق ا  گ : ا م صو   گ ا  یس نت   ج  00

شاادندا  ان   صااد  1   زگاا     ی و  1kb DNAلااد 

 یع ااوم ی   اا ییاا  اساات     ا  پ ا ی ییاا یتااوال و   چناا

 Bioneerتوسط ش ک   T7 پ وموتو  معکو  و  و ش پ

(Korea)   : ا(1)صو ت گ 
مرتلا    یهاا  هیدر ساو  E6 بیا نوترک ریپاروت   انیب

 ی ا    ی اخ  ساو  ی  pET28a-rpE6 د پ س  :یاکلیاشرش

 ،BL21 (DE3)، BL21 (DE3)-pLysS)  یااااا ن م

BL21(DE3)-AI، Rosetta، C41(DE3)  ت انسااااا و ا )

شااد  یو ناادا تااک   مسااتعد یی    شاا  و شااد کاا  یاا   

 یسا  یسا  0کشا  شاب ن        ییا ا   یساو  ا    ی ا   یکلون

 یشااد و     ماا  ح تلقاا Terrific Broth  (TB) ط م اا

 ا م ک ول تاا   044 .انکویاا  شااد  rpm 104من سااب و  و  

 یتا    و حا و   TB تا   ل یلا  م 04     یساو کش  شب ن     

 OD600 (Opticalیا    دن شاد و تا   سا    ح تلقا  و سیک ن م 

Density) ساپس یا     وانکویا    ،نظ دمIPTG   شادا      القا

 ا  ا لاو ی  اشاات  و    یا  م تااوا یمقادا  :واصا   لخاوا    

 یی  سا  rpE6 و پا وتئ   ن ا ی  ان ا و م OD600  ان ا ا نظ  م

 ا  شد

  ساات    ا ( OD) ییاا کت   ان اام و اا منظااو  تع یاا 

 ،و پاا وتئ  ن اای  ان اام یی  ساا ییاا ا و یاسااپتکتو:تومت 

-SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate ک ااتکن

polyacrylamide gel electrophoresis)      شااداساات 

 ا(14)

 یسا    ن  یر ی ای: انیثر در بؤم یپارامترها یساز نهیبه

 ،TBکشا    ط    م ا  144یا    1نساب    یا   ا    سلو   م ،

 انکویا   rpm 104یا   و    گا ا   یس نت   ج  40   و  ح تلق

 ساپس  اد  سا  :OD600 1/4 یا   کدو ت ک  ی م نت   شدند

   جاا  00 و 04 ی ماا  یاا  ی اا  یاا  انکوی تو  اا    ن وناا 

 44 مادت  یا   ون انکوی سا  ا  پاس  اشدند منتق  گ ا  یس نت

 وشاد   اضا :   IPTG د،  س مدنظ  ی م  ی ن ون   ک  ق   ق

 یسا    ن  یر یی اا  : ی ا ام  س ع  10 مدت ی   ن ی یالق 

 ماولا   یلا  م 1/4 و 1 یینر  غلظ  ی  IPTG، IPTG غلظ 

و   :اا یساا ع  ا اماا    10یاا  ماادت    ن اایو  شااد اضاا : 

 ا(11) شد انج ا ی م ن:واص  منظ      ی  گ ن ون 

شادن  تولید E6تاو    یاپ یپل ریپروت  زانیم ارزیابیا

-SDS) دیااآم لیااآکر یپلاا ژل در الکتروفااورز توسااطا

PAGE) : مادنظ ،  و پا وتئ  د ا تول   ا ت ل و  یا تج  منظو  ی 

     و  0444    و   یس نت ی   کش ح ص  ا      یی کت 

ا شاد  یجداسا    ا   و   ساوب  قا    ق 0 مادت  یا   و ق   ق

؛ Tris-HCl, 50 mM)   اا ل یاا :     ی سااوب یاا کت  

EDTA, 5 mM ؛pH=8.5) ، انجا ا  ون ک سا  سونو  معلاق 

 14:واصا    یا  پا لس     ا ث ن 04  و  یا   ون ک سا  سونا شد

 انجا ا  دیا  ی و و ک  سا  10 تعادا   ی  واست اح   یا   ث ن

یا    g 04444یا   و     و یسا نت   توساط  یای ا م لو   ودش

 یسااالول ی یااایق  ا   جااا   3 یو  مااا  قااا   ق 10مااادت 

 ا شد یجداس  

 stacking or spacer)کنند   ایو ت ق ق    مت اک    

gel ) و    جداکنند   صد  3صو ت  ی (Resolving or 

separating gel )     ا   و یا  توجا  یا  و ن مولکاولی پا وتئ  

 اا  یاا   ناا       تر اا  شاادندا  صااد  0/10صااو ت  یاا 

Coomassie Blue R-250  ساا ع  کیاا ماادت یاا، 

 ییا   س ع   ن  10 یط ی   ن  م لو  ی  و ی  زم  ن 

و    ا اما  یا ای تیی ااد وسات ن ی ک نا  صااو ت      شادند 

 ا (10)گ :  

 

 اجینتا

 ویا  چناد  E6 ب ا نوت ک و پ وتئی: انیب وکتور ساخت

یا   ا     نک  ک  توسط لاس  شد   ج  یا ک  ونو نیا د پپت

 ییتا   شاش  یزن توال ن   ت م C یانتر  یی ا ااند متص  شد 
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 صاو ت  یا   ک ا نوکلئ د اس یتوالشدا  یط اح His-tag  ا

 یط احا  ی کل اش ش یوتیپ وک   ست  س     ن ی یی ا ن  یر

گ :تا     یا ا  شا ک  ت و  pGH و سنت  شاد و    وکتاو   

 pGHا   XhoIو  NcoI ی اا   ییاا  زناا  rpE6 یتااوالشاادا 

:ااو       یشااد  توسااط  و زناا  یاا    ااۀخاا  ج و    ن ح

کنتااا       ،ویینااا ی ا ؛کلاااون شاااد pET28a د پ سااا 

 د پ سا  قا ا  گ :ا ا    IPTGق یا  القا  یا      T7پ وموتو  

 ،DH5α ی کل اش شااا   اخاا   pET28a-rpE6 ب اانوت ک

 colonyو  ی ییا  یس    ی  است     ا  تاوال  یتوالاستخ اج و 

PCR (ا1)شک  شد  دیی ت 

 

 
 پ وتئ و  ن ی یی توالی نت جۀ( با اس  ی   ج   044 حدو ا E6  بنوت ک  و ن پ وتئ ی ، س PCRم صو      الکت و:و  ( الف -1شک  

 نوت ک ب

 

 BL21ی اکلیاشرشاا هیسااودر pET28a-rpE6 انیاابا

(DE3): ی کل اش ش BL21 (DE3) ویا  پ ک  ی  ت  یکی 

اسا  کا     ی ن ا ی  یا ن  عنوان م ی  یوتیپ وک   ی   ست  س

 سات   س ویا ا    Lonو  OmpT و پ وتئا     :قدان    ل ی 

 ی ا   و پا وتئ   ن ا ی ییا ا  یمن ساب  نا  یگ  تواناد  یما  ی ن ی

مختلاف  ناو     ی    یسو یس   یتج   ی ی شدا  ب نوت ک

  ن ااای یمعتبااا  یااا ا و پ کااا  ی   ی ااا   یا  ساااو یکااای

 و،یینا ی ا  ؛(14) شو  یم م سوب  ت ولوگ ی   و پ وتئ

 ، یساو  ویا  اخا  ا  یا   pET28a-rpE6 د    ایتدا پ سا  

کش   ی ک   ی ن  مشدا  یی  س زن     ن ت انس و ا و ی

 OD600    یسلول ت   انسگ ا ،  ی  ج  س نت 40 ی    م 

 ییاض :  شد ت  غلظ  نرا   ط م ی   IPTG د،  س 0/4ی  

 ی ن ا ی چ سا ع   ا   10ا   پاس  ؛ی سد مولا  م لی 1زن ی  

 ن ا   گا ا   یسا نت    جا   00 ت   م  ک  ش ی مش  د  نشدا 

 ی  توج  یا  (ا اس  نشد  زو       ) ا   نشد مش  د  ی ن ی

 BL21(DE3)  یساو  یی ا rpE6یو ن  س یک  احت    این

ع و   ،(13)موجو   ی   وجو   اش ، طبق  ستو الع  

یا لات  و   IPTG، OD600 وی غلظا  پا    و،ی پا   یی   م   

 اشدند یی  س ن     ی  ی    یسو

مااولا   م لاای 1/4و  1/4حاادو   OD600ایتاادا یاا      

IPTGجاا   40و  00 ،04 ی ماا  ساا      ن اای  ان اا، م  

 44 ییاا  و ن مولکااول  ن ااو ی شااد یگاا ا  ی  ساا یساا نت

و یا   گا ا  مشا  د     ی  ج  سا نت  04و  00   ک لو التون 

ت  وت ک  مقدا   ویی  ا (؛0)شک  وست ن ی ت تیی د شد 

  جااا   04ا   شااات  گااا ا  ی ی  جااا  سااا نت 00     ن ااای

 ناد نش ن  ا  ون ک س ح ص  ا  سون ریگ ا  یو ا نت  یس نت
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ماادنظ     یخااش ناا م لو  وجااو   ا   و  و ت اا ا پاا وتئ

گا ا  :قاط    ی  جا  سا نت   04یا    00ا    ن ی یک  ش  م 

   ا ح ل یا   یو و اث اس  شد    ن ی  ان ی ع  ک  ش م

rp-E6   ن ا ا  ی زماد    س  ی   سوب(ا 0ندا   )شک     

و  IPTGماولا    م لای  1/4گا ا ،   ی  جا  سا نت   00 ی ما  

OD600   سااا ع   10و  0، 0، 3، 0، یعاااد ا  1/4حااادو

طااو  کاا     شااک  مشاا  د     شااد و   اا ن  یزو  ج ااي

اسا    سا ع   10 یا   م یاو    ن ی  ان م ویشت  ی ، شو یم

 (ا4 )شک 

 

 
   ساوی     rpE6ث    ما ی مختلاف یا  ساطح ی ا ن     یتا  (ا ب E6  4ک لو التاونی؛   30  کنتا   مثبا    0  ما  ک ؛  1ا E6وست ن ی ت  (الف -0شک  

BL21(DE3) 0  م  ک ؛ ستون 1ا ستون BL21/pET28- E6   یدون الق یIPTG 3گا ا ؛ ساتون      جا  سا نتی   40ی ا ن     ما ی    ی  الق 4؛ ستون  

 1/4   ت ا می  م  ا     IPTG ۀگا ا ا )غلظا  الق کنناد      جا  سا نتی   00ی ا ن     ما ی    ی  القا  0گ ا ؛ ستون    ج  س نتی 04ی  ن     م ی  یالق 

 گ ا  مش  د  شدا   ج  س نتی 00مولا  یو (ا ی شت یو م  ان ی  ن     م ی  م لی

 

 
  یک س ع  پس ا  الق  یا   0ا ستون IPTGیدون الق  ی   BL21(DE3)-rpE6  1ا ستون E6ث    م ن انکوی س ون ی  ی  ن پ وتئ و نوت ک ب یت -4شک  

IPTG س ع  پس ا  القا    10س ع  پس ا  الق ا ی شت یو م  ان ی  ن  10  0  چر   س ع  پس ا  الق ؛ ستون 3س ع  پس ا  الق ؛ ستون     و4، ستون

 شدا  مش  د 

 
-BL21 (DE3)ی اکلیاشرشا  هیسودر pET28a-rpE6 انیب

pLysS:  یو ن  س یعل  احت     یrp-E6،  شاد  ویا ا یا   نظ 

 ی ا    یساو  مختلاف،  یط م  یپ  امت       تغ ی  ع و  ک 

ا شاوند  یی  سا    ا نسا ی   ی ا   و پ وتئ د تول یمن سب ی ا

کا  امکا ن    اسا   pLysS BL21-(DE3)  ا    یا  سو یکی

 کناد  یما  : ا   ا  ی ن    یی ا ی لا  اندم ن ی  و پ وتئ  ن ی

 BL21 (DE3)ا اسا   یاو    T7 پ وماوت   کنتا       کا  

pLysS و ن ل یح و  λ-DE3       اسا  ک ومو وا خاو 

 lac UV5 پ وماااوت  کنتااا       ا T7  ااا ا  پل RNA و

 کیاا یحاا و و   چناا  یسااو ویاااا کنااد یماا ی م گاا:ا 

ا کند یم کد ا  T7  ی و  ل  ن ک  اس  pLysS د، پ س 

 ؛اسا   T7  ا ا   پل RNA   ا :ع ل ۀی   ا ناد ، T7  ی و  ل

  ا T7 پ وماوت   کنتا        دف ی    ن  یپ   ن ی ،ویین ی ا

 طی    و شا ا  rpE6  ن ا ی  ان ما (10, 10)   د یم ک  ش

و گاا ا   ساا نتی  جاا   40 ی ماا و  IPTGمااولا   م لاای 1

   جااا  00 ی مااا  و IPTGماااولا   م لااای 1/4 و   چنااا

 شاد  یی  سا  مختلاف  یزو  ج ي ی    م ن   گ ا   س نتی

(OD600      و  اایااو  1/4 حاادو ا  ح لاا   و  ا ) ی ن اای چ 

 (ااند نشد   ا   نش ن رینت مش  د  نشد )
 :BL21(DE3)-AIی اکلیاشرشاادر  pET28a-rpE6 انیااب

 یتجاا    ینااوع سااو کیاا BL21(DE3)-AI ی کل اش شاا

 :ا     ا ا   پل RNAیا    یمبتنا  و پ وتئ  ن ی ست  اس  ک  س
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T7   یا لا ی عا     یو یا      ق ا  ق  ا ت  ا  تنظ یب ا ت ک ا

 ییا لا   یی  مقا     ن ی یی ا ای طو  گست    ی  ک اس  شد  

 T7  یساو  ویا ا   ا شو و س ی است      ب نوت ک و پ وتئ

RNA ااا ا  پل  (T7-RNAP )کنتااا       یک وماااو وم

pBAD  پ ومااوت  کاا  شااو  یماا ی م گاا:ا pBAD  یاا 

 یا  یتنرا  ساو   و شاو   یما  کنتا    شادت  ی الق  و  ،نو  ز ای

 د ا و یا     تول  شاو   مای ی  شدت کنت     یپ   ن اس  ک  ی

 یسا ی عا ل   ی ا   و پا وتئ  ییا لا   ن ا ی ی ا   و ی ا ییی لا

 ا (10, 10)اس  

و  IPTGمولا   م لی 1 طی    و ش ا rpE6  ن ی  ان م

ماولا    م لای  1/4 و و   چنا گا ا    سا نتی   ج   40 ی م 

IPTG ی اا   ماا ن   گاا ا   ساا نتی   جاا  00 ی ماا  و 

    و ح لا       OD600) شد یی  س مختلف یزو  ج ي

 1 و گا ا   سا نتی    جا   40 ییاو (ا     ما    1/4 حادو ا  

 مش  د  ی ن یالق   ا  پس ی م ن چ      IPTGمولا   م لی

ماولا    م لی 1/4 گ ا  و ی  ج  س نت 00 ی    م  ام  ؛نشد

IPTG، شاد  مشا  د  س ع  پس ا  الق   10  ن، ی ویشت  ی 

 (ا3)شک  

 

 
 0 ،0 ،4، ستون IPTG   ی قب  ا  الق  ی     ن ون0و  0 ،3 ،0  م  ک  پ وتئ نی؛ ستون 1 ا ستونی کل اش شمختلف  ی    یی  سی ی  ن    سو -3شک  

سا ع    10ی ا ن یعاد ا     BL21-AIا :قاط    ساوی    =1/4OD600گ ا ،    ج  س نتی 00    م ی  IPTGمولا   م لی 1/4یعد ا  الق  ی   ی     ن ون 1و 

 مش  د  شدا

 

 Rosetta ی ا    یساو : Rosettaدر  pET28a-rpE6 انیب

  ن ا ی شیا:ا ا  ییا ا  کا    ساتند  BL21 lacZY مشاتق ت 

 یحاا و کاا  انااد شااد  یط احاا یوتیوکاا  ی ی اا  و پاا وتئ

 اساات     ی کل اش شاا    نااد ت یاا  کاا  انااد یی اا  کاادون

 ،AUA ی ا   کادون  ی ا  tRNA  ا    یساو  ویاا شوند یم

AGG، AGA، CUA، CCC و GGA کیااااااا ی و  ا 

ا کنند یم و تیم کو  کل ام ن مق وم  ن  یح و د پ س 

 خااو  یاصاال یپ وتومو  اا  کنتاا      tRNA ی اا   ن

 ا(04, 11)ند ا یی کت 

و  IPTG مولا  م لی 1 طی    و ش ا rpE6  ن ی  ان م

 ماولا   م لای  1/4 و و   چنا گا ا    سا نتی   ج   40 ی م 

IPTG ی اا   ماا ن   گاا ا   ساا نتی   جاا  00 ی ماا  و 

 ح لا    و       OD600) شد یی  س مختلف یزو  ج ي

 (ا3)شک   نشد مش  د  ی ن ی چ   ( ویو  1/4 حدو ا 

 ی ااا   یساااو  C41(DE3)در  pET28a-rpE6 انیاااب

و  Miroux توساااااط C41 (DE3)  :تااااا ی جراااااش

Walkerت ی جرش ی    یسو ویاا شدند یط اح:  E. coli 

BL21 (DE3) یثباا ت ییاا و یساالول ماا گ ا  تواننااد یماا 

 سا ی  ب ا نوت ک ی ا   و پ وتئ  ن ی ی  م تبط ید   پ س 

  ن ااای    و   چنااا  ااا   یساااو ویااااا کنناااد ی  جلاااوگ
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 موجاو ات  مختلاف  ی   گ و      ا  س ی ی   و پ وتئ

 و  اا   و یااو   اا ن، گ مخ   اا ،  ،یااوی کت ی ا ج لاا 

 1 طی    و شاا ا rpE6  ن اای  ان اام اث ناادؤم پساات ندا ان

و  گاا ا  ساا نتی   جاا  40 ی ماا و  IPTG مااولا  م لاای

   جااا  00 ی مااا  و IPTG ماااولا  م لااای 1/4 و   چنااا

 شاد  یی  سا  مختلف یزو  ج ي ی    م ن   گ ا   س نتی

(OD600       ویاو   1/4 حادو ا   ح ل   و )  ی ن ا ی چ  ا 

 ا(00, 01) (3)شک  نشد مش  د 

 دیپلاسم یمرتل  دارا یها هیرشد سو زانیم ةسیمقاا

ی ی  ساای  اا   و یکاای ا  : pET28a-rpE6 بیاانوترک

یو ن پ وتئ و یا ای سالو  م  یا ن، ی  سای ن او ا        س ی

 شد یا کت ی قبا  ا  القا  و مق یساۀ زن یا  ن او ا   شاد        

 یحتا  rpE6  ن ی اث ی کت ی یدون وکتو  نوت ک ب اس ا 

 شااد     (IPTGقباا  ا  القاا  یاا   یکاا  )حتاا  ان اایاا  م

 شاد    ان ا ا مشاد  یی  سا  ی کل اش شمختلف  ی    یسو

 ی  ا گ انادا     OD600و سانجش   یتوساط اساپکتو:تومت   

 شاد    ان م ،شو  یمش  د  مطو  ک     شک   ا    نشد

 0   ( BL21(DE3)-AI یمختلاف )یا  اساتثن     ی    یسو

 متوقاف   یا  اس   اشت  یک  س ع یعد الق     س ع  اول

 00 تا   کنواخا  ی یصاعو    شاد  ،زن ا  یعد ام  ؛شو  یم

  یا    ساااوشاااو  یا  القااا  مشااا  د  مااا  یعاااد سااا ع 

BL21(DE3)-AI  ت اا ا ساا ع ت یعااد ا  القاا   باا  یتق   ، 

سا ع ت      شد   ان م نک یی  ااس ؛ یو    ی شد صعو 

   ا(0) (0 ا   )شک   یک ت  ب ش   اول

 

 
 س ع  03یدون الق  ی  مدت  pET28-rpE6 ب نوت ک د پ س  یمختلف  ا ا ی    ی شد سو  ان م ۀسیمق  -0 شک 

 

    :مرتلا   یهاا  هیسو در rpE6 انیب زانیم ةسیمقا

 ،BL21(DE3) ی کل اش شاا ی اا   یسااو ش،یز ماا  ویااا

BL21(DE3)-AI، BL21(DE3)-pLysS، C41(DE3) 

    IPTG مااولا  یلاا م 1 یاا     ماا ن طااو  یاا  Rosettaو 

 10 مادت  یا    ن ی و شدند الق  گ ا  یس نت   ج  40 ی م 

 ا   سااوب ون، ک ساا سون ا  پااسا  :اا ی ا اماا  ساا ع 

    کاا  و پاا وتئ یمساا و مقاادا  و جاادا یاای، و م لااو 

SDS-PAGE  ا   کاداا  چ      ی ن ی چ ا  شد یی  گ:ا

    سپس(ا اند  نشد  ا   نش ن رینت مش  د  نشد )     یسو

 ماولا   یلا  م 1/4 یا      ما ن  طاو   یا   ذک شاد   یۀسو پنر

IPTG     یا    ن ا ی و شاد  القا   گ ا  یس نت   ج  00 ی م 

 ون، ک ساا سون ا  پااسا  :اا ی ا اماا  ساا ع  10 ماادت

 و پا وتئ  یمسا و  مقادا   و جادا  یی، و م لو  ا   سوب

 ی    یسو  ن :قط ی ؛شد یی  گ:ا  SDS-PAGE    ک 

BL21(DE3)  وBL21(DE3)-AI  مشاا  د  شااد )شااک 

 ب اانوت ک و پاا وتئمقاادا   ویشاات  ی  یسااو و   اا    (ا 0
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  ن اای  ان اام و شااد د یاا   سااوب صااو ت یاا  ید ااتول

 ید ااتول و پاا وتئ  ان ااما یااو    ناا چ م لااو  صااو ت یاا 

شادا   و  تع ImageJا: ا   ی  است     ا  ن ا یصو ت ک  ی 

   یخاش      و ی  ک  پ وتئ ب نوت ک و ی ند پ وتئ   صد

 ایو    صد 44 حدو ا   یسو  و   ن م لو     

 

 
توتا     و   پا وتئ rpE6    BL21(DE3) 1 و پ وتئ  ن ا الف( یBl21-AIو  BL21(DD3)    و سو   E6 ب نوت ک و پ وتئ  ن ی یی  س -0شک  

توتا     و   پا وتئ rpE6    BL21 1 و پا وتئ   ن ا ( یبا ون ک س سون ا  پس  سوب  4 ون؛ ک س پس ا  سون یی  م لو   و0س ع  پس ا  الق ؛  10

 ون ک س سون ا  پس  سوب  4 ون؛ ک س پس ا  سون یی  م لو   و0س ع  پس ا  الق ؛  10

 

 گیری و نتیجه بحث

 ییاا ا یانتخاا ی ی اا  ساا  ا گ ن ا  یکاای ی کل اش شاا

 زن ا  اساات    ا اساا  ب اانوت ک ی اا  و پاا وتئ د ااتول

 یا   و شاد     ا تثب ک م   و پ وتئ د تول عنوان ک  خ ن  ی 

  ،  ل و    ی ا اس  شد   یتبد  ن ی یست  ویت  م بوب

 :ر س    چون ی  ی  یمولکول ی   پ وتک  و ای ا   

 ی اااا   یسااااو ،ی ن اااای ید   پ ساااا  ا  یا گساااات   

 ییاا ا یمتعااد  کشاا  ی ا   یاساات اتژ و شااد  یمرندسا 

 اند  ست       ت ولوگ ی   و پ وتئ یی لا سطح د تول

 د ااااتول ییاااا ا  و ش پاااا مشااااک ت ا  یکاااایا (04)

  یا ن  م ییاو ن زنرا  یا ا    سا ی  ب، ا نوت ک ی   و پ وتئ

 اسا   م کاو  و پ وتئ   س اس ا مشک   یوتیپ وک  

 ع لکاا   ب اانوت ک و پاا وتئ کاا  شااو  جاا  یا ی ماا ن

 ویا اا ی شاد   اشات    یا ن  م سلو     مض  و ی ض و  غ

 سا   ک وا گ ن م یعا  طب ی  وسات    و   تکث ی  ع لک  

 وما    ی کنادت ،   شاد  سا ع   زن ج  نت و  ا   تداخ 

  شاد   ان ا ممنظاو    ویا یاد اسا   م گ و یسلول وی پ 

  ن یح و وکتو  ی ( 1 ح ل   و    الق ، ا  قب      یسو

 سا  یمق  و یی  سا  وکتاو   یدون( 0 و ب نوت ک و پ وتئ

 یا   سا  یمق     ب نوت ک  یسو  شد س ع  اگ ا شو  یم

  ا پ ا :نوت ویا ا عل   و ی شد، وکتو کندت  یدون  یسو

 / mRNA  یااپ   ن اای و  ن   ساا     ااد ماای ح توضاا

 ا  تااوان یماا ساا ی و پاا وتئ  ن اای ییاا اا ساا ی و پاا وتئ

 یکپ تعدا  ی  ی ن ی وکتو ( i  ک   است      و  ویچند

 سا ع   کا  ش ( iii و  ن ا ی مختلاف  ی    ی( سوii ،ک 

 نقطاا  ک تاا ، IPTG غلظاا  تاا ، وی پاا  ی ماا ) د ااتول

OD600 ا(03)(    غ و ی لا 

 شاا م  ی کل اش شاا  ن، اای ییاا ا  یاا ن عنااوان م یاا 

 من سااب انتخاا ب و،ییناا ی ا ؛اساا  متعااد  ی اا   یسااو

 و پ وتئ  ن ی اییک   شیا: ا ی  تواند یم  ن ی ی    ی ن م



 

 

 1341، پ ی   34 ش       ، ی     س        ،  شن سی م ک وا گ ن س  :صلن م  عل ی  یس   34

 

 

 و  یا م ا توانناد  یما  یی    ی ن م و چن   چند ؛شو  منج 

 BL21ا (1)جادو    ی شاند   اشت   ا خو  خ ص بیمع 

(DE3)  ی    یسو ا E. coli B  ی ا    ن : قاد  ک  اس 

Lon protease (توپ س  س )و OmpT   خا  ج ) پ وتئ 

 λDE3  و ن اال ی ا ا BL21 (DE3)( اساا ا غشاا  ا 

 کنتاا       اا ا  پل T7 RNA  ن یحاا و کاا  اساا 

یا    یی ا   و پا وتئ   ن ا ی یو ی ا اس  LacUV5 پ وموت 

ا  و  یخو  ی  ک   م ی      ی لا س   ن T7پ وموتو  

 مشا  د   القا   ا  قبا   ینشات   ن ا ی  یساو  ویا ا    نک یا ی 

  صاد   1 ا  تاوان  یما  مشاک   ویا ا  :اي  ییا ا  شو ، یم

 نااو  یاا  ایااو حاا  ،  ؛کاا   اساات     ط م اا    گلااوک 

 و پا وتئ   ن ا ی ییا ا   ا    یساو  ویت  ا  مر  یکیعنوان  ی 

 ا (00)  و  یی  ش    م ب نوت ک

 
 E6   ی  ن پ وتئ و نوت ک ب  شد  مختلف است     ی کل اش شی     یسوخصوص  ت  -1جدو  

  شد طیش ا  یم ا    یژگیو یی یی کت   یسو

BL21(DE3) 

 T7ۀکنند  ن ی DE3  و ن ل ی ا ا -

RNA ا  پل   

 ompT و lon یپ وتئ     : قد -

 IPTG توسط الق شوند  -

  س ی غ ی    ن  ن ی یی ا من سب

 ؛ندا   وجو   ن ی ی  یدیشد کنت  

 ی  گلوک    صد 1 ا: و ن ،ویین ی ا

 اشو  گ :ت  نظ     دیی   شد ط م 

BL21(D3)-pLysS 

 T7 ۀکنند  ن ی ک  DE3  و ن ل ی ا ا -

RNA ااس    ا  پل 

  یزن   یتج  یی ا T7  ی و  ل ی ا ا -

T7 الق  ا  قب    ا  پل 

 ینشت  ن ی ا  ی  جلوگ -
(Leaky expression) 

 س ی ی   و پ وتئ  ن ی یی ا من سب -

 ک  کل ام ن ک وت ی یزنت
(34µgr/ml) 

B21(DE3)-AI 

 T7 ن ا  یک ومو ومنسخ   ی ا ا -

RNA پ وموت  کنت        ا  پل 
araBAD 

 نو  ز ایتوسط  شوند الق  -

 ینشت  ن ی ا  ی  جلوگ -
(Leaky expression) 

 س ی ی   و پ وتئ  ن ی یی ا من سب -

 و کلیتت اس  ک وت ی یزنت
(12.5ug/ml) 

Rosetta 

 BL21 lacZYمشتق ت -

 ی    ن ا  یاض : ی   نسخ  ی ا ا -

 ی   کدون یی ا tRNA ۀکدکنند

 ،AUA ، AGG، AGA، CUA  ب ک 

CCC ، GGA 

 ک  کل ام ن ک وت ی یزنت  ت ولوگ ی   و پ وتئ  ن ی یی ا من سب
(34µgr/ml) 

C41(DE3) 

 BL21 (DE3)  :ت ی جرش ی    یسو -

 ی  م تبط یسلول م گ ا  ی  جلوگ -

 س ی ب نوت ک ی   و پ وتئ  ن ی

  ی یس  ی   و پ وتئ  ن ی یی ا من سب

 مختلف ی   ک   ت  ا ا  ییغش 

 موجو ات

- 

 

 و پ وتئ  ن ی یی ا Bl21(DE3)  یسومط لع   ویا   

: ا  ا  یا ق ی  م حظ   ن ی شدااست      rpE6 ب نوت ک

 1 گاا ا ، ی  جاا  ساا نت 00 ی ماا     و پاا وتئ ناا م لو 

 و   چنا ی   سا  زمادا    =1/4OD و IPTG مولا  م لی

 ماولا   م لای  1 گا ا ،  ی  جا  سا نت   00) طیشا ا  وی   ا

IPTG  1/4وOD= ،)   یساااو  BL21(DE3)-AI ااان   

 انتخا ب     یخش ن م لو  وجو   ا  ا چش    ی  ن ی

 د ا تول یصاو ت گ :ا  کا  یا ا     ییا  زنجا    یسو ویا
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مثاا    ی)یاا ا ساا یکاا  و   ن اایاا  ی ی اا  و پاا وتئ ییاا لا

کا    ( یا   ید ساول   ی  یوناد    پ ا  یغن یی   و پ وتئ

  ن ا ی سا ی  اثا ات  کا  ش  ییا ا   یساو  ویا   ا  و  یم

  وگ نا   کنتا    ست  س ا  ب نوت ک و پ وتئ حد ا  ش ی

 T7 د ااتول زن    کاا  یصااو ت یاا  ؛شااو  یماا اساات    

RNAP نو  ز ای پ وموت  توسط (ParaBAD )  قا   یا  

 پ وماوت   توساط   دف  ن ک  یح ل    ؛شو  یم کنت  

(PT7lac )  (ا10) شو  یم کنت 

 ویا    ا ن ا    ا  ی   یسو:و ، س    یسوی   و  ع و 

 و پا وتئ  ی ا   یژگا ی)ی  توج  یا  و  شدند یی  س ق ت ق

ی  توجا  یا     Rosetta  یسو(ا     یمدنظ  و سو ب نوت ک

 ی اا  و پاا وتئ  ن اای ییاا ا  بیاان  ی اا tRNA  اشااتو

یااا   اشاااتو  Bl21(DE3)-pLysS  یساااو ،یوتیوکااا  ی

و  ب نوت ک و پ وتئ  ن ا  ی یت  ق  ق   نظپ وتومو  ی  ت

و  د   پ ساا  یدا یااپ  شیا:اا ایاا   C41(DE3)  یسااو

 کاداا  چ  ا  کا  انتخ ب شدند  زنر    تکث   ق یل ک  ش

یا    rpE6 و پ وتئ  ن اس  ی گ تنینداشتندا  یمن سب  ن ی

:او     یساو کا     سا     شاد  ی و  وست ن ی ت ی  س

 (ا اس  نشد  زو   مش  د  نشد )اط ع ت  ی ن ی

 یا ای من ساب   ی ما     چاون  یطا  م  عوام    تیث

 توانناد  یااا ما  وOD600  الق گ ، ع م  غلظ   ن، ی یالق 

 طیشاا اخصااوص  ؛ یاا ی شااند ث ؤماا و پاا وتئ  ن اای یاا 

 م لاااو   ن ااای ییااا ا  ا یتااا  مطلاااوب یتوپ سااا  س

 :ا ا   سا ی    یا و  د ساول   ی   ا ای پا   ی ا   و پ وتئ

 ا ندنک یم

 ،   گ ی   زن صو ت م الق  ک  یی م  و  م ن مدت

 کا  ش  نظ ، ویا ا ا اند   ح ل  ی  ن ی    مر  ع م   و

  ا و پاا وتئ ساانت  ساا ع  توانااد یماا القاا  ا  پااس ی ماا 

 1ناا م لو  اجساا ا   تشااک ا  جاا    نت و   ااد کاا  ش

 ی ا   و پا وتئ  ا  یی خا  یی ا  و  ویاا کند ی  جلوگ

 ی م  اا  ویتاا  متااداو  و،ییناا ی ا ؛اساا  ث ؤماا د  ااچ پ

 و 03 ،10 نا م لو   ی   و پ وتئ یالق  یی ا شد  است    

 تاوان  یما  یا لا  ی م  ا     ا اسا   گا ا   یس نت   ج  44

 مضا   و پا وتئ   ن ی یی ا ام  ؛ ا  شیا: ا  ا یسلول  شد

 و یا  ا  احت ا    تواناد  یم شت  ی  شد س ع   ای  ؛اس 

 ی ا   و پ وتئ د تول    ک    د شیا: ا  ا د پ س   :تو

 توجا     خاو   0وسات   پ ی ا   کش  ط م     ب نوت ک

   کا  ی عا  تشاک    یی ا   واکانش  ،یکلا  طاو   یا  ا اس 

 جاا  یا یاا لات  ی م  اا     شااوند یماا ناا م لو اجساا ا 

  ما   یا   شادت  یا    یا زی   ی ا   واکانش   ای  ؛دنشو یم

 ،یسلول   تقس وی پ  سطوح ،ویا ی  ع و ا دن ا  ییست 

    و پ وتئ تج ي ک  ش و   چن و ت ج   و یسی ونو

 جا   یا وی پا   ی م       یسلول یند  ای:  کندشدن اث 

 بیاااتخ  و،ی پااا  ی مااا   اسااات ، ویاااا   ا دنشاااو یمااا

 ؛  اد  یما  کا  ش   ا   پ وتئاول  یا   حس   ی   و پ وتئ

 یک تا     ا :ع ل وی پا   ی م  ا      پ وتئ     ی شت   ای 

( IPTG غلظ  ک  ش  ی)  م  ک  ش ی  و،یین ی ا ؛ ا ند

 شیا:ا ا   ا   و پا وتئ    ح ل الق ،  م ن مدت شیا: ا و

 ی ما   و القا   مادت  نا   یر ب ت ک ،ایو وجو  ی ا ی ید می

, 0) دیا ز یم  س  ی  خط  و شیز م  ی   نو  الق  ا  پس

 ی ماا  ویک تاا     یحتاا پااژو ش، ویااا   ا (00, 04

 یم لاول  ی ند چ   ،(گ ا  یس نت   ج  04) شد  شیز م 

 صااو ت یاا  ک ماا  ب اانوت ک و پاا وتئ و نشااد مشاا  د 

  جاا   40کاا  ش  ماا  ا    اماا  ؛شااد انب شاات   سااوب

  ن ا گ ا  ی ع  مشا  د  ی  ی  ج  س نت 00گ ا  ی   یس نت

   ااگاا ا  ن ی  جاا  ساا نت 00و  40 ی      شاادا     ماا 

  ان ا مشا  د  نشاد و م   ی ن گ ا  ی ی  ج  س نت 40مش ی  

  جا    00گا ا  نساب  یا      ی  ج  سا نت  04ک       ن ی

 گ ا  ک ت  یو ا یس نت

 ییاا ا شااد  شاان خت  ی اا  یاساات اتژ ا   اا ی  یکاای
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 و پا وتئ  د ا تول طاو       ن ا ی شی سوب و ا: ا ک  ش

   ا اسااا  القااا گ  غلظااا  یسااا   نااا  یر ب، ااانوت ک

 ک ما   طاو   یا   و پ وتئ  ن ی الق کنند ، یی لا ی   غلظ 

 یسالول  ط م ا  م دو    ظ : ی  توج  ی  و شو  یم الق 

 ب ا نوت ک ی   و پ وتئ  سوب  ان م ح، ص  :ولد یی ا

 یا   تواناد  یما  الق کنناد   ک  ی   ا غلظ  یدی یم شیا: ا

 ک تا  منجا    ی     ج    نت و و پ وتئ  ن ی ین ک : یالق 

 ی لا ی   ن ی    اشتو ی  ع و  الق گ  یی لا غلظ ا شو 

یا  ی عا  ی ا ن پا وتئ و      یبا    و ی ا   ا    سلو  تواند یم

 غلظا     تنظا  و،یین ی اصو ت اجس ا ن م لو  شو ؛  ی 

 نشا ن  مط لعا   ویچناد    ا  ا    ی  ی   ا   الق کنند 

 1 تا   4 و یا  IPTG غلظا   ی  یی   ن ون  اس  شد   ا  

 E. coli  شاد  یا   یسا   اثا ات  توانناد  ین ا  ماولا   یل م

 ک تا   غلظا   ا  اسات      و،یا ا یا   عا و  ا ی شاند   اشت 

 یا  ( IPTG ییا ا  ماولا   یلا  م 40/4 مثا  ،  ی ای) الق گ 

 اسات      و کناد  یم ک ک م لو  شک  ی  و پ وتئ  ن ی

  ا و پا وتئ    ا ح ل تواناد  یم الق کنند  شت  ی غلظ  ا 

 اس  یض و  نکت  ویا ی  توج   ،ی  نر  ؛  د ک  ش

 سا    ا   یا   دیا ی  القا گ   من ساب  غلظا   و  تع یی ا ک 

 ا  نجا  یا   ا شاو   توج  و پ وتئ و  ی ن م وکتو ، ع م 

 اما   اسا ؛  شاد   اسات      الق کنناد   مختلاف  غلظ   و

 شیا:ا ا  ی عا   مولا  یل م 1/4 ی  IPTG غلظ  ک  ش

یا     ا نساب  پا وتئ و تا ا     ن ا ی  ان ا م ام  ؛نشد   ح ل

 ا (00, 04, 0) ا   شیا: ا IPTG مولا  م لی 1غلظ  

یا     یا قبا  ا  القا     ی شاد یا کت     ان ا م سوا پ  امت 

 یت یل ا    :      الق  ا م ن الق  اس     OD600 یعب  ت

 و پا وتئ   ن ی ی  تواند یم  شد :    ی( انتر  و  ن  م)ایتدا، 

    ن  یر یالق  ند ا  نش نم   ریا نت ی شد ث ؤم ب نوت ک

 ا  یییاا لا سااطح( =1/4OD)یی انتراا  یین اا  م حلاا 

 ؛کناد  یم د تول  ا ی لا یسلول ت اک  ی  ب نوت ک و پ وتئ

 ویا اا اسا   شاد   جا   یا سالو   تعدا  ویشت  ی ک  ییج 

 کاا  یطااو  یاا  ؛ ا   مط یقاا  یقبلاا مط لعاا ت یاا  جاا  نت

 تا   ب ا نوت ک و پا وتئ  یالقا    ان ا م اس  شد  گ ا  

  شاد  م حل     و شیا: ا یت یل     شد ییانتر  م حل 

 ا(00)  یدی یم ک  ش ث ی 

  یسااو ا   و E6 ب اانوت ک و پاا وتئمط لعاا   ویااا   

BL21(DE3)  وBL21-AI  سا     صو ت  سوب ی ی 

 یی یم ا ن م لو  اجس ا صو ت ی  و پ وتئ  ن ی ام  ؛زمد

 ا   و ا   ی لات  د تول  ان م وت    اح  ص تخل   چون

 دیشد  ک ندد توپی تول اپی ی ن پل یزنت ویک  ا ییزنج 

 د، ا تول  ان ا م و ییخلاوص نرا    ،اسا   یواکسو   ما ن 

 یسا    خا لص  ا  پاس  ؛ ینا ی ایو، ندا ید کل یپ  امت   

م ساوا   ی ا   زنرا  یا   و    دشاد ،  تول ن م لو  اجس ا

 یعنوان واکسو   م ن ی  ی ییا   ی ایو  شوند میم لو  

 اشد وا نداست     خ

  

 اسپاسگزاری

 سا ط ن  کنتا    قا ت  ت ق م کا   توساط  پا و    ویا

سااا  م ن سااا  م ن    و و( و   چنااا( و   چناااCCF-97087طااا ح شااا     ) 

 طاا ح (IROST) یاا انا یو صاانعت یعل اا ی اا  پااژو ش

 ااس  شد  م لی ح  ی  1410110440

 
 

References 

(1) Bahmani, B., Amini Bayat, Z., Ranjbar, M. 

M., Bakhtiari, N., & Zarnani, A. H. (2021). 

HPV16-E7 Protein T cell epitope prediction 

and global therapeutic peptide vaccine 

design based on human leukocyte antigen 

frequency: An in-silico study. International 

Journal of Peptide Research and 

Therapeutics, 27(1), 365-378.. 



 

 

 1341، پ ی   34 ش       ، ی     س        ،  شن سی م ک وا گ ن س  :صلن م  عل ی  یس   33

 

 

(2) de Oliveira, L. M. F., Morale, M. G., 

Chaves, A. A. M., Cavalher, A. M., Lopes, 

A. S., Diniz, M. D. O., ... & Ho, P. L. 

(2015). Design, immune responses and anti-

tumor potential of an HPV16 E6E7 multi-

epitope vaccine. PloS One, 10(9):e0138686.. 

(3) Martinez Zapien, D., Ruiz, F. X., Poirson, J., 

Mitschler, A., Ramirez, J., Forster, A., ... & 

Zanier, K. (2016). Structure of the 

E6/E6AP/p53 complex required for HPV-

mediated degradation of p53. Nature, 

529(7587), 541-545.. 

(4) Li, W., Joshi, M. D., Singhania, S., Ramsey, 

K. H., & Murthy, A. K. (2014). Peptide 

vaccine: Progress and challenges. Vaccines, 

2(3), 515-536.. 

(5) Skwarczynski, M., & Toth, I. (2016). 

Peptide-based synthetic vaccines. Journal of 

Chemical Science, 7(2), 842-854.. 

(6) Park, E., Kim, J. Y., Choi, S., Kim, D. S., & 

Oh, Y. L. (2019). Carcinogenic risk of 

human papillomavirus (HPV) genotypes and 

potential effects of HPV vaccines in Korea. 

Journal of Scientific Reports, 9(1), 1-9.. 

(7) Rosano, G. L., & Ceccarelli, E. A. (2014). 

Recombinant protein expression in 

Escherichia coli: Advances and challenges. 

Journal of Frontiers in Microbiology, 5, 

172.. 

(8) Van Noi, N., & Chung, Y. C   .. (2017). 

Optimization of expression and purification 

of recombinant S1 domain of the porcine 

epidemic diarrhea virus spike (PEDV-S1) 

protein in Escherichia coli. Journal of 

Biotechnology & Biotechnological 

Equipment, 31(3), 619-629.. 

(9) Sambrook, J., Fritsch, E. F., & Maniatis, T ..  

(1989). Molecular cloning: A laboratory 

manual. Cold spring harbor laboratory press. 

(10) Berrow, N. S., Büssow, K., Coutard, B., 

Diprose, J., Ekberg, M., Folkers, G. E., ... & 

Busso, D. (2006). Recombinant protein 

expression and solubility screening in 

Escherichia coli: A comparative study . .Acta 

Crystallographica Section D: Biological 

Crystallography, 62(10), 1218-1226.. 

(11) Kielkopf, C. L., Bauer, W., & Urbatsch, 

I. L. (2021). Expression of cloned genes in 

E. coli using IPTG-inducible promoters. 

Journal of Cold Spring Harbor Protocols, 

2021(2), 102-137.. 

(12) Al-Tubuly, A. A. (2000). SDS-PAGE 

and western blotting.  Diagnostic and 

Therapeutic Antibodies: Springer, 391-405.. 

(13) Casali, N., & Preston, A. E. (2003). Coli 

plasmid vectors: Methods and applications. 

Berlin: Springer Science & Business Media.. 

(14) Hayat, S. M., Farahani, N., Golichenari, 

B., & Sahebkar, A. (2018). Recombinant 

protein expression in Escherichia coli (E. 

coli): What we need to know. Journal of 

Current Pharmaceutical Design, 24(6), 718-

725.. 

(15) Nozach, H., Fruchart-Gaillard, C., 

Fenaille, F., Beau, F., Ramos, O. H. P., 

Douzi, B., ... & Dive, V. (2013). High 

throughput screening identifies disulfide 

isomerase DsbC as a very efficient partner 

for recombinant expression of small 

disulfide-rich proteins in E. coli. Journal of 

Microbial Cell Factories, 12(1), 1-16.. 

(16) Studier, F. W. (1991). Use of 

bacteriophage T7 lysozyme to improve an 

inducible T7 expression system. Journal of 

Molecular Biology, 219(1), 37-44.. 

(17) Narayanan, A., Ridilla, M., & Yernool, 

D. A. (2011). Restrained expression, a 

method to overproduce toxic membrane 

proteins by exploiting operator–repressor 

interactions. Journal of Protein Science, 

20(1), 51-61.. 

(18) Stargardt, P., Striedner, G., & Mairhofer, 

J. (2021). Tunable expression rate control of 

a growth-decoupled T7 expression system 

by L-arabinose only. Journal of Microbial 

Cell Factories, 20(1), 1-17.. 

(19) Manual I. BL21-CodonPlus® Competent 

Cells.. 

(20) McNulty, D. E., Claffee, B. A., 

Huddleston, M. J., & Kane, J. F. (2003). 

Mistranslational errors associated with the 

rare arginine codon CGG in Escherichia 



 

 

 30 و   ک  ان  ت ی ین    ا ام/    و ش ایط م  طی مت  وت   ی  سی اث  سوی HPV16-E6توپی نوت ک ب توپی نوت ک ب   اپیاپی   ن پلی ن پلی  تول د زنتیتول د زنتی

 

 

coli. Journal of Protein Expression and 

Purification, 27(2), 365-374.. 

(21) Dumon-Seignovert, L., Cariot, G., & 

Vuillard, L. (2004). The toxicity of 

recombinant proteins in Escherichia coli: A 

comparison of overexpression in BL21 

(DE3), C41 (DE3), and C43 (DE3). Journal 

of Protein Expression and Purification, 

37(1), 203-206. 

(22) Miroux, B., & Walker, J. E. (1996). 

Over-production of proteins in Escherichia 

coli: Mutant hosts that allow synthesis of 

some membrane proteins and globular 

proteins at high levels. Journal of Molecular 

Biology, 260(3), 289-298.. 

(23) Sørensen, H. P., & Mortensen, K. K. 

(2005). Advanced genetic strategies for 

recombinant protein expression in 

Escherichia coli. Journal of Biotechnology, 

115(2), 113-128.. 

(24) Mühlmann, M., Forsten, E., Noack, S., & 

Büchs, J. (2017). Optimizing recombinant 

protein expression via automated induction 

profiling in microtiter plates at different 

temperatures. Journal of Microbial Cell 

Factories, 16(1), 1-12.. 

(25) Chart, H., Smith, H. R., La Ragione, R. 

M., & Woodward, M. J. (2000). An 

investigation into the pathogenic properties 

of Escherichia coli strains BLR, BL21, 

DH5α and EQ1. Journal of Applied 

Microbiology, 89(6), 1048-1058.. 

(26) Francis, D. M., & Page, R. (2010). 

Strategies to optimize protein expression in 

E. coli. Journal of Current Protocols in 

Protein Science, 61(1), 5-24. 

(27) Joseph, B. C., Pichaimuthu. S., 

Srimeenakshi, S., Murthy, M., Selvakumar, 

K., Ganesan, M., & Manjunath, S. R. 

(2015). An overview of the parameters for 

recombinant protein expression in 

Escherichia coli. Journal of Cell Science & 

Therapy, 6(5), 221. 

                                                      
1- Inclusion bodies 
2- Continuous cultures 


