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ƶººƬŬƯ�ƱŚºººŬƳŻ�ƾĪººƃżě�ƭƺºººƬƗ�ƵŚĮºƄƳřŵ�ƾºƄƷƹĦě��ƾºưƬƗ�ƽ 

ƹŵ�ƵŹ��ƽÏÍ��ƵŹŚưƃ��ƽÕÍ���ŹƺƿźƸƃ�ƹ�ŵřŵźƯÎÐÖÎ���šŚŰƠƇÎ�Śţ�ÎÎ��
��

�ĬƴǀƳƺƬĩ�ƾŝŚƿŻŹř�ƹ�řŻƺƴƿĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀě�ƲǀƫĥǈƟ�ƾƴǀƯō�ƽŚƸŤƳř�ƲǀƯƹŵ�ƱŚǀŝ�ƹ
ƾŤƳō�ƽŵŚŝ�ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀě�Ţĩźů�ŹŚƸƯ�Źŵ�Ʊō�ƶǀƬƗ�źŝ�ƵŶƃ�Ŷǀƫƺţ�ƽŚƷřŻƺƴƿ��
źƟƿƵŵřŻźŤĩŵ�ƵŶæ� �źŤƧŵŤŞŰƯ�ƝźƃřƾŻŹŚŞƯ�æ���źŤƧŵźƸƯƿŞů�ŹŚǀŞƾŹŚƴĩŵƹŹ�ç���źŤƧŵŶƸƯƽƭŶƤƯ�ƵŶƳŻƹźƟ�è��

ƵŶƴƀƿƺƳ�ƀƯ�ƽƺƩƹ�ƵŶĪƄƳřŵ��ŽŹŶƯ�Ţǀŝźţ�ƵŚĮƄƳřŵ��ƱřźƸţ��ƽƾſŚƴƃ�ƽźŤĩŚŝ�Ƶƹźĭ��ƾĪƃżě������mmmobarez@modares.ac.ir 

ŢƟŚƿŹŵ��çê�æå�îåƁźƿŸě��������æî�æ�îæ��
��

�����ƵŶǀĪģ��
Ż��ƝŶƷ�ƹ�ƶƴǀƯ�����Śŝ�Ĩƿ�řŻƺƴƿĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀě�ƽŹŚưǀŝ�ƽźŤĩ����Ţſř�ŜƬƏ�ŢƇźƟ�ƽřŻ����ŢƳƺƠƗ�ƽźŤĩŚŝ�Ʋƿř����������ƾºƴưƿř�ƶĩ�ƽŵřźƟř�Źŵ�ƵŶƴƄĩ�ƹ�ŶƿŶƃ�ƽŚƷ

��ŶƳŹřŵ�ƵŶƃ�śƺĩźſ���ƾƯ�ŵŚŬƿř��Ŷƴĩ�������Ţſř�ƾŞƐƣ�ƩĥǈƟ�Ĩƿ�ƽřŹřŵ�ƽźŤĩŚŝ������������ƽŹŚưǀŝ�Źŵ�ƾưƸƯ�ƂƤƳ��ƩĥǈƟ�ƽŹŚŤųŚſ�Ŷůřƹ�źƿŻ��ƲǀƫĥǈƟ�ƹ�ƩĥǈƟ��ƾƿřŻ
Ưƹŵƺƀě���ƾƯ�ƽŻŚŝ�řŻƺƴƿĥƹźŗō�ŽŚƳƺ�Ŷƴĩ������ƲǀƯƹŵ�ƂƴĪƳŚǀƯ�ƵřŹ�Żř�ƲǀƫĥǈƟ���ƽŚƷ�Śŝ�ŵƺų�ƾƴǀƯō�ƽŚƸŤƳřTLR-5ŲſŚě���ƾƯ�źŝ�řŹ�ƾƴưƿř�ƽŚƷ�ŵżǀĮƳř���ŚƯ�ƝŶƷ

����ƶƘƫŚƐƯ�Ʋƿř�Źŵ��ĬƴǀƳƺƬĩ���������ƾŤƳō�ƾŝŚƿŻŹř�ƹ�řŻƺƴƿĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀě�ƲǀƫĥǈƟ�ƾƴǀƯō�ƽŚƸŤƳř�ƱŚǀŝ�ƹ�ƽŵŚŝ����������ºĩźů�ŹŚºƸƯ�Źŵ�Ʊō�ƶºǀƬƗ�źºŝ�ƵŶºƃ�Ŷºǀƫƺţ�ƽŚƷ�Ţ
ŵƺŝ�řŻƺƴƿĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀě����

��ƁƹŹƾſŹźŝ��ƶǀůŚƳ���ƽ��ƵŶƴƴĩ�Ŷĩ���ƽ��ƶƴǀƯō�Ŷǀſř����ƽŚƷæ�æëæ����Śŝ�ƲǀƫĥǈƟ�PCR������ŹƺŤĩƹ�Źŵ�ƹ�źǀŨĪţ�pET28a��Ŷƃ�ƱƺƬĩ��������ƱŚºŝżǀƯ�Źŵ�ŜǀĩźţƺƳ�ƲǀŘţƹźě
��ƾƳŚǀŝBL21(DE3)������ƱƺŤſ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�ƹ�ƱŚǀŝ�Ni2+-NTAŶƿŵźĭ�ƆƫŚų���ƹ�ƱƺƯŻō�Śŝ�ŜǀĩźţƺƳ�ƲǀŘţƹźě�ƾƴưƿř�Ƃƴĩřƹ��ƾºſŹźŝ�ŵŹƺƯ�šǈŝ�ƱźŤſ

�ŢƟźĭ�Źřźƣ����������������������ŽŚƳƺƯƹŵƺƀºě�Ţºĩźů�ŹŚºƸƯ�ƽřźºŝ�Ɓƺºĭźų�ƱŶºŝ�Źŵ�ƵŶºƃ�Ŷºǀƫƺţ�ƭźſ�ƾŤƳō�Żř�ƹ�ƢƿŹżţ�Ɓƺĭźų�ƶŝ�ƲǀƫĥǈƟ�ƾƴǀƯō�ƽŚƸŤƳř�ƲǀŘţƹźě
�řŻƺƴƿĥƹźŗōMííçæŶƃ�ƵŵŚƠŤſř�����

ƶŤƟŚƿ�ŚƷ������������ƾƬĩŚǀƄƿźƃř�ƾƳŚǀŝ�ƱŚŝżǀƯ�Źŵ�ƾŝƺų�ƶŝ�ƲǀƫĥǈƟ�ƾƴǀƯō�ƽŚƸŤƳř�BL21(DE3)��Ŷƃ�ƱŚǀŝ���ƳōƾŤ�ƽŵŚŝ��������Śŝ�ƲǀƫĥǈƟ�ƾƴǀƯō�ƽŚƸŤƳř�ƹ�ƲǀƫĥǈƟ�ŶƋ�ƽŚƷ
����ŶƳŵřŵ�ƱŚƄƳ�Ƃƴĩřƹ�ŜǀĩźţƺƳ�ƲǀŘţƹźě��������ƽŵŚŝ�ƾŤƳō�ƶĩ�ŵźĩ�ŢŝŚŧ�ƽźŤĩŚŝ�Ţĩźů�ŹŚƸƯ�ƱƺƯŻō�������ŶºƳŹŵŚƣ�ƲǀºƫĥǈƟ�ƾºƴǀƯō�ƽŚºƸŤƳř�ƶºǀƬƗźŝ�ƩŚƳƺƬĩ�ƾƬě�ƽŚƷ

�řŻƺƴƿĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀě�ŢĩźůMííçæŶƴƴĩ�ŹŚƸƯ�řŹ�����
ƶŬǀŤƳ�ƽźǀĭ��ƲǀƯƹŵ���ō�ƽŚƸŤƳř�ƽŚƷ�����Ʋƀĩřƹ�ƾůřźƏ�Źŵ�Ţſř�ƲĪưƯ�ƲǀƫĥǈƟ�ƾƴǀƯ�ŢƳƺƠƗ�ƶǀƬƗ�źŝ�ŜǀĩźţƺƳ�ƽŚƷ������ŵŹƺºƯ�řŻƺºƴƿĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀºě�ƽŚºƷ

ŶƳźǀĭ�Źřźƣ�ƵŵŚƠŤſř����
ƽŶǀƬĩ�ƱŚĭĥřƹ��Ţĩźů�ŹŚƸƯ��ĬƴǀƳƺƬĩ��řŻƺƴƿĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀě��ƲǀƫĥǈƟ�ƾƴǀƯō�ƽŚƸŤƳř����

��
æ��ƵŶĪƄƳřŵ��ƾſŚƴƃ�ƽźŤĩŚŝ�Ƶƹźĭ��ƾſŚƴƃ�ƽźŤĩŚŝ�ƽřźŤĩŵ�ƽƺŬƄƳřŵ�ŽŹŶƯ�Ţǀŝźţ�ƵŚĮƄƳřŵ��ƾĪƃżě��
ç��ƽřźŤĩŵ��ƾƈƈŴţŽŹŶƯ�Ţǀŝźţ�ƵŚĮƄƳřŵ�ŹŚǀƄƳřŵ��ƾſŚƴƃ�ƽźŤĩŚŝ��
è��ƽřźŤĩŵ��ƾƈƈŴţ�Ʊřźƿř�Ʊƺų�ƩŚƤŤƳř�ƱŚƯŻŚſ�šŚƤǀƤŰţ�żĩźƯ�ŹŚǀƄƳřŵ��ƽĥƺƫƺƴĪţƺǀŝ��
é��ƽřźŤĩŵ��ƾƈƈŴţƱřźƸţ��ŽŹŶƯ�Ţǀŝźţ�ƵŚĮƄƳřŵ�ŹŚǀƄƳřŵ��ƽĥƺƫƺƴĪţƺǀŝ��
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řŻƺƴƿĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀě�Ʊō�ŢƧźů�ŹŚƸƯ�ƹ� 

ƶƬŬƯ�ě��ƾưƬƗ�ƽƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦ��ƽÏÍƵŹŚưƃ����ƽÕÍ���ŹƺƿźƸƃ�ƹ�ŵřŵźƯÖÎ 
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ƯƶƯŶƤ��
������ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀěƿřŻƺƴ�źŤĩŚŝ�ƽ��ƠƴƯ�ƭźĭ�ƾ�ŰƯ�ǀƐƾ���Ţºſř�

��ŢƳƺƠƗ�ŦƗŚŝ�ƶĩ��ŚºƷƽ���ŝ�Źŵ�ľŚƇƺƈºų�ƕƺºƴŤƯ�ǀ�ſ�ƱřŹŚºư�ºǀŤƀǀ�Ĩ
ƟǀŻƹźŞƿ�ƳŚŝźƣ��žǀ�ĮŤųƺſ�ƱŚƾ��ŵřźƟř�ƹ�ƽ��ºƯƾ��ŵƺºƃ���ſ�ƶºĩ��ºǀ�ƮŤƀ
řƿƴưƾ�����ŶƳŹřŵ�ƵŶƃ�śƺĩźſ��Î����ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀě�ƿřŻƺƴ�ƯŚƗ��ƪ

ưƸƯƾ��ŢƳƺƠƗ�Źŵ��ŚƷƽ�ŝ�ǀ�ƳŚŤºſŹŚưƾ���ƀºƯ�ƹŒ��ƩƹÎÍ��ŶºƇŹŵ����ƪºĩ�
ŢƳƺƠƗ�ŚƷƽ������ƵŶºƃ�Ŝƀºĩ�Żř�ŝ�ǀ���ºƯ�ƱŚŤºſŹŚưƾ��ŶºƃŚŝ���ſŚƀºůǀ�Ţ
��ƂƷŚĩƿ����Ư�ŶƋ�ƪƯřƺƗ�ƶŝ�ƶŤƟŚǀŝƹźĪƾ��Ư�ƹ��ºǀ��ǇŚºŝ�Ʊřżƽ���ŢºƯƹŚƤƯ�

ººŤƳōƾ�ŝººǀţƺǀĪƾŢººƳƺƠƗ��ƱŚººƯŹŵ�ƩƺººƏ�Źŵ��ŚººƷƽ�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀººě�
ĥƹźŗōƿ��ŶŞţ�řŹ�řŻƺƴƿ��ŢƳƺƠƗ�ƶŝ�ƪ��ŚºƷƽ��Ŷºƃ�ƿ��ŶƸţ�ƹ�Ŷ�ºƿ��ƵŶºƴƴĩ�Ŷ��ƽ�
ĭŶººƳŻƾººƯ�ƾ�Ŷººƴƴĩ��ÐƹÏ����ººŤƳō�ŢººƯƹŚƤƯ�ƪĪƄººƯƾ�ŝººǀţƺǀĪƾ�

ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀººěƿ�řŻƺººƴżººƟř�ƩŚººů�ŹŵřƿŢººſř�Ƃ��řżººƟřƿ�Ƃ
�����ŤƳō�Śŝ�ƶūřƺƯ�Żř�ŶƘŝ�ŢƯƹŚƤƯƾ�ŝǀţƺǀĨ��ƹ�ŚƷ����ºŝ�ƖƏŚƤŤƯ�ŢƯƹŚƤƯ�ǀ�Ʋ

���ř�ƲºĪưƯ�ƪƯřƺƗ�������ƺºſ�Żƹźºŝ�ŦºƗŚŝ�Ţºſƿƶ��ŚºƷƽ���ŽŚƳƺƯƹŵƺƀºě�
ĥƹźŗōƿřŻƺƴƽ�����ƶºƳŚĭŶƴģ�ŢƯƹŚƤƯ�Śŝ�(MDR)��ŵƺºƃ��Ð�����ŹƺºƸƓ

řƿ�ƺſ�Ʋƿƶ�ŚƷƽ����ƫŵ��ƶƳŚĭŶƴģ�ŢƯƹŚƤƯ�Śŝ�ǀƬƾ��ưƷř�źŝ�ǀ�ƁƹŹ�Ţ�ŚƷƽ�
ŚūƿżĮƿ��ŤƳō�ƱŚƯŹŵ�Ʋƾ�ŝǀţƺǀĪƾ��ºƴƳŚưƷ���Ʋƀºĩřƹ�Ŷ��ŚºƷƽ�ĩźţƺƳ��ºǀŜ�

Ţººſř��ĥƺººƫƺƴĪţ�ƵŻƹźººƯřƽƲƀººĩřƹ��ŚººƷƽĩźţƺƳ�ººǀ�ƩŚººů�Źŵ�Ŝ
ěǀ����Ż�Ţſř�ƪƯŚĪţ�ƹ�ŢƟźƄƿ��ř�Śŝ�řźƿ��ŵŚƤƯ�ƁƹŹ�Ʋƿ�Ż�źƿŵŚƽ�ŤƳō�Żř�ƾ�

�����ƱřŻŹř�šŹƺƇ�ƶŝ�ƱĥƯƾ��ƫƺţ�ŶƳřƺţǀ����ŹŚĪŤºſŵ�ƹ�ŵƺƃ�Ŷƽ�Ƴĥ�Ťǀ�ºĪƾ�
ŤƳōƾ���ƱĥƱŚĪƯř�Ÿěƿź�Ţſř���řźŝƽ��ƩŚŨƯ��ƂŴŝ��ŚºƷƽ�ř�ƿĥƺƫƺƳƺư�ºƿ�Ĩ
ŤƳōƾ�Ʊĥ��Ư�ŚƷƾ��ŚŴŤƳř�ŶƴƳřƺţ�ŤƳō�ƱřƺƴƗ�ƶŝ�ƹ�śƾ�Ʊĥ�ŚƷƽ��ƵŶºƃ�ƵŚţƺĩ�
řźŝƽ�źŰţ�ƿ�ſ�Ĩǀ�ř�ƮŤƀƿƴưƾ���ƹ�ŶƳƺƃ�ƵŵŚƠŤſř���ºƿ��ºƯ�Śƾ�����ƶºŝ�ŶºƴƳřƺţ

ƶººĭƹĦƳƺĩ�šŹƺººƇŵ�Śººŝ�ƿººŤƳō�źººĮƾ�Ʊĥ�Ɵ�ŹŚŤųŚººſ�Źŵ�ŚººƷººǀ�Ʊĥƺ
ŘţƹźěǀƲ�ĭ�Źřźƣ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯ�ŚƷǀŶƳź��ÒƹÑ��� 

��ƩĥǈƟ�ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀěƿřŻƺƴ��ƳƺƬĩ�Źŵ�ǀ�ºſřżǀ���ƮūŚºƸţ�ƹ�Ʊƺ��Źŵ�
��řŶŤŝř�ŻŚƟ�ƩƺƏƾƿ�ŢƳƺƠƗ��řźŝŚƴŝ�ƹ�ŵŹřŵ�ƂƤƳƿƲ�ƶŝ����ŹƺŤĩŚºƟ�ƱřƺºƴƗ

ƹƿ�ưƸƯ�žƳǇƹźƾ����ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀě�ŢƳƺƠƗ�Źŵ�ƿ���ƶŤųŚƴºƃ�řŻƺƴ
�Ţſř�ƵŶƃ��ë�����Ż�Żř�ƩĥǈƟƿ�ƷŶůřƹ�źŚƽ�ƫĥǈƟ�ǀ�����ƵŶºƃ�ƶŤųŚºſ�Ʋ

Ţſř��ƫĥǈƟǀ�ƶŝ�Ʋ���ŶƳŚĩ�ƱřƺºƴƗ�ºƿ�������Ţºſř�ƵŶºƃ�ƶŤųŚƴºƃ�Ʋƀºĩřƹ�Ŷ�� �
�î�ì���ƫĥǈƟǀ�����ƶºŝ�ƩŚƈţř�Śŝ�ƲTLR-5���Źŵ�ƹ�Ƶŵźºĩ�ƩŚºƘƟ�řŹ�Ʊō�

ŤƳǀ���ŦƗŚŝ�ƶŬřżƟřƿ����Źřŵźºŝ�ƶŴƀºƳ�Ƃƽ��Ʊĥ�Żř���ŚºƷƽ���ř�ŲºſŚě�ƿ�ºƴưƾ�
Ưƾ�ŵƺƃ��ææƹæå�����ě�šŚºƘƫŚƐƯ�ºǀ��Ƶŵźºĩ�ŵŚƸƴƄ�����ůŚƳ�ƶºĩ�ŶºƳř�ºǀƶ�řƽ�� �

�ƩƺººƏ�ƶººŝ�ƵŚººţƺĩæåººſř�ǀƯō�Ŷǀ�ƶººƴ�ººſřǀƯō�Ŷǀƶººƴ�ŚººƷƽ�íí�îì��
LQRIRDLALQ����ŹŵŚƸŤƳřƽ�Ưō�ǀƴƾ�ƫĥǈƟǀ�����Ţºſř�ƲºĪưƯ�Ʋ

Ưƹŵǀ���ƩŚƈţř�Ʋƿ��ƵŶƴŝŚ��ƮƸƯ��ƶŝTLR-5�ŶƃŚŝ���æç����řźŝŚºƴŝƿ���ƶºŝ��Ʋ
�Ư�źƔƳƾ���ŶſŹ��ƶĩƯƹŵǀƲ��ŚºƷƽ��ŚºƸŤƳř�ƽ�Ưō�ǀ�ºƴƾ�ºƫĥǈƟ�ǀ�ºųźŝ�Ʋƾ�Żř�

Ƈƺƈųǀ��šŚ�Řţƹźě�ƪĩǀ�����ŶƴƃŚŝ�ƶŤƃřŵ�ŵƺų�Źŵ�řŹ�Ʋ���řźºŝƽ���šŚºŞŧř�
řƿ��ƳƺƬĩ��źƔƳ�Ʋǀ��ŝ�ƹ�Ĭƴǀ�ºƯƹŵ�ƱŚǀƲ��ŚºƷƽ��ŚºƸŤƳřƽƯō�ǀ�ºƴƾ�ºƫĥǈƟ�ǀ�Ʋ
Śţƿ��Ěb��ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀěƿřŻƺƴ���Ǝſƺţ�Neville���ƱřŹŚĪưƷ�ƹ

Ţººſř�ƵŶººƃ�ƁŹřżººĭ��řººƿººƤƤŰƯ�ƲǀƵŵźººĩ�ƁŹřżººĭ�Ʋ��ƶººĩ�ŶººƳř
ŤƳōƾ�ŵŚŝƽ�ŚƷƽ�ƫƺţ�ǀ��ƬƗźŝ�ƵŶƃ�Ŷǀ�Ưƹŵ�ƶǀƲ�ŚƷƽ�ŚƸŤƳřƽ�Ưō�ǀƴƾ��ſřǀ�Ŷ
Ưōǀƶƴ�ŚƷƽ�æ�æêë��ƫĥǈƟǀ�ţ�Ʋǀ��Ěb��Ư�ƶŝǀ�Ż�ƱřżƿŵŚƽ����ƵŶºƳŻ�ŦƗŚŝ�

�ů�ƱŶƳŚƯǀ���������Ţºſř�ƵŶºƃ�ƶŤųƺſ�ƁƺƯ�ƩŶƯ�ƹŵ�Źŵ�šŚƳřƺ��é�����Śºŝ
řƿ��ƃŹřżĭ��ŵƺūƹ�Ʋƾ��ƳƺƬĩ�Żř�ǀ���ŝ�ƹ�Ĭºƴ�ºǀ��ƱŚ�ºƯƹŵǀƲ��ŚºƷƽ��ŚºƸŤƳřƽ�
Ưōǀƴƾ�ƫĥǈƟ�ǀ�ţ�Ʋǀ��Ěa��ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀěƿřŻƺƴ����ºƳ�ŵƺºūƹŵŹřŶ��

řźŝŚƴŝƿ���ř�Żř�ƝŶƷ�Ʋƿ��ƫƺţ�ƂƷƹĦě�Ʋǀ�Řţƹźě�Ŷǀ�ĩźţƺƳ�Ʋ�ºǀ��ŚºƸŤƳř�Ŝƽ�
Ưōǀƴƾ��ºƫĥǈƟ�ǀ��Ʋţ�ºǀ��Ěa���ºſřǀŶ��ŚºƷƽ�Ưō�ǀ���ƶºƴæ�æëæ����ºƫĥǈƟǀ�Ʋ� �
�æ�æëæ����ŻŹř�ƹƿŝŚƾƫŚƘƟ�ǀŝ�Ţǀĥƺƫƺƿř�ĨƿŘţƹźě�ƲǀſŹźŝ�Śŝ�Ʋƾ��źºŧř�

ººŤƳōƾ�ŵŚººŝƽ�ŚººƷƽƫƺţ�ººǀƬƗźŝ�ƵŶººƃ�Ŷººǀ�Ţººĩźů�ŹŚººƸƯ�Źŵ�Ʊō�ƶ
ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀěƿřŻƺƴŵƺŝ�����

��
ƁƹŹźŝ�ƾſŹ��
�����ƺſƿƶ�ŚƷƽ�źŤĩŚŝ�ƿŚƾƿ���ŰƯ�ƹ�ŹƺŤĩƹ��ǀŢƄĩ�Ǝ���ŽŚƳƺƯƹŵƺƀě
ĥƹźŗōƿřŻƺƴ�M�ííçæ���Ư�ĨƳŚŝ�Żř�ǀŝƹźĪƾ��ŝźţ�ƵŚĮƄƳřŵ�ǀ��ŽŹŶƯ�Ţ

Ŷƃ�ƮƷřźƟ��źƃřƿƄǀƬĩŚƾƺſ�ƿƶ��ŚºƷƽ�DH5á�ƹ�L-21 (DE3)�
ř�Ţĩźºººƃ�Żřƿƺºººƴƿ�ƱĥƹźŤ(Carlsbad, USA)�ƱĥřƹƺºººƳ�ƹ�

(Madison, USA)�źųƿŹřŶƽŵźĭ�ƿŶ�ŝ�ŹƺŤĩƹ�ǀƳŚƾ�pET28a�
�ƃ�Żř��Ƹţ�ƱĥřƹƺƳ�Ţĩźǀ�Ŷƃ�ƶ��ŤƳōƾ�ŵŚŝƽ�ƬƗźŝ�ºǀƶ��ºƫĥǈƟ�ǀ�ŞƏ�Ʋǀ�ºƘƾ�

���ƌţźƯ�źŤĩŵ�ƭƺůźƯ�Ǝſƺţƾ�ŹŚŤſ�ƽ���ŝźţ�ƵŚĮƄƳřŵ�ºǀ��ŽŹŶºƯ�Ţ��
�Ťųř�Źŵǀ���ŢƟźĭ�Źřźƣ�ŚƯ�ŹŚ��źŤĩŚŝƽ��ƹŹ�ŚƷƽ��ºŰƯ�ǀ�Źƺƫ�Ǝ�ºƿ��ƳŚºţźŝ�Śƾ�
�ŹŚºººĭō(LB)�ťřźºººŝ�ƹ�(Merck, Germany)ƹŚºººů�ƽ� �
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3 

èå�ƾººƬǀƯ�Źŵ�ƭźººĭƹźƨǀƯ�źººŤǀƫƲǀƀººƿŚƯŚƳŚĩ��(Sigma, USA)�
ƳŶƃ�Ƶŵřŵ�ŢƄĩŶ���

ŻŚººſřŶūƽ�Ʊĥ�ººƫĥǈƟǀƲ��æ�æëæ��ƫƺţ�ƹººǀưººſǈě�ŶǀŶ�ººƫĥǈƟǀƲ�� �
�æ�æëæ��pET28a��ůŚƳººǀƶ�ƽƵŶººƴƴĩ�Ŷººĩ��ƽººſř�ǀƯō�Ŷǀƶººƴ�ŚººƷƽ�� �
æ�æëæ�ƫĥǈƟǀ�Śţ�Ʋƿ��Ěa��ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀěƿřŻƺƴ����ŚŝPCR��Żř�

DNAƯƺƳĥ�ǀƺſ�Ĩƿ�ƶM�ííçæ řźě�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝƿ�źưŢſŵǇŚŝ�
'3CCTTGACCGTCAACACCCCATGGAAT'5���ƹ�

řźěƿ�źºººººººººººººººưŚºººººººººººººººěǀƿŢºººººººººººººººſŵ�Ʋ�
'3GATGCCGACGCTGATGAAGCTTATA'5�

ƶººŝ�ƶººĩ�ţźţººǀƹŚººů�ŜƽŚū�ƿƵŚººĮ�ŚººƷƽżƳō�Ɓźººŝ�ƿººưƾ�NcoI�ƹ�
HindIII�Ư�ƾ�ŶƴƃŚŝ��ŨĪţ�ǀ�Ŷƃ�ź��řźƃƿ���ř�Żř�Ƃƴĩřƹ�Ǝƿ��ŵƺŝ�Źřźƣ�Ʋ��

ƬƤţǀŜ�ƫƹř�ǀ���Źŵ�ƶîí�ƶūŹŵ���ƽŤƳŚſ�ƾ�řźŝ�ŵřźĭƽ�êƣŵ�ǀ�ƩŚŞƳŵ�ƶŝ�ƹ�ƶƤ
�Ʊōèêººſ�ǀ�Żř�ƪĪƬƤţººǀŜ�Źŵ�îíƶººūŹŵ��ƽŤƳŚººſ�ƾ�řźººŝ�ŵřźººĭƽ� �
éê�ƳŚŧ�ǀƶ���ƩŚƈţř���Źŵ�êê�ƶūŹŵ���ƽ�ŤƳŚºſ�ƾ���řźºŝ�ŵřźºĭƽ�æêƳŚŧ��ºǀƹ�ƶ�
ƺƏƿ�ŻŚſ�ƪƽ���Źŵ�ìç��ƶºūŹŵ���ƽ��ŤƳŚºſ�ƾ����řźºŝ�ŵřźºĭƽ�èå�ƳŚŧ��ºǀ��Źŵ��ƶ
ŚƸƳƿ�ƺƏ�Ţƿ�ŻŚſ�ƪƽ�ŚƸƳ�ƾƿ���Źŵ�ìç��ƶºūŹŵ���ƽ��ŤƳŚºſ�ƾ����řźºŝ�ŵřźºĭƽ� �
ê�ƣŵ�ǀ���ƩƺƈŰƯ�ƶƤPCR���ſŹźŝ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�Śŝ�ƾ�����ƶºƘƐƣ�ƹ�Ŷºƃ���ƽ�

ººƳĥƾĩ�Żř�ƵŵŚƠŤººſř�Śººŝ�ººǀŻŚººſ�ƆƫŚººų�Ţƽ�ǇŚººŝ�ƅƺººƬų�Śººŝ�� �
(Roche, Germany)ŻŚſ�ƆƫŚų�ƽŶƃ����ƆƫŚºų�ƩƺƈŰƯ�

�����ŹƺºŤĩƹ�ƹ�ƵŶƃpET28a�����żºƳō�Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śºŝ�ƿƮ��ŚºƷƽ�NcoI�ƹ�
HindIII����ŶƳŶºƃ�Ƶŵřŵ�Ɓźŝ���������żºƳō�Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śºŝ�ƹ�ƿ�ƫ�Ʈǀ���ƹŵ�ŻŚºĮ

������ƩŚƈºţř�ƮƷ�ƶŝ�ƶƘƐƣƿ�ŶºƴŤƟŚ���ƩƺƬºſ��ŚºƷƽ����ŶƘŤƀºƯ�źƃř�ºƿƄǀƬĩŚƾ�
DH5á�������ƩŚƈºţř�ƩƺƈºŰƯ�Śŝƿ������źŤĩŚºŝ�ƹ�ƭźƠƀºƳřźţ�ƶºŤƟŚƽ��ŚºƷƽ�

���ƹŹ�źŝ�ƵŶƃ�ƭźƠƀƳřźţƽ�ě�ƬǀŢ�ŚƷƽ�LB��ƹŚů�ŹŚĭō�ƽ�ŚƯŚƳŚĩ��ºƿƀǀ�Ʋ
�èåƾººƬǀƯ�Źŵ�ƭźººĭƹźƨǀƯ��źººŤǀƫ��ŶƳŶººƃ�śŚººŴŤƳř��ƱƺººƬĩ�ŚººƷƽ�

ĩźţƺƳººǀƁƹŹ�Śººŝ�Ŝ�ŚººƷƽƳƺººƬĩ�ƾ�PCRżƳō�ƹŵ�ƮƌººƷ�ƹ�ƿººưƾ�� �
�Őţ�ŵŹƺƯǀƿ��ŶƴŤƟźĭ�Źřźƣ�Ŷ��æè����ƱƺºƬĩ��ŚºƷƽ����řźºŝ�ŢºŞŨƯ�ƽ�Őţ�ºǀƿ�Ŷ

ŝºººǀ�źŤƄƘţǀºººǀƫřƺºººţ�Ʋƾ�ŶƳŶºººƃ�(Miaagene, France)��� �
ŝǀ���Źŵ�ƱŚźƃřƿƄǀƬĩŚƾ��źƃřƿƄǀƬĩŚƾ�BL-21(DE3)�����ŹƺºŤĩƹ�Śºŝ

ĩźţƺƳǀ��ŜƫĥǈƟǀƲ��æ�æëæ��pET28a�Ŷƃ�ƭźƠƀƳřźţ��řźŝƽƸŝ�ǀ��ƶºƴ
�ŝ�Ʊŵźĩǀ�ƱŚ�Ưǀ�ŝ�ƱřżǀƱŚ��Řţƹźºěǀ�ĩźţƺƳ�Ʋ�ºǀŜ��řźºƃ�Źŵƿ��ƞºƬŤŴƯ�Ǝ

��ƱŚºººƯŻ�ƪƯŚºººƃ�æ��ç��è��ƹéŢƗŚºººſ��ºººŰƯ��ǀŢƄºººĩ�Ǝ� �
�LB���ƹ�2XYT�����ŢƔƬƛ�ƹ��IPTG��ç�å���ë�å���í�å���æ���è�æ��
ê�æ���ƹ�ç�Ư�ǀƬƾ�ŹǇƺƯ���ſŹźŝ�ŵŹƺƯ�ƾ��ŢƟźĭ�Źřźƣ�����Ƙţ�ƩŚŞƳŵ�ƶŝ�ǀºǀ�Ʋ

řźƃƿ�Ƹŝ�Ǝǀ����ƶºƴ�ºƿ��ºƴƬĩ�Ĩƾ�����ºŰƯ�Źŵ�ƶƳŚŞºƃ�šŹƺºƇ�ƶºŝ�Ĩºţ�ǀ�Ǝ
2XYT�����Źŵ�ƹ�ŢƄĩ�èì�ƶūŹŵ��ƽŤƳŚſ�ƾ���Ŷºƃ�ƶºŝƺĪƳř�ŵřźĭ���ŻƹŹ
�ŰƯ��ŶƘŝǀ�ƹŚů�Ǝƽ�źŤĩŚŝ�ƽ�ŚƷƽ���ŶƃŹ�ƿ����ŢŞƀƳ�ƶŝ�ƶŤƟŚæ���ƶŝ�æåå�Śŝ�

ŰƯǀ��Ǝ2XYT�ƣŹ�ǀ��ſŚŝƺĪƳř�ƹ�Ŷƃ�ƢǀſŹ�Śţ�ƱƺǀŹƺƳ�śŸū�ƱŶƽ�
ƀƳŚĜſƺſǀ�źŤĩŚŝ�Ʊƺƽ�ƶŝ�í�å��ũƺºƯ�ƩƺƏ�Źŵ�ëåå���ƶºƯřŵř�źŤƯƺƳŚºƳ�

ěǀ�ŵźĩ�řŶ�����ƩƺƬŰƯ�žĜſIPTG���ŚƸƳ�ŢƔƬƛ�Śŝ�ƾƿ�é�å�Ư�ǀƬƾ��ŹǇƺƯ
�ŰƯ�ƶŝǀ���ſŚŝƺĪƳř�ƹ�ƶƟŚƋř�Ǝǀ�řźŝ�Ʊƺƽ�æ��ŝ�ŢƗŚſ�ǀ���ě�ƶºƯřŵř�źŤƄ�ºǀ�řŶ
ŵźĩ���Śě�ŹŵƿƱŚ��ƩƺƬſ����ŚƷ�źŤƳŚſ�Śŝƿ�Ɩưū�ĥƺƠ�Źƹōƽ��ŝ�ƹ�ǀ�Řţƹźě�ƱŚǀ�Ʋ

ĩźţƺƳǀ��������ƱƺºƯŻō�Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śŝ�ŜSDS-PAGE�ŻŹř�ºƿŝŚƾ��Ŷºƃ��
�æè�����

ƆƫŚų��ŻŚºſƽ��Řţƹźºě�ǀ�ĩźţƺƳ�Ʋ�ºǀŜ�����ŻŚºſ�ƆƫŚºųƽ����ƁƹŹ�Śºŝ�
ŚƷƿźŞƿ�ř�Ŷƿ�ƺºƴƿƱĥƹźŤ���������Ţĩźºƃ�ƪºưƘƫř�ŹƺŤºſŵ�ƢºŞƏ�����ºưĩ�Śºŝ�ƾ�
Ɯţǀǀ��Ŷƃ�ƭŚŬƳř�šřź�����ƩƺƬſ�ƶƇǈų�ŹƺƏ�ƶŝ�ƫ�źƟŚŝ�Źŵ�ŚƷǀż���ƩŚƈºţř
���ƵŹƹří���Ŷſ�šŚƠƀƟ��ŹǇƺƯ�ƿ��Ʈçå�Ư�ǀƬƾ��źƬĩ��ŹǇƺƯƿ�Ŷſ�Ŷƿ�Ʈêåå�
ƯǀƬƾ���ŹǇƺƯí�ìpH ����šŶºƯ�ƶŝçåƣŵ�ǀ��ŚºƯŵ�Źŵ�ƶºƤƽ�ƫ�ơŚºţř��ºǀ�ż

ŶƳŶƃ��ƳŚĜſƺſƀǀ��źŤƳŚſ�ƪƇŚů�Ʊƺƿ��ĥƺƠƹ���ŢƳŚţŚƳźěƺſ���ƱƺŤºſ�ƶŝ
ƹŚůƽ�ŻŹ�ƿ���Ŷƃ�Ƶŵřŵ�ƩŚƤŤƳř�Ʋ�����Żř�žěæ����ŢƗŚºſ�����ƱŶºƃ�ƍƺºƬŴƯ

��ŢƳŚţŚƳźěƺſ�ŻŹ�ŚŝƿƲ��ŻŹ�ƿ�������ƺƄºŤƀƃ�źƟŚºŝ�Śŝ�ŹŚŝ�ƹŵ�Ʋƽ���ƵŹƺţŚºƳŵ�
��ƵŶƴƴĩ���ƵŹƹří�����Ŷºſ�šŚƠƀºƟ��ŹǇƺƯ�ƿ��Ʈçå�Ư�ǀ�ºƬƾ���źƬĩ��ŹǇƺºƯ�ºƿ�Ŷ
Ŷſƿ�ƮêååƯ�ǀƬƾ���ŹǇƺƯëpH ��ƹ��ƺƄºŤƀƃ�źƟŚŝ�Śŝ�ŹŚŝ�ƹŵ�žĜſ�
ŞƏǀƘƾ�����Ŷºſ�šŚƠƀºƟƿ��Ʈçå�Ư�ǀ�ºƬƾ���źƬĩ��ŹǇƺºƯ��ºƿ�Ŷºſ�Ŷƿ�Ʈêåå�
ƯǀƬƾ�ř��ŹǇƺƯƿưǀ�ƩƹŻřŶçåƯ�ǀ�ºƬƾ���ŹǇƺºƯ�ípH ���Ƶŵřŵ�ƺƄºŤƀƃ�

Ŷƃ��ŚƸƳ�Źŵƿ��ŢŘţƹźěǀĩźţƺƳ�Ʋǀ�Ŝ�Śºŝ��źƟŚºŝ�Native Elution�
��Ŷſ�šŚƠƀƟƿ��Ʈçå�Ư�ǀƬƾ��źƬĩ��ŹǇƺƯƿ�Ŷſ�Ŷƿ��Ʈêåå�Ư�ǀ�ºƬƾ����ŹǇƺºƯ
řƿưǀ�ƩƹŻřŶçêåƯ�ǀƬƾ����ŹǇƺºƯípH ����ũŹŚºų�ƱƺŤºſ�Żř�ƹ�řźºŝ�ƽ�

�ř�ƝŸůƿưǀ�ƩƹŻřŶ��������ºĪưƳ�šŚƠƀºƟ�źƟŚºŝ�źŝřźŝ�Źŵ�ƾ�(PBS)�é�ì�
pH�ŵººƿƫŚǀŶººƃ�ż��ŘţƹźººěǀĩźţƺƳ�Ʋººǀ��Śººŝ�ŜSDS-PAGE�� �
æêŶºººƇŹŵ�ºººſŹźŝ�ƾŹŵ�ŵŹƺºººƟŵźŝ�ƁƹŹ�Śºººŝ�Ʊō�ŢºººƔƬƛ�ƹ�� �
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4 

��ƲǀƯƺºŞƫō�ŵŹřŶƳŚŤſř�ŹŚƴĩ(Bio-Rad, USA)���Ŷºƿŵźĭ�ƲǀºǀƘţ�� �
��šǈŝ�ƱźŤſƹ�ƱƺƯŻō��ŘţƹźěǀƲ�ŚƷƽ�����Śºŝ�ƵŶƃ�řŶū�SDS-PAGE�

æê�ŶƇŹŵ�����ƵŵŚƠŤſř�Śŝ����ǈºŝ�ƵŚĮŤºſŵ�Żř��ƵŶºƴƴĩ�š��ƽ�Ƴ�ǀ��ĨƄºų�ƶºư� �
(Peqlab, Germany)��ºƬě�ŸƛŚĩ�ƶŝƾƹ�ƿƴǀƬ�ºǀŶƿŵ�ƲƿřŹƺƬƠ�ºƿŶ�

(PVDF)�(Roche, Germany)ŶƳŶƃ�ƪƤŤƴƯ����ºƃ�Śŝ�ŚƄƛǀ�ź
��ĨƄųè�ŶƇŹŵ����źƟŚŝ�Źŵ�PBS�����žĜſ�ƹ�ƶĩƺƬŝ�è�����šŶƯ�ƶŝ�ƹ�ŹŚŝ�

èå�ƣŵ�ǀ����ƩƺƬŰƯ�Śŝ�ƶƤPBST��ŗƺţǀ��Ʋæ�å�ŶƇŹŵ�����Ƶŵřŵ�ƺƄºŤƀƃ
Ŷƃ������ŢƣŹ�Śŝ�ŚƄƛæ���ƶŝ�æååå�ř���ºŤƳō�Żƾ��ŵŚºŝƽ��ŚºƷƽ��ºƬě�ƾ���ƩŚºƳƺƬĩ�

ƃƺĭźųƾ��ƫĥǈƟ�ŶƋ�ǀ�ŞƏ�ƲǀƘƾ��ŤƳō�ƹ�ƾ�ŵŚŝƽ�ŚƷƽ�Ƭě�ƾ���ŶƋ�ƩŚƳƺƬĩ�
ƫĥǈƟǀ��Ʋ�æ�æëæ��ƣŹ�ºǀ��Źŵ�ƵŶºƃ�ƢPBST����šŶºƯ�ƶºŝê�æ��ƶºŝƺĪƳř�
ŵźĭƿŶ�����řźºŝ�ŹŚŝ�ƶſ�ŚƄƛƽ�èåƣŵ�ǀ��Śºŝ�ƶºƤ�PBST��Ƶŵřŵ�ƺƄºŤƀƃ�
Ŷƃ������šŶƯ�ƶŝ�žĜſæ�����ŢƣŹ�Śŝ�ŢƗŚſ�æ���ƶŝ�êååå��ŤƳō�Żř�ƾ��ŵŚºŝƽ�

IgGƃƺĭźų�ŶƋ�ƾƶĭƹĦƳƺĩ�żƳō�Śŝ�ƿ�ƮHRP�(Abcam, UK)�
��ŹŵPBST��ŵźĭ�ƶŝƺĪƳř�ƿŶ������������ƹ�Ŷºƃ�ƭŚºŬƳř�ǇŚºŝ�ŶºƴƳŚưƷ�ƺƄŤƀƃ

�ƝźƘƯ�Żř�ƵŚĮƳōŵƽƯō�ǀƺƴ�żƴŝƿŶƿƲ�(DAB)�(Roche, Germany)�
řźŝƽŶƳŚŝ�ŹƺƸƓ��ŚƷƽŘţƹźě�ǀƴƾŵźĭ�ƵŵŚƠŤſř�ƿŶ����
ƫƺţǀ�ŤƳō�Ŷƾ��ŵŚºŝƽ���Ɓƺºĭźų��ŚºƷƽ��Ơºſ�ǀ�Ƴ�ŶǀŻƺƿ�ŶºƴƬƽ��ŹŚºƗ�ƽ��Żř�

�ŝ�ƪƯřƺƗǀ�ŹŚºưƽ�������Ʋºſ�Śºŝ�řŻç�Śºţè���ƵŚºƯ��ƱŻƹ�ƹí�æ�Śºţçĩ�ǀ��ƭźĭƺºƬ
�ŤƀƳřǀ��ř�ŹƺŤſŚě�ƺŤƿƱřź����Ż�šŹƺƇ�ƶŝƿ�ŶƬū�źƽ����ŚºƸƳ�ƮŬů�Śŝ�ƾƿ�æ�
ƯǀƬƾ�ƫ�ǀźŤ��ƹŚů�ƽ�æåå�Ư�ǀ��Řţƹźºě�ƭźĭƹźĪǀ�ĩźţƺƳ�Ʋ�ºǀ��ºƫĥǈƟ�ŜǀƲ� �
�æ�æëæ���ŶººººƳƹźƟ�ƪººººƯŚĩ�ŢººººƳřƺūŵř�Żř�źººººŝřźŝ�ƮººººŬů�ƹ�� �

(Sigma, USA)ř�ƿƳƺưǀŶƳŶƃ�Ƶż��ŹżţƿŚƷ�Ƣƽ�ƿ��ŹŚºŝ�ƹŵ�ŹƹōŵŚ
����ŤƳō�Żř�ŹřŶƤƯ�ƱŚưƷ�Śŝƾ����ƮŬů�Śŝ�ƹ�Ʊĥ��������ƆƣŚºƳ�ŢºƳřƺūŵř�Żř�źŝřźŝ�

��ƶŤƠƷ�Źŵ�ŶƳƹźƟ�ŚƷƽ�����Ŷƃ�ƭŚŬƳř�ƮƄƃ�ƹ�ƭƺſ���������Żř�ƶºŤƠƷ�ƹŵ�Żř�ŶƘŝ
źųōƿ�Źżţ�Ʋƿ�Ɓƺĭźų�Żř��Ƣ���ŝ�ŢºŰţ��ŚºƷǀ�ºƃƺƸƾ�ĮƳƺºų��ǀźƽ�Żř�

������ƭźºſ�ƹ�ŶƯō�ƪưƗ�ƶŝ�ŜƬƣ�����Źƹō�Ɩºưū�ŚºƷƽ����Źŵ�ƹ�çå���ƶºūŹŵ���ƽ�
ŤƳŚſƾ�ŹřŶƸĮƳ�ŵřźĭƽŶƳŶƃ�����

���Ţºĩźů�ŹŚƸƯ�ƱƺƯŻō�������ºſŹźŝ�ŹƺºƔƴƯ�ƶºŝƾ�ƫŚƘƟ��ºǀ�ŝ�Ţǀĥƺƫƺ�ºƿ�Ĩ
ŤƳōƾ�ŵŚŝƽ�Ƭě�ƾ��ĩźţƺƳ�ƩŚƳƺƬĩ�ǀ���źºŤě�ƹŵ��Ŝƽ�ŵ��ºƿ��Ƃ������źºƐƣ�Śºŝæå�

ŤƳŚſƾ�źŤƯ���ŰƯ�Śŝǀ��ƎLB�ƹŚů�ƽ�è�å�ŶƇŹŵ��������Śºŝ�ƪºŞƣ�Żř�ƶĩ�ŹŚĭō�
ŤƳōƾ�ŵŚŝ�ƽ�Ƭě�ƾ��ĩźţƺƳ�ƩŚƳƺƬĩ�ǀ����ƛ�Ɓƺĭźų�ƭźſ�ƹ�Ŝǀ�ř�źƿ���ƶºŝ�Ʋư

�����ŢŞƀƳ�ƶŝ�ƶƳŚĭřŶū�šŹƺƇæ���ƶŝ�çå���������źºě��ŶºƳŵƺŝ�ƵŶºƃ�ƍƺºƬŴƯ�
ŶƳŶƃ��ƀƳŚĜſƺſǀƫƺƬſ�Ʊƺƾ�ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀěƿřŻƺƴ�Mííçæ 

�ŹƺººƳ�śŸººūƽ�Źŵ�ëåå�źŤƯƺƳŚººƳ�� ç�å���ŹŵPBSƸţ�ººǀ�ƹ�ƶçå�
ƯǀƫƹźĪǀ������Ƭě�źƷ�żĩźƯ�ƶŝ�Ʊō�Żř�źŤǀ��Ŷƃ�ƶƟŚƋř�Ţ��ƬěǀŢ��ƶºŝ�ŚƷ���šŶºƯ

æí����Źŵ�ŢƗŚſ�èì�ƶūŹŵ���ƽ�ŤƳŚſ�ƾ����ƶŝƺĪƳř�ŵřźĭ��ƹ�ŶƳŶºƃ����Żř�žºě
Əƾ�ř�ƿ��Śŝ�ŶƃŹ�ƶƫŚƷ�źƐƣ�źƔƳ�Żř�ƱŚƯŻ�ƲƿŶĮƿŚƤƯ�źĮ�ºƿƀ�ŶƳŶºƃ�ƶ��
řźŝƽƯźſ�ƶƳƺưƳ�źƷ�ƾƬě�ƶſ�Żř�ǀŶƃ�ƵŵŚƠŤſř�Ţ��æé�ƹî�����
��
ƿƶŤƟŚ�ŚƷ���

�����ŻŚſřŶūƽ��ƳƺƬĩ�ƹ�ǀ��ºƫĥǈƟ�ĬƴǀƲ��æ�æëæ���������ƭƺºƳĥ�ŽŚºſř�źºŝ
ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀºººººěƿřŻƺºººººƴ�Mííçæ�(GenBank 

Accession No: GU060499)řźě��ƿźư�ŚºƷƽ�ƇŚƈºŤųř�ƾ�
ºººůřźƏƾºººƳĥ�ƶºººƘƐƣ�ƹ�ƾƵŶºººƴƴĩ�Ŷºººĩ��ƽºººƫĥǈƟ�ǀƲ��æ�æëæ�� �

(GenBank Accession No: JF523355)ŨĪţ��ºǀ�Ŷºƃ�ź��
ƵŻřŶƳř��ƽ�ƔŤƳř�ŵŹƺƯ��ƩƺƈŰƯ�ŹŚPCRźƤţ��ƿ�ľŚŞbp�éîé�ƱƺƯŻō�Śŝ��

PCR�ƶŝ�����ŶƯō�Ţſŵ���ƪĪƃA�æ��������ưºſǈě�ƭźƠƀºƳřźţ��žĜºſǀ�Ŷ
ĩźţƺƳººǀ�ŜººƫĥǈƟǀƲ��æ�æëæ��pET28a�Źŵ�ƯǀƳƺƬĩ�ƱŚººŝżǀ�Ĭººƴ

DH5á��Őţ�ŹƺƔƴƯ�ƶŝ�ƹ�Ŷƃ�ƭŚŬƳř�ǀƿƱƺƬĩ�Ŷ�ŚƷƽ��ŢŞŨƯ��Żř��ƮƌºƷ
żƳō�ƹŵƿººưƾżººƳō�Śººŝ�ƿƮ�ŚººƷƽ�NcoI�ƹ�HindIII�Ŷººƃ�ƵŵŚƠŤººſř�� �

���ƪĪƃB�æ����ŚƸƳ�Źŵ�ºƿŢ�ƷŚƯ���ºǀ����ºƫĥǈƟ�ŢºſŹŵ�ŢǀƲ��æ�æëæ����Śºŝ�
Ƙţǀǀ�ƫřƺţ�Ʋƾ�DNA�ŝƶ��ŶƯō�Ţſŵ��������ƵŶƄºƳ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄºƳ�šŚºƗǈƏř

Ţſř�����
ŝººǀŻŚººſ�ƆƫŚººų�ƹ�ƱŚƽŘţƹźººě�ǀĩźţƺƳ�ƲººǀŜ�ººƫĥǈƟ�ǀƲ��æ�æëæ��

ĩźţƺƳǀ����ŝ�Ɓƺºſ�Źŵ�Ŝ�ºǀƳŚƾ�BL-21(DE3)�ŝ��ºǀ��Ŷºƃ�ƱŚ��ŝ�ºǀ�ƱŚ
Řţƹźěǀ��řźƃ�Źŵ�Ʋƿ���ſŹźŝ�ŵŹƺƯ�ƞƬŤŴƯ�Ǝƾ����ŢºƟźĭ�Źřźºƣ���LB��ƹ�

2XYT�����ºŰƯ�ƱřƺºƴƗ�ƶŝ�ǀƎ����řźºŝ�ŢƄºĩ�ƽ���Ư�ŶºƃŹ�ǀ��ŝ�ƱŚºŝż�ºǀƳŚƾ�
ĩźţƺƳǀ�����ŶºƴŤƟźĭ�Źřźƣ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯ�Ŝ��Ư�ºǀ�ŝ�Ʊřż�ºǀ��Řţƹźºě�ƱŚǀ��Źŵ�Ʋ
ŰƯǀ��Ǝ2XYT�źƤţ�ƿ��ľŚŞç��ŰƯ�źŝřźŝ�ǀ��ƎLB�ŵƺŝ����ƱŚƄºƳ�šŚƗǈƏř

��Ţſř�ƵŶƄƳ�Ƶŵřŵ���ƶƳƺưƳ���ŚƷæ���ç���è���ƹ�é�������ŚºƤƫř�Żř�ŶºƘŝ�ŢƗŚºſ�ƽ�
Ɩưū�Źƹōƽ���ţƹŚƠţ�ŚƯř��ŶƳŶƃ�ƾ���ŝ�ŮƐſ�Źŵ�ǀ�ř�Źŵ�ƱŚ�ºƿ�ŢƗŚºſ�Ʋ���ŚºƷ

ŵƿ���ŶƄƳ�ƵŶ�ƪĪƃ�ç����ŢƔƬƛ�źŧř��ŚºƷƽ����ƞºƬŤŴƯ�IPTG�Ƴ��ºǀ���Śºŝ�ż
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�ŢºººƔƬƛ�Żř�ƵŵŚƠŤºººſř�ŚºººƷƽé�å��ë�å��í�å��æ��è�æ��ê�æ�ƹ�ç�
ƯǀƬƾ�����ŻŹř�ŵŹƺºƯ�ŹǇƺºƯ�ºƿŝŚƾ����ŢºƟźĭ�Źřźºƣ����ŚºŤƳƿ�����ŵřŵ�ƱŚƄºƳ�ŚºƯ�Ū� �

�ţƹŚƠţ�ƶĩƾ��Ư�Źŵ�ǀ�ŝ�Ʊřżǀ��Řţƹźºě�ƱŚǀ��ºŝ�Ʋǀ��ŢºƔƬƛ�Ʋ��ŚºƷƽ���ƞºƬŤŴƯ�
IPTG�ŵ�ƿ�ưƳ�ƵŶƾ��ŵƺºƃ���řźŝŚºƴŝƿ�ŝ�Ʋ�ºǀ��Řţƹźºě�ƱŚǀ�ĩźţƺƳ�Ʋ�ºǀ��Źŵ�Ŝ

řźƃƿ��ŤĩŚŝ�ŢƄĩ�Ǝźƽ�ŚƷƽ�ĩźţƺƳ�ǀ�ŝ�Ŝ�ºǀƳŚƾ���ºŰƯ�Źŵ�ǀ��Ǝ2XYT�
ƹŚůƽ�ŚƯŚƳŚĩ�ƿƀǀ���ƲIPTG���ŚƸƳ�ŢƔƬƛ�Śŝ�ƾƿ�é�å�Ư�ǀ�ºƬƾ����ƹ�ŹǇƺºƯ

ſŚŝƺĪƳřǀ����šŶƯ�ƶŝ�Ʊƺæ���Źŵ�ƹ�ŢƗŚºſ�èì�ƶºūŹŵ��ƽ�ŤƳŚºſ�ƾ��ŵřźºĭ�
��ŵźƧ�řŶǀě�ƶƯřŵř���ŘţƹźºěǀĩźţƺƳ�Ʋ�ºǀƫƺţ�Ŝ�ºǀ��źŤĩŚºŝ�Źŵ�ƵŶºƃ�Ŷƽ��Śºŝ�

ƟřźĭƺţŚººƯƹźĩ�Żř�ƵŵŚƠŤººſřƾƯ�ººǀĩźţ�ƪǀººŞƾƹŹ�ƽ�ƱƺŤººſ�Ni2+-

NTA��Ʒ�ƱƹŶŝ�ǀĢ�ĭ��Řţƹźě�śƺſŹ�ƶƳƺǀƴƾ�ƬŴţ�ǀ��Ź�ƹ�Ɔƿ��Ŷƃ�ŶƫƺƠ
���ƪĪƃç����Řţƹźě�ŹřŶƤƯǀ�ĩźţƺƳ�Ʋǀ�ƫƺţ�Ŝ�ºǀ������Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śºŝ�ƵŶºƃ�Ŷ

���ŵŹƺƟŵźŝ�ƁƹŹæç�Ư�ǀƬƾ���řŻř�ƶŝ�ƭźĭƽ��ƫ�źƷ�ǀ��ưŴţ�ŢƄĩ�źŤǀ��ƵŵŻ�Ʋ
Ŷƃ���ŚƸƳ�Źŵƿ������ţǈŝ�ƱźŤºſƹ�ƱƺºƯŻō�Źŵ��Ţǀ���ºƫĥǈƟ��ĬºƴǀƲ��æ�æëæ��

ĩźţƺƳººǀƺººƣ�ŹƺººƏ�ƶººŝ�ŜƽƇŚƈººŤųř�ƹ�ƾººŤƳō�Śººŝ�ƾ�ŵŚººŝƽ�ŚººƷƽ�
Ƭěƾ���ƩŚƳƺƬĩ��ºƫĥǈƟ�ŶƋǀ�ŞƏ�Ʋǀ�ºƘƾ���ºƫĥǈƟ�ƹ�ǀƲ��æ�æëæ���ºƃƺĭźųƾ�

��ř�ƶĩ�ŵřŵ�ƱŚƄƳ�ƂƴĩřƹƿƵŶƴƷŵ�ƱŚƄƳ�ŵƺų�Ʋ�ƽř�ƒƠů�ƿ�ºƴưƾ�řŻ�ƾºƿ�
Řţƹźě�ŹŵǀĩźţƺƳ�Ʋǀ�Ţſř�Ŝ�ƪĪƃè����

�Ţĩźů�ŹŚƸƯ��řźŝƽ�ŚſŚƴƃ�ƾƿ�ƫŚƘƟ�ǀŵźĪƬưƗ�ŢƽŤƳō�ƾ��ŵŚºŝƽ��ŚºƷƽ�
ƫƺţǀ���ƬƗ�źŝ�ƵŶƃ�Ŷǀ��ºƫĥǈƟ�ƶǀ��Ʋ�æ�æëæ��ĩźţƺƳ�ºǀ������ŹŚºƸƯ�ƱƺºƯŻō�Żř��Ŝ

��Ŷƃ�ƵŵŚƠŤſř�Ţĩźů��źſ�ƃƺĭźų�ƭƾ�Ƭě�ƾ�����Řţƹźºě�ŶºƋ�ƩŚƳƺƬĩ�ǀ�Ʋ
ĩźţƺƳǀ����Ţĩźů�ŢƀƳřƺţ�Ŝ�ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀěƿ�řŻƺºƴ�M�ííçæ�

��ŚƤƯ�Źŵ��řŹƿ����ƛ�Ɓƺĭźų�ƭźſ�Śŝ�ƶƀǀř�źƿƠƴƯ�ƩźŤƴĩ�ƱřƺƴƗ�ƶŝ�Ʋưƾ��
��Ŷƴĩ�ŹŚƸƯ�ŹŚĭō�Źŵ���ƪĪºƃé�������źŤĩŚºŝ�ŹŚƄºŤƳř�ƹ�Ţºĩźů�ŹŚºƸƯƽ�

�Ư�ƱŚƄƳƾ���ŤƳō�ƶĩ�ŶƷŵƾ��ŵŚºŝƽ��ŚºƷƽ���ºƫĥǈƟ�ŶºƋ�ǀƲ��æ�æëæ����źºƔƳ�Żř
ŝǀĥƺƫƺƿŚƘƟ�ĨƯ�Ʃƾ�ŶƴƃŚŝ���
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�ƪĪƃÎ��ŻŹŚĭō�Ʃĥ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř��A��ŻŚſřŶūƽƫřƺţ�ƾƵŶƴƴĩ�Ŷĩ��ƽƫĥǈƟ�ǀƲ��æ��æëæ��Śŝ�PCR��ŵŹƿ�ƞæ��ƫĥǈƟ�Ʊĥ�ŶƳŚŝǀƲ��æ�æëæ�ŵŹ��ƿ�ƞM��
ƫƺĪƫƺƯ�ƱŻƹ�źĩŹŚƯƾ�kb DNA�æ��B��żƳō�ƮƌƷƿưƾĩźţƺƳ�ŹƺŤĩƹ�ǀŜ��ŵŹƿ�ƞæ��ĩźţƺƳ�ŹƺŤĩƹǀƫĥǈƟ��ŜǀƲ��æ�æëæ��pET28a�ƮƌƷ��

żƳō�Śŝ�ƵŶƃƿŚƷ�Ʈƽ�NcoI�ƹ�HindIII��ŵŹƿ�ƞM��ƫƺĪƫƺƯ�ƱŻƹ�źĩŹŚƯƾkb DNA�æ��ŵŹƿ�ƞç���ŹƺŤĩƹpET28a��ŵŹƿ�ƞè���ŹƺŤĩƹ
ĩźţƺƳǀƵŶƄƳ�ƮƌƷ�Ŝ���
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��
�ƪĪƃÏ��ŚſŚƴƃƾƿƫĥǈƟ�ǀƲ��Î�ÎÓÎ�ŝ�ǀƳŚƾ�Śŝ�ƵŶƃ�ƆƫŚų�ƹ�SDS-PAGE�æêŶƇŹŵ�ŵŹ�ƿ�ƞæ��ƫĥǈƟǀƲ��Î��ÎÓÎ�ŵŹ��ƵŶƃ�ƆƫŚų�ƿ�ƞM��

ƹ�ŵŹřŶƳŚŤſřƫƺĪƫƺƯ�ƱŻƾŘţƹźě�ǀ�Ʋ�ĩǀƱƺŤƫřŵ�ƺƬ�ŵŹ��ƿ�ƞç��źŤĩŚŝƽ�Śŝ�ƵŶƃ�ƭźƠƀƳřźţ�pET28aŵŹ��ƿ�ƞè��źŤĩŚŝƽŵŹ��ƵŶƄƳ�ŚƤƫř�ƿ�ƞé�Śţ�
ì��źŤĩŚŝƽ��Żř�ŶƘŝ�ŚƷæ��ç��è�ƹé�Śŝ�ŚƤƫř�ŢƗŚſ�IPTG���

��

��
��

�ƪĪƃÐ��A��ţǈŝ�ƱźŤſƹǀƫĥǈƟ�ĬƴǀƲ��Î��ÎÓÎ��ƹ�řƿƳĥƺƳƺưǀƀǀŤƾŤƳō�Śŝ�Ƃƴĩřƹ�Żř�ŶƘŝ�Ʊō�ƾ�ŵŚŝƽ�ŚƷƽƬě�ƾ�ŞƏ�ƩŚƳƺƬĩǀƘƾ��ŵŹƿ�ƞæ��
źŤĩŚŝƽ�ŚƷƽ�Śŝ�ƵŶƃ�ŚƤƫř�IPTGŵŹ��ƿ�ƞç��źŤĩŚŝƽ�ŚƷƽƵŶƄƳ�ŚƤƫř���B��ţǈŝ�ƱźŤſƹǀƫĥǈƟ�ĬƴǀƲ��Î�ÎÓÎ��ƹ�řƿƳĥƺƳƺưǀƀǀŤƾ�Ƃƴĩřƹ�Żř�ŶƘŝ�Ʊō�

ŤƳō�Śŝƾ�ŵŚŝƽ�ŚƷƽƬě�ƾƬƗ�źŝ�ƩŚƳƺƬĩ�ǀ�ƶƫĥǈƟǀƲ��Î��ÎÓÎ���ŵŹƿ�ƞæ��źŤĩŚŝƽ�ŚƷƽ�Śŝ�ƵŶƃ�ŚƤƫř�IPTGŵŹ��ƿ�ƞç��źŤĩŚŝƽ�ŚƷƽř�ƵŶƄƳ�ŚƤƫ�� �
C�ţǈŝ�ƱźŤſƹ�ǀƫĥǈƟ�ĬƴǀƲ��Î��ÎÓÎ���ƵŶƃ�ƆƫŚų��ƹřƿƳĥƺƳƺưǀƀǀŤƾŤƳō�Śŝ�Ƃƴĩřƹ�Żř�ŶƘŝ�Ʊō�ƾ�ŵŚŝƽ�ŚƷƽƬě�ƾŞƏ�ƩŚƳƺƬĩ�ǀƘƾ���

��
��
��
��
��
��
��
��
��
��
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��

��
��

�ƪĪƃé��ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀě�Ţĩźů�ŹŚƸƯ�Ţĩźů�ŹŚƸƯ�ƱƺƯŻōƿřŻƺƴƽ�M�ííçæƬě�ƭźſ�Śŝ�ƾƃƺĭźų�ƩŚƳƺƬĩ�ƾƬƗ�źŝ�ǀƫĥǈƟ�ƶǀƲ� �
��æ��æëæ��(A)ŚƤƯ�Źŵ�ƿſ�Śŝ�ƶƀƛ�Ɓƺĭźų�ƭźǀř�źƿ�Ʋư(B)�Źŵ�LBƹŚů�ƽ�è�å�ŶƇŹŵŹŚĭō���

��
�ŦŰŝ��

�����ř�Źŵƿ���ƳƺƬĩ�ŚºƯ��ƶƘƫŚƐƯ�Ʋǀ�ŝ�ƹ�Ĭºƴ�ºǀ�ºƫĥǈƟ�Ʊĥ�ƱŚǀƲ��æ�æëæ��řŹ�
��ƁŹřżĭŵźĩƿƮ��ƴĤưƷǀ��ĩ�ŢŝŚŧ�Ʋŵźƿ��ŤƳō�ƶĩ�Ʈƾ�ŵŚŝƽ��ŚºƷƽ�ƫƺţ��ºǀ�Ŷ
�ƬƗźŝ�ƵŶƃǀ�ř�ƶƿ�Řţƹźě�Ʋǀ�ĩźţƺƳ�Ʋǀ���ŝ�źƔƳ�Żř�Ŝǀĥƺƫƺ�ºƿ����ƹ�ŶºƴƫŚƘƟ�Ĩ

Ưƾ�����Ţºĩźů�ŶƴƳřƺţ��ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀºěƿ�ºƴřŻƺ����ŚưƳ�ŹŚºƸƯ�řŹ�ƿ�Ŷºƴ��
ƫĥǈƟǀ��Ʋ�ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀěƿřŻƺƴ�řźŝ�ƽ�ŢƳƺƠƗ��ŚƷƾƿ����Ǝºſƺţ�ƶĩ�

řƿ�źŤĩŚŝ�Ʋƽ�ř�ƿ�Ư�ŵŚŬƾ�ŶƳƺƃ��ƳŚĩ�Ŷ�ºƿ������Ţºſř�Ʋƀºĩřƹ�Ŷ�ì�î����Źŵ
�����������ºƫĥǈƟ�Śºţ�Ţºſř�ƵŶºƃ�Ɓǈºţ�ƞƬŤŴƯ�šŚƘƫŚƐƯǀ���źŤĩŚºŝ�Żř�Ʋƽ�

����ŵƺƃ�ƆƫŚų�ř�Śŝƿ����ŻŚºſ�ƆƫŚų��ŵƺūƹ�Ʋƽ��Řţƹźºě�ǀ�ŞƏ�Ʋǀ�ºƘƾ��Żř�
źŤĩŚŝƽ�ƀŝ�ǀ�Ţƣƹ�ŹŚ�ĭǀ���ƹ�ŢưůŻ�źě��ź������Ƴ�ƹ�Ţºſř�ƪĪƄºƯ��ºǀ���ƶºŝ�ŻŚ

�Ż�ƮŬůƿŵŚƽ��źŤĩŚŝ�Żř�ƽ�ŵŹřŵ����ŚƸƳ�Źŵ�ƹ�ƿ�Ư�Ţǀ�Řţƹźě�Ʊřżǀƴƾ���ƶºŝ�ƶĩ�
řƿ�������ºƯ�Ţºſŵ�ƶºŝ�ƁƹŹ�Ʋƾ�ō�ºƿ��ģŚºƳ�Ŷǀ��Ţºſř�ż��æê����ĥƺºƫƺƴĪţƽ�

DNA�ĩźţƺƳ�ǀ�řźŝ�Ŝƿ����ŚºƟ�šǈĪƄºƯ�Ʋƿ���������Ʊō�Śºŝ�ƹ�Ţºſř�ƵŶºƯō�Ƣ
Ưƾ���Řţƹźºě�ƱřƺţǀƲ�����ƶºŝ�řŹ�ŚºƷ����ƆƫŚºų�šŹƺºƇ���ƶºŝ��Ư�ºǀŻ�Ʊřż�ºƿ�ƹ�ŵŚ

ƶººŝ�ƫƺţ�ƱřŻŹř�šŹƺººƇººǀŵźººĩ�Ŷ��ŵ�ƝźººƏ�Żřƿųř��źººĮººǀƫƺţ�řźººǀ�Ŷ
ŘţƹźěǀƲ�ŚƷƽ�ĩźţƺƳ�ǀ�����řżƟř�ƩŚů�Źŵ�ƵŶƃ�ƵŚţƺĩ�Ŝƿ��Ţºſř�Ƃ��ř�ºƿ�Ʋ

�Ź�ƕƺºƋƺƯººƿººƯ�ƶººĩ�ŵŹřŵ�Ʊō�Źŵ�ƶƄƾ��ººƯƹŵ�ƱřƺºţǀƲ�ŚººƷƽŝ�ººǀ�źŤƄ
ƵŶººƃ�ŢººƓŚƠů�ººƯƹŵ�ǀƲ�ŚººƷƽř�ƿĥƺƫƺƳƺưººƿŘţƹźººě�Ĩǀ�ƹ�Ʋººƿ�Ś

ƯƹŵǀƲ�ŚƷƾƿ���ƅŚų�ŵźĪƬưƗ�Śŝ���ŵźĩ�śŚŴŤƳř�řŹ��æë�ƹ�ê����ƶƘƫŚƐƯ

�ƹŹ�źŝƽ�ƫřƺţ�ƾ�řſǀ�Ưō�Ŷǀƶƴ�řƽ�ƫĥǈƟ�ǀ��Ʋ�źŤĩŚºŝƽ��ŚºƷƽ����ºƠƴƯ�ƭźºĭ�ƾ�
����Ưƹŵ�ƶĩ�Ţſř�Ƶŵźĩ�ŢŝŚŧǀƲ�ŚƷƽ�ŚƸŤƳř�ƽ�Ưō�ǀƴƾ��ſřǀ�Ưō�Ŷǀ�ƶºƴ��ŚºƷƽ�

æ�æìå��ƀººĩƺŝźĩ�ƹƾ��ººſřǀƯō�Ŷǀƶººƴ�ŚººƷƽ�ééå�êæå��ƀººŝǀ�ŹŚ
����ř�ƹ�ŶƴŤƀƷ�ƵŶƃ�ŢƓŚƠůƿ���ƵŶƴƷŵ�ƱŚƄƳ�ŵƺų�Ʋ��ƽ���Ʊō�ƮƸƯ�ƂƤƳ���ŚƷ

�ƫŚƘƟ�Źŵǀ�ŝ�Ţǀĥƺƫƺƿ�ř�Ĩƿ��Řţƹźºě�Ʋǀ����Ţºſř�Ʋ�æì����ĤƧŚºūǀƽź��ƹ�
�ě�ƱřŹŚĪưƷǀ�����Śū�ƶºĩ�ŶºƳŵźĩ�ŵŚƸƴƄƿ������ƶºŝ�ƩŚƈºţř�ƵŚºĮTLR-5�Źŵ�

ůŚƳǀƶ��ƽ�Ưō�ǀƴƾ�ƫĥǈƟ�ǀ��Ź�Źŵ�ƲƿƶƄ�ŚƷƽ�íí�îì�����Ţºſř�ƶŤƟźĭ�Źřźƣ�
�æí�����ř�ŽŚſř�źŝƿ��ƲƿƶŤƟŚ����ŚƷLee�����ºƫĥǈƟ�ƱřŹŚºĪưƷ�ƹ�ǀ���ƵŚºţƺĩ�Ʋ

ƵŶººƃ�ƽ�ĜưĩǀźŤĩŚººŝƺƬ�ĥĥƹººƳƾƫƺţ�řŹ�ººǀŶººƳŵźĩ�Ŷ��řººƿººƤƤŰƯ�Ʋǀ��Ʋ
Řţƹźººěǀ�ƩŚƈººţř�Ʋƿ�ŻƺŤƫŚººƯ�ƶººŝ�ƵŶººƴŝŚźƃřººƿƄǀƬĩŚƾººſř�ƶººŝ�řŹ�ǀ�Ŷ

Ưōǀƶƴ�ŚƷƽ�ê���Śţ�èèì�ƫĥǈƟ�ǀ��ƲĜưĩǀźŤĩŚŝƺƬ�ĥĥƹƳƾ�Ɵ��ºǀ����ƹ�ŶºƳŵźĩ�Żƺ
ƫŚƘƟǀ�ř�ŢƿĥƺƫƺƳƺưƿ���ŤƔƟŚºŰƯ�ƹ�Ĩƾ������ů�ƩŶºƯ�Źŵ�řŹ�Ʊō��ºǀƳřƺƾ���ƶºŝ�

ŶƳŶƳŚſŹ�šŚŞŧř �ê����ƶºƘƫŚƐƯ�Źŵ�ƽŵ�ƿ�źºĮƽ�ƺƳ�ºƿƪ���ƱřŹŚºĪưƷ�ƹ�
ƫřƺţƾ���ƵŶºƴƴĩ�Ŷĩ���ƽ��ºſř�ǀƯō�Ŷǀ�ƶºƴ��ŚºƷƽ�æ�æêë�ºƫĥǈƟ�ǀƲţ��ºǀ�Ěb�

ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀººěƿřŻƺººƴƺººſ�ƿ�ƶPaO1��řŹŝ�ŹƺººŤĩƹ�ŹŵººǀƳŚƾ�
pET30aƬĩ�Ưƹŵ�ƹ�Ʊƺǀ�ƲŚƸŤƳřƽƯō�ǀƴƾƫĥǈƟ�ǀţ�Ʋ�ºǀĚb �Źŵ�řŹ�

źŤĩŚŝƽ�źƃřƿƄǀƬĩŚƾ�BL-21(DE3)�ŝ�ǀ�ŶƳŵźĩ�ƱŚ��řƿ�ƤƤŰƯ�Ʋǀ�Ƣ
����ºŤƳō�ƶĩ�ŶƳŵźĩ�ŢŝŚŧƾ��ŵŚºŝƽ��ŚºƷƽ�ƫƺţ��ºǀ���ƬƗźŝ�ƵŶºƃ�Ŷ�ºǀ��ºƫĥǈƟ�ƶǀƲ�� �

�æ�æêë��Ưƾ���ŝƺų�ŢƔƟŚŰƯ�ŶƳřƺţƾ���ƩŶƯ�Źŵ�řŹ��ŚƷƽ���ŢƳƺƠƗ�ƵŶƴƄĩ�
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�ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀěƿřŻƺƴ�ŶƷŵ�ƱŚƄƳ��é����ƶºƘƫŚƐƯ�Źŵ�ƽ�ºƋŚů���ź
�řźŝ�ŚƯƽ�ƫƹř�ǀ��ŝ�ŹŚŝ�Ʋǀ�ǇŚŝ�ƱŚƾƿ��æç�Ư�ǀƬƾ�����řŻř�ƶºŝ�ƭźºĭƽ���ƫ�źºƷ�ǀ��źºŤ

��ƵŶƃ�ŚƤƫř�ŢƄĩ����ŻřƯƹŵǀƲ�ŚƷƽ�ŚƸŤƳř�ƽ�Ưō�ǀ�ºƴƾ��ºƫĥǈƟ�ǀ�ţ�Ʋ�ºǀ��Ěa�
�ĥƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺƀěƿƴřŻƺ���řŹ��ŹŵźƃřƿƄǀƬĩŚƾ���ƁŹřżĭ�ĩŵźƿƮ����ƶºŝ

��ƫŚƘƟ�ƒƠů�ŹƺƔƴƯǀ�Řţƹźě�Ţǀ����ŻŚſ�ƆƫŚų�Żř�ŶƘŝ�Ʋƽ������ƁƹŹ�Żř�ŚƯ
ƷǀźŞƿ��ưĩ�Śŝ�Ŷƾ�Ɯţ�ǀǀ��źĩ�ƵŵŚƠŤſř�šřźŵƿƮ���ŻŶºǀƳƺƿ�����Żř�ƱřŹŚºĪưƷ�ƹ�

��ƁƹŹƷǀźŞƿ�řźŝ�Ŷƽ��ŻŚſ�ƆƫŚų�ƽ�ŻŚƳĥǈĩ��žƳŚţƺƯ�ħƺĩƺŤěźŤſř�
�ŶƳŵźĩ�ƵŵŚƠŤſř��Ʊō����ŻŚºſ�ƆƫŚų�ƶĩ�ŶƳŵřŵ�ƱŚƄƳ�ŚƷƽ��Źŵ�ŻŚºƳĥǈĩ�

řƿ�řźƃ�Ʋƿ�ƫŚƘƟ�Ǝǀ�żƳō�Ţƿ�����ºƯ�ƒºƠů�řŹ�Ʈƾ�����żºƳō�ƹ�Ŷºƴĩƿ�ƫƺţ�Ʈ�ºǀŶƽ�
Ưƾ�����ºţǇĥ�ƹ�Ʊĥǈĩ�ŶƳřƺţǀ���řŹ�Ʋ���Ŷºƴĩ�ƮƌºƷ��æî����ř�Źŵ�ºƿ��ƁƹŹ�Ʋ

�ŻŚſ�ƆƫŚųƽ��ŚƯ�Śŝ�Źŵƫ�źƟǀ��ƵŶºƴƴĩ�ż�ƵŹƹř�Żří���Śºū�ƶºŝ�ŹǇƺºƯ�ƽ�
ƳřƺĭǀŶƿ�Ʒ�ƭƺǀřźƬĩƹŹŶ�ºƿ���ŵźºĩ�ƵŵŚƠŤºſř�ŶƿƮ��ĩǀƠ�ºǀƫ�Ţ�ºǀ��ƵŹƹř�Śºŝ�ż

�Ƴřƺĭ�ŶƴƳŚưƷǀŶƿ�Ʒ�ƭƺǀřźƬĩƹŹŶ�ºƿ�����������ř�Źŵ�ƶºĩ�Śºū�Ʊō�Żř�ƹ�ŵƺºŝ�Ŷ�ºƿ�Ʋ
��ƫ�źƟŚŝ�ŢƫŚůǀ�������ƵŶºƴƷŵ�ƩŚƈţř�ƹ�ƵŶƴƴĩ�żƿ���ºƯ�ƱŚƀºĪƾ����ŶƳƺºƃ�ºƿ�Ĩ
��řźƟ�Żř�ƶƬůźƯƿ�ƆƫŚų�Ŷƴ�ŻŚſƽ��Ư�Ʈĩ�ƾ�ŵƺƃ���řźŝ�ƵƹǈƗƿƲ����ƵŹƹř�í�

ǇƺƯ�ŵ�Ź�ºƿ��źŤĩŚºŝ�ƵŹřƺƽ�ƹ��ŻƺƬĪƳř��ºƿ��ŵŚºŝ�Ʊƺƽ����ŚºƷ���Ź�ƹŵ�źºƷ��ř��ƪºů
Ưƾ�Ŷƴĩ��řźŝŚƴŝƿ�����ŻƺĪƳř��ŵƺų�ƁƹŹ�Źŵ�ŚƯ�Ʋƿ��ŵŚºŝ�Ʊƺƽ�����řŹ�ŚºƷ��řŶºū

ŻŚſƽ�ŵźĪƳ�ƿƮ���řźƟ�ŵƺų�ƶĩ�ƿŶƴƽ�Ţƣƹ��ĭ�ºǀź���ŢºưůŻźě�ƹ����Ţºſř�
�çå����źŤĩŚŝ�ŚƯƽ����ƫ�Żř�ŶƘŝ�řŹ��ºǀ�����Ƴƺºſ�ƵŹƹř�Śºŝ�żǀ��ŵźºĪƳ�ƶĪƿ��ƮŻ�ºƿ�řź
Ưǀ�Řţƹźě�Ʊřżǀ�ĩźţƺƳ�Ʋǀ�ƫƺţ�Ŝǀ��������Ƴƺſ�ƱƹŶºŝ�ƹ�Śºŝ�ƵŶºƃ�Ŷǀ�ºſŚĪǀ�Ʊƺ

ţƹŚƠţƾ�ŢƃřŶƳ����Ƭĩ�ŹƺƏ�ƶŝƾ���ř�Źŵ�ŚƯ��ƿ�ƃƹŹ�ŚŬƴƾ��źſ��ƵŵŚſ�ƿ��ƹ�Ɩ
�řźŝ�ƱřŻŹřƽ��ŻŚſ�ƆƫŚų�ƽ�Řţƹźě�ǀƲ�ŚƷƽ�ĩźţƺƳ�ǀ�řŹř�Ŝƿ�ƴĩ�ƶǀ���ƶºĩ�Ʈ

��ƫŚƘƟ�Ţſř�ƲĪưƯǀ�ŝ�Ţǀĥƺƫƺƿ�Ʊō�Ĩ����Ŷƴĩ�ƒƠů�řŹ�ŚƷ���ŚƸƳ�Źŵ�ƿ��ŚƯ�Ţ
�ŵźĩ�ŢŝŚŧƿ���ºŤƳō�ƶĩ�Ʈƾ��ŵŚºŝƽ��ŚºƷƽ�ƫƺţ��ºǀ��ƵŶºƃ�ŶƬƗźŝ�ºǀ�ºƫĥǈƟ�ƶǀƲ� �

�æ�æëæ��Ưƾ��Ţĩźů�ŶƴƳřƺţƺƯƹŵƺƀěĥƹźŗō�ŽŚƳƿ�řŻƺºƴ�Mííçæ �řŹ
��Źŵinvitro��Ŷƴĩ�ŹŚƸƯ���ƳŚĪƯǀ�źŤĩŚŝ�Ţĩźů�ŹŚƸƯ�Ʈƀƽ�ŝƺºų�ƶŝ�ƾ�

��Ƴ�ƵŶƃ�ƶŤųŚƴƃǀŢƀ��ř�Śŝƿ���ě�ƶŤºƃŸĭ�šŚºƘƫŚƐƯ��ŵƺºūƹ�Ʋ�ºǀ�ŵŚƸƴƄ
Ưƾ����ř�ƩŚƈţř�ƶĩ�ŶƴƴĩƿƫƺŝƺƬĭƺƳƺưǀ���Ɵ�ƶºŝ�Ʋǀ������ŦºƗŚŝ�ƩĥǈºƟ�ŢºƴƯǈ
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Background and Objective: Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that causes severe and 

lethal infections in immunocompromised individuals. This bacterium possesses a single polar flagellum. 

Flagellum and its subunit Flagellin play important roles in the pathogenesis of P. aeruginosa. Flagellin 

induces immune responses by interaction of its N-terminal domain with TLR-5. Our main aims of this study 

were cloning and expression of N-terminal domains of flagellin and evaluation of antibodies raised against it 

on motility inhibition of P. aeruginosa. 

Material and Methods: The DNA sequence coding for the first 161 amino acids of flagellin was PCR 

amplified and cloned into a pET-28a expression vector. Recombinant protein was over expressed in 

BL-21(DE3), and purified by Ni-NTA resin. The immune reactivity of recombinant truncated flagellin was 

evaluated by Western blotting.  The recombinant protein was injected into a rabbit and antibodies raised 

against it were evaluated for the cell motility inhibition of P. aeruginosa 8821M.  

Results: The N-terminal domain of Flagellin was successfully overexpressed in Escherichia coli  

BL-21(DE3) host strain. Anti-native and anti-N-terminal flagellin antibodies reacted with the recombinant 

protein. Motility inhibition assay demonstrated that polyclonal antiserum against N-teminal flagellin is able 

to inhibit the motility of P. aeruginosa 8821M.  

Conclusion: The N-terminal domain of flagellin may be used for development of a new recombinant vaccine�
against P. aeruginosa infections. 
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