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�ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƤǀƤů�ƾƬƗ�ŶưŰƯ��
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�ŤĜě�ƮųŻǀ�ƹ�Ĩ��������Ţºſř�ƵŶºƃ�ƶŤųŚƴºƃ�ƵŶºƘƯ�ƱŚƏźſ�ƶŝ�ǈŤŝř��è��� �
řººƿźŤĩŚººŝ�Ʋƽƶººŝ��ƱŚƏźººſ�ƪººƯŚƗ�ƱřƺººƴƗ��ƱŚƯŻŚººſ�ƝźººƏ�Żř�řŻ� �

�ƾƳŚººƸūººƟźƘƯ�ŢººƃřŶƸŝƾ�ƵŶººƃ��Źŵ�ƩŚººů ŵ�Żř�źººƋŚůººƿ�ƵŚĭŶ
Īƃżěƾ����ƀºŝ�ƩƹƺƀºƯ��ǀŹŚƽ����ƹ�īźºƯ�Żř��Ư�ºǀź����Ƴŵ�Źŵ�ŚºƷ�ºǀ��Ţºſř�Ś� �

�ê��ƹé���ƃǀƵƺ��ƽ���ƹŹřŵ�Ŷƴģ�ƱŚƯŹŵ�ƾƿ�ŝ�ǀ��Ź�Źŵ�ƱřŹŚưƿ�ƴĩ�ƶƄƾ�ř��ºƿ�Ʋ
��Ư�źŧƺƯ�ŢƳƺƠƗƾ�ŚŝŶƃ����řżºƟř�ŚºƯřƿ��ºƃ�Ƃǀ���ƹŹřŵ�ŢºƯƹŚƤƯ�ƕƺ�ƾºƿ��ƹ�

�����ŤƳō�ƱŚƯŹŵ�Żř�ŶƘŝ�ŵŶŬƯ�ŢƳƺƠƗƾ�ŝǀţƺǀĪƾ���ƹ�ƭƹżºƫ���ƀºĩřǀſŚƴǀ�Ʊƺ
��ƬƗ�źŝ�řŹǀ�ř�ƶƿ�źŤĩŚŝ�Ʋƽ��ĩŚţ�ŵŹƺƯ�ǀ��Ư�Źřźƣ�Ŷƾ��ŶºƷŵ��ç����ƶºŝ��ºưƷǀ�Ʋ

�ƤŰţ�ŹƺƔƴƯǀ�ƵŵźŤƀĭ�šŚƤ�řƽ��ŚſŚƴƃ�ŢƸū�ƾƿ��ŝ�ƪƯřƺƗ�ǀŹŚưƽ�řŻƾƿ�
ƹ�ƅřƺų�ř�ƿƴưƾ�řŻƾƿ�Ʊō����řźºŝ�ŚƷƽ��ºůřźƏ�ƾ�����ƴƀºĩřƹ�ŢųŚºſ�ƹ�ƾ�

ƬƗ�ŜººſŚƴƯººǀř�ƶººƿźŤĩŚººŝ�ƲƽŢººſř�ƭŚººŬƳř�ƩŚººů�Źŵ���ţƹźººěǀǀƲ� �
HP-NAP��Neutrophil Activating Protein��ƮººƸƯ�Żř�źººţƿ�Ʋ

�ŝ�ƽŚƷŹƺŤƧŚƟǀŹŚưƽ�řŻƾƿ����ř�Źŵ�ƵŶƃ�ƶŤųŚƴƃ�ƿ�źŤĩŚŝ�Ʋƽ�����ƶºĩ�Ţºſř�
�ŝ�ƂƤƳƶ�řżſƾƿ�Źŵ��ƪĪƃ�ĭǀźƽ��ƹ�ŢƳƺƠƗ��ƺĪţƿ�ǈƗ�Ʋƿ�ŝ�Ʈǀ�ŹŚºưƽ�
Ư�Źŵǀřŵ�řŹ�ƱŚººŝżŵŹ��řººƿººŤƳō�ƲƾƯŚººưţ�Ǝººſƺţ�Ʊĥ�ƾƺººſ�ƿƶ�ŚººƷƽ�� �
ƫŚŝǀƴƾ�ƬƷǀěźŤĩŚŝƺĪǀŹƺƬƽ�ŝ�ǀ��ƹ�ƵŶƃ�ƱŚ��ŤƳō�Źƺƌůƾ�ŵŚŝƽ����Ʊō�ŶºƋ�

��ŝ�ƭźſ�Źŵǀ���������ř�Śºŝ�ŢºƳƺƠƗ�ƶºŝ�ǈŤºŞƯ�ƱřŹŚư�ºƿ��Ʋ�źŤĩŚºŝƽ�ƫŵ��ºǀƪ���źºŝ�� �
�ŝ�ŢƯŚųƹǀŹŚưƽ�ŝ�ƶĩ�řźģ�Ţſř��ºǀ��ŝ�ŵŚºů�ƪºůřźƯ�Źŵ�źŤƄǀ�ŹŚºưƽ�

����Ư�ƵŶƷŚƄƯ�ƪŝŚƣ�Ʊō�Źƺƌůƾ�ŶƃŚŝ��ë�í���ŹŚŤųŚſ�šŚƘƫŚƐƯ�ř�ºƿ�Ʋ
ţƹźººěǀǀřŹ�Ʊō�ŢƷŚŞººƃ�Ʋ�ţƹźººě�ƶººŝǀǀƲ�ŚººƷƽ�ƵŶººƴƴĩ�ŢººƔƟŚŰƯ�� �

DNA��DNA protecting protein��î�ƹ���ƵŶƳƺƃ�ƪƈŤƯ
�ƲƷō�ƶŝ�Ferritin like Protein��Ư�ƱŚƄƳƾ��ŶºƷŵ��ææƹ�æå���
�ŝ�ƅřƺųǀĥƺƫƺƿ��ř�ŵŶƘŤƯ�Ĩƿ�ţƹźě�Ʋǀǀ�Źŵ�Ʋ�řźƃƿ�ŚƯŻō�Ǝ�ºƿƷŚĮƄƾ�

�ƫŚŝ�ƹǀƴƾ��ſŹźŝ�ŵŹƺƯ�ƾ�ƹ��Śţǀƿ����Ţºſř�ƶºŤƟźĭŹřźƣ�Ŷ��ř�ºƿ��ţƹźºě�Ʋǀǀ�Ʋ
ŚƄƛƾƿ����źƏ�Żř�ƹ�Ƶŵƺŝ�ƿ������ºſƺƯ�ƶºŝ�ƩŚƈºţř�Ƣǀ�������ƵŶºƘƯ�ƍŚºŴƯ�ƶºŝ��Ʋ

Ưƾ�ŶŞƀģ����Ż�ƩŚưŤůř�ƶŝƿ��ŵŚHP-NAP���ƫ�Żř�žě�ǀ��ƫƺƬºſ�żƾ��ŵřŻō�
Ưƾ�������ƩƺƬſ�Żř�ŹƺŞƗ�ƩŚŞƳŵ�ƶŝ�ƹ�ŵŵźĭ�ŚƷƽ�ěř�ǀŤƬ�ºǀ��ŢºƟŚŝ�ƶºŝ�ƩŚ��ŚºƷƽ�
ŻƿźƿſŹ�ƲǀƵŶ�źŰţ�Śŝ��ºƿ�ƩƺƬºſ�Ĩ��ŚºƷƽ��ŢºſŚƯ��Mast cell��

ƫƺţ�ƹ�ƪŰƯ�Źŵ�ƲĩŚſ�ºǀ�ŶTNFá�Tumor Necrotic Factor Alpha��
ř�śŚºººƸŤƫřƿºººƯ�ŵŚºººŬƾ�ŚưƳºººƿŶ��ř�źºººŝ�ƵƹǈºººƗºººƿŧŚºººţ�Śºººŝ�Ʋǀź� �
ƹŹ�źººŝƽººſƺƳƺƯ�ǀŢ��Śººŝ�ŚººƷ�řżººƟřƿƫƺţ�ƂººǀŤƟŚººŝŹƺŤĩŚƟ�Ŷƾ� �

�Tissue Factor��ƹPAI2��Plasminogen Activator Inhibitor-2��
�ĪƄţ�ƭŚŬƳřźſǀ�Ɵ�ƪǀźŞƿ��ƫŚƘƟ�ƹ�ƲǀŢ�ŚƷƽ�ţƺŞƯƹźţ��ºǀ���řżºƟř�řŹ�Ĩƿ�Ƃ

Ưƾ��ƹ�ŶƷŵ�ŶŝƿƲ�ţźţǀ��Ɵ�śƺſŹŚŝ�ŜǀźŞƿ�ƹŹ�Ʋƽ�ŵ��ºƿƵŹřƺ��ƽ��źŤĩŚºŝ�ƽ�
�ſƺĭŚƟ�Żřǀ���ĭƺƬū�Ʊō�ƱŶƃ�Ţǀźƽ��ºƯ�ƾ�ŚưƳ�ºƿ�ƹ�Ŷ�������Śºŝ�Ʊōźºŝ�ƵƹǈºƗ

ĭƺƬūǀźƽ��żŬţ�Żř�ƿƶ��ƽ�Ɵ�ǀźŞƿ�ƹ�Ʋ��ŚƋ�ũƹźųƿ�ŤƟŚŝ�šŚƘƾ���ƪŰƯ�Źŵ�
�Żř�ŢƳƺƠƗ�Ťƫř�ºǀ�ŤƟŚºŝ�ƭŚƾ�ĭƺºƬū�ǀźƽ�źºĩ�Ƶŵ��źŤºſŚĭ�ƿ�ƹ�ƲƯżºƯ�Ţ�

�ŤƟŚŝ�šŚůřźūƾ�ř�ƿ��ºƯ�ŵŚŬƾ�ŚưƳ�ºƿŶ��ř�ºƿ��ţƹźºě�Ʋǀǀ�����ƪºƯŚĪţ�ŜŞºſ�Ʋ
ƩƺƬſ�ŚƷƽ�ŹŶƳŵ�ƿŤǀ���Śưţ�ƹ�ƚƫŚŝŚƳ�Ĩƿ�ſƺƳƺƯ�żǀŢ���ƩƺƬſ�ƶŝ�ŚƷ��ŚºƷƽ�
ŹŶƳŵƿŤǀƯ�ƚƫŚŝ�Ĩƾ�ŝ�ƹ�ŵƺƃ�ºǀ�ƱŚMHC IIƹ��ƫƺţ�ºǀ�ŶIL-12�řŹ�
�ř�Źŵƿ�ƩƺƬſ�Ʋ��řżƟř�ŚƷƿ�Ư�Ƃƾ�ŶƷŵ��ì�����ŻřƹƿĭĦƾ�ŚƷƽ���ř�ƮºƸƯ��ºƿ�Ʋ
ţƹźěǀǀ�Źŵ�Ʋ���ƳřƺųřźƟ�ƹ�śŸūƾ�ƩƺƬſ��ŚƷƽ�ƟƹźţƺƳ�ǀ����ƍŚºŴƯ�Źŵ�ƪ

ººƯ�ƵŶººƘƯƾ�Źŵ�ƶººĩ�ŶººƃŚŝ�ƺººĪţƿźŧƺººƯ�ŢººƳƺƠƗ�Ʋ�Ƶŵƺººŝ�Ư�ººǀ�Ʊřż
ſōǀŜ�ŚƷƽ�ŤƟŚŝ�ƾ�ĮŤƀŝ�ƾ����Ʊō�Źƺƌů�šŶƃ�ƶŝ���ŵŹřŵ�ŚƷ���šźūŚƸƯ
źſƿ�ƟƹźţƺƳ�Ɩǀƪ������ƫƺţ�Śŝ�ŢƳƺƠƗ�ƪŰƯ�ƶŝ�ŚƷǀ�ř�ŶƿĩƺƫźŤƴǀƲ����ŚƸƴţ�ƶƳ�ŚƷ
řźƃƿ�ŤĩŚţƺưĩ�ƎǀĪƾ��řźŝ�řŹ�ƽ��ŝ�Źƺƌů�ºǀ�ƟƹźţƺƳ�źŤƄ�ºǀƪ����ƶºĪƬŝ�ŚºƷ
řźŝƽ��Śºſ�ƿ��ƩƺƬºſ�ź��ŚºƷƾƿ�ƔƳ��ºǀ��ºſƺƳƺƯ�źǀŢ����ŹŶºƳŵ��ŚºƷƿŤǀĨ����ŚºƷ

ſƺƠƴƫǀŢ���źƏ�Żř�ŚƷƿ�ƫƺţ�Ƣǀ��ŶCCL3�ƹ��CCL4���ºƯ�ƮƷřźƟ�ƾ�ŵŹƹō�
�æç�ƹí����źƯƺºººƳƺƯ�ƩŚĪºººƃřƽƹ��ºººƸūƹ�ƵŵŻřƹŵƾţƹźºººě�ǀǀƲ� �

HP-NAPŚººƳřƺţ�ƾƿźŰţ�ººƿƟƹźţƺƳ�Ĩººǀ�ººŴŝ�ŶººƳŹřŵ�řŹ�ƪ�Ƃ� �
źŰţƿ�ƵŶƴƴĩ�Ĩ��ƽ�ƟƹźţƺƳ�ǀƪ��ƬƷ��ŚƷǀžĪ��ŚºƷƽ�H3��L69-L75��
ƹ�H4��K89-E114��ƺĩ�ƹººººƿƏŚººººŞţŹř�ƪƾººººŝ�ǀƱō�Ʋ�ŚººººƷ� �
�H63-Thr68ƹ�Thr76-lys83��ººººƯƾ�ŶººººƃŚŝ��æç�ƹî���

TLR2�ĭ�ǀƵŶƳź��ƽƇŚƈŤųř�ƾHP-NAPƹŹ�źŝ�ƽ�Ƶŵƺºŝ�ƩƺƬſ���
�ř�ƅřƺųƿŹƺţǇƹŵŚƯƺƳƺưƽ�ř�ƿ�ţƹźě�ƲǀǀƲ��ƹŹ�źŝ�ƽ�ſ�ǀ�ř�ƮŤƀƿ�ºƴưƾ�
�řźŝ�ƱŶŝƽ�Ɯţ�ǀǀ��ŲſŚě�Ţưſ�ź����Żř�ŚƷTh2���ƶŝ�Th1������ƶºŝ�ƩŚƈºţř�Śŝ�

řƿ�ĭ�Ʋǀ��������ƫƺţ�Śºŝ�ƹ�ƵŶºƃ�ŻŚºƛō�ƵŶƳź�ºǀ�ř�Ŷƿ�ĩƺºƫźŤƴǀƲ��ŚºƷƽ�æç���ƹçè�
ŶƯƿźƿ�Ư�Ţƾ�ŵŵźĭ��æè���ŝƶ�ƫŵǀ�ř�ƪƿ�ƹ�ƲƿĭĦƾ�ŚƷ�HP-NAP�Źřżŝř��
Ŷūƿ��ŞſŚƴƯ�ƹ�Ŷƾ����ºƯ�ƶĩ�Ţſř�ƾ�����Źŵ�ŶºƳřƺţ�ºůřźƏƾ��Ʋƀºĩřƹ���ŚºƷƽ�

�ƠƯ�ŜſŚƴƯǀ��ŶºƃŚŝ�Ŷ��æê��ƹæé����ĦţřźŤºſřƽ���ƹ�ƱƺºƬĩ��ŝ�ºǀ��ºŤƳō�ƱŚƾ�
Ʊĥ�ŚƷƽ�ţƹźě�ǀǀƴƾ��ŞſŚƴƯ�ŹŚĪƷřŹ�ƾ�����ŹŚŤųŚºſ�šŚºƘƫŚƐƯ�ŢƸū�ƽ�ƹ��
řƿĥƺƫƺƳƺưƿĪƾ�ŤƳō�ƾ�Ʊĥ��ŚºƷƽ�Ư�ǀ�ºŝƹźĪƾ����ºƫƹ�Ţºſř�ƾ���ƵŚĮŤºſřƺų�
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�Ʊĥ�šƹŚƠŤƯ����řƺŤŰƯ�Źŵ�šƹŚƠţ��ŚƷƽ���ŶƇŹŵ�G+C���ƹŚºƠţ�ƹ���Źŵ�š
ƱŶĩ�ŚƷƽ����ƩƺƬſ�Źŵ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯ���ŚºƷƽ�������ƂƷŚºĩ�ŜŞºſ�ƞºƬŤŴƯ�

Ưǀ��ƱřżŝǀƱŚ�ţƹźěǀǀƲ�ŚƷƽ�ĩźţƺƳ�ǀ��ſ�Źŵ�ŜǀƮŤƀ��ŚºƷƽ��ŹŚºĩƹźě�ƿţƺƾ�
ŵźĭƿ�Ţſř�ƵŶ����ŞſŚƴƯ�ŹŚĩ�ƵřŹƾ��ƮƷ�ƶĩ���ě�Ʊƺƴĩřǀ����ƶŤƟźĭ�Źřźƣ�ƹŹ�Ƃ

��Ƹŝ�Żř�ƵŵŚƠŤſřǀ�ŻŚſ�ƶƴƽ���ºƯ�Ʊĥ�ƾ��ŶºƃŚŝ��Źŵ�ř�ºƿ���Ŷºĩ�ƱŶºĩ�ƁƹŹ�Ʋ
ƵŶºººººƴƴĩ�ƽºººººſř�ǀƯō�Ŷǀ�Źŵ�ƶºººººƴºººººƿ�ŚƄºººººƴƯ�Śºººººŝ�Ʊĥ�Ĩ

ŤƯšƹŚƠ(Heterologous) řŹ�ƱŶĩ�Śŝ�ƿŪ(Codon usage) �
�ſř�ƱŚưƷǀ�Ưō�Ŷǀ�Źŵ�ƶƴ�Ưǀ�Ŷū�ƱŚŝżƿ�Ɯţ�Ŷǀǀ�Ư�źƾ�ƿŶŝŚ�ƹ��řżƟř�ŜŞſƿ�Ƃ

ŝǀ�����ºƯ�ŽƺºĭƺƫƹźŤƷ�Ʊĥ�ƱŚƾ��ŵŵźºĭ.��ř�Żř��ºƿ�����šŚºƘƫŚƐƯ�Źŵ�ƁƹŹ�Ʋ
Ƹţǀƶ��ƽ��Ʋƀºĩřƹ���Ư�Źŵ�ŚºƷǀ�ƱŚºŝż��ŚºƷƽ�ŹŚºĩƹźě�ƿţƺƾ�ƹ�ƿ�ŹŚºĩƺƿţƺƾ�
�ĭǀƷŚƾ���Ţſř�ƵŶƃ�ƵŵŚƠŤſř��æì�ƹæë��ř�ŵźŝŹŚĩ�ƿƁƹŹ�Ʋ���Źŵ�ŚºƷ

��żƳō�ŵźĪƬưƗ�ŭǈƇřƿƮ��ƹ�ŚƷ�ŝǀ��Ʊō�ƵƺŞƳř�ƱŚ����Ƴ�ŢƘƴƇ�Źŵ�ŚƷǀ���ŵŹƺºƯ�ż
���Ţſř�ƶŤƟźĭ�Źřźƣ�ƶūƺţ���������ºƬŞƣ�šŚƘƫŚƐƯ�Źŵ�ŜſŚƴƯ�ŹŚĩ�ƵřŹ�ŵƺŞƳƾ�

�řżƟř�ŢƸūƿ�ŵŚƤƯ�Ƃƿ��ŝ�Ʈĩ�źǀţƹźě�ƱŚǀǀĩźţƺƳ�ƲǀŜHP-NAP�Źŵ�
ƯǀƱŚŝż�ŚƷƽŝ�ǀƳŚƾ�źŤĩŚºŝ�ƱƺĤưƷ�ƽ�źƃř�ºƿƄǀƬĩŚƾ��E. coli���ºƿ�Ś

ſŚŝǀŽƺƬŤŝƺſ�ǀƬǀž��B. subtilis��Ŷū�šǈĪƄƯ�Żřƽ�ŵźŝŹŚĩ�
řƿ�ţƹźě�Ʋǀǀ�Źŵ�Ʋ��ř�šŚƘƫŚƐƯƿƴưƾ�řŻƾƿ��ƫƺţ�ƹ��ºǀ�����Ƶŵźưºƃ�Ʋƀºĩřƹ�Ŷ
Ưƾ�ŵƺƃ��æí��ƹì���ç���������řźºŝ�ǈŞºƣ�ƶºģ�źºĭř�ƽ��řżºƟř�ƿ�ŝ�Ƃ�ºǀ�ř�ƱŚ�ºƿ�Ʋ

ţƹźěǀǀ�ŝ�Ʋǀ��ƹŹ�źŝ�źŤƄƽ�Ƹŝ�ǀ��řźƃ�Ʊŵźĩ�ƶƴƿ�ŰƯ�Ǝǀ��ưţ�ŢƄĩ�Ǝ��żºĩź
ŵƺººŝ�ƵŶººƃ��æî��ººƫ�ǀě�ƲĪººǀŝ�ƭƺººƬƗ�ŢƟźƄǀţŚƯŹƺƠƳřƺººǀ�ƵřŹ�Ĩ

ƪů�ŚƷƽ�ƤƐƴƯ�ƾ��řźŝ�řŹ�ƽ�Ɯţ�ǀǀ��ƹŹ�źŝ�šřźƽ������ƵƺºŰƳ�ƹ�Ʊĥ�ŵƺºų���ƽ�
ŝǀ���Ɯţ�ƱƹŶŝ�Ʊō�ƱŚǀǀ��ŵŹ�Źŵ�ź�ºƿ��ºſř�ƞǀŶ��ŚºƷƽƯō�ǀ��ţƹźºě�ƶºƴǀǀ��Ŷºĩ�Ʋ

ƵŶƳƺƃ��ƽ�ě�ǀƂ����ŵřŵ�Źřźºƣ�ƹŹ����ř�ƝŶºƷ�ºƿ����řżºƟř�ƶºƘƫŚƐƯ�Ʋƿ�ŝ�Ƃ�ºǀŚ�Ʊ
ţƹźěǀǀ��ƲHP-NAP��źŤĩŚŝ�Źŵ�ƽ�źƃř�ºƿƄǀƬĩŚƾ����Ƹŝ�ƁƹŹ�ƶºŝ�ǀ��ƶºƴ
ŻŚſƽř�Ʊĥ�ƿţƹźě�ƲǀǀƲŚƷŹřżŝř�Ĩưĩ�ƶŝ�ƽŝ�ǀţŚƯŹƺƠƳřƺǀĪƾŵƺŝ����
��

ƁƹŹ�ƾſŹźŝ���
������ŵŹ�ƮºƷƿ�ºƠƾ�ƫřƺºţ�ƾ��Alignment����ƫřƺºţƾ�ºſř�ǀŶ�ŚººƷƽ� �
Ưōǀƶƴ�ţƹźě�ǀǀ��ƲHP-NAP�ƺſŹŵƿƶ�ŚƷƽ�ƞƬŤŴƯ��ƬƷǀ����źŤĩŚºŝ�ƺºĪ
ěǀŹƺƬƽƳĥ�ĨƳŚŝ�Żř��ƾ��NCBI Gene Bank��ſřƹ�ũřźŴŤ��Śŝ

���ŹřżƟř�ƭźƳ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�żǀƯ��ŢƷŚŞƃ�Ʊř�����ŚƤƯ�ƮºƷ�Śŝ�ŚƸƳō��ºƿ�ŵźĭ�ƶƀ�ºƿŶ��

ſŹźŝƾ�Śū�ƿƵŚĮ�ŚƷƽ��ŚºƷƽ���żƳō�Ɓźºŝ�ƿ�ºưƾ��Śūƿ�ƵŚºĮ��ŚºƷƽ���Ɓźºŝ�
żƳōƿưƾ��ƫřƺţ�Źŵ�ƾ�Ƴĥ�ƾ�HP-NAP��ƭźºƳ�ŵźŝŹŚºĩ�Śŝ���ŹřżºƟř�Ƙţ�ǀºǀ�Ʋ
Ŷƃ�������ŤƳĥ�ƶƄƤƳ�Ʊŵřŵ�Źřźƣ�ƺĮƫř�ŚŝǀĪƾ�ưſǈě�ǀŶ��ŚºƷƽ�pUC57�ƹ�� �

 pET28a(+)Śūƿ��żƳō�Ɓźŝ�ƵŚĮƿưƾ�BamHI��Śě�Źŵ�ǀƿ��Ţſŵ�Ʋ
�ƹHindIIIŹŵ��ř�Ţſŵ�ǇŚŝƿŞƘţ�Ʊĥ�Ʋǀŵźĭ�ƶƿŶ� 

Ƹŝǀ���Ʊŵźĩ�ƶƴ�Optimization����ŻŚſ�ƱƺƬĩ�ƹ�ƽƱĥ��HP-NAP��
ƫřƺººººţƾŚººººƷŻŚŝ�ƽ�Ʊĥ�HP-NAP��bp�éèê��ƶººººŝ��ƵřźººººưƷ� �

ŚūƿƵŚĮ�ŚƷƽ����żƳō�Ɓźŝ�ƵŶƃ�śŚŴŤƳř�ƿ�ºưƾ������ƭźºƳ�ŵźŝŹŚºĩ�Śºŝ�����ŹřżºƟř
Optimum Gene TM Algorithm�ŝ�ŢƸū�ºǀ�źŤĩŚºŝ�Źŵ�ƱŚƽ�

E. coliŝ�Ƹǀƶƴ�ŻŚſƽŶƃ���çå�����ŻŚºſ�ƱƺºƬĩƽƸŝ�Ʊĥ�ǀ���ƵŶºƃ�ƶºƴ� �
�HP-NAP��ưºººſǈě�ƱƹŹŵǀŶ�pUC57��Ţĩźºººƃ�Ǝºººſƺţ�

Genscriptwww.genescript.com,(Piscataway.Newjersy USA)��ƭŚººŬƳř
ŵźĭƿŶ���řźºŝƽě��ºǀĮƄǀźƽ �Ɯţ�ƶºƳƺĭźƷ�Żř�ºǀǀź��Źŵ�Ɲŵřźºţ���ŚºƷŻŚŝ� �
ƫřƺţ�ƾ�������ơƺºƟ�ƵŶƃ�żŤƴſ�Ʊĥ��Sequencing������Ţĩźºƃ�Ǝºſƺţ

Ƙţ�ƵŶƳŻŚººººſǀººººǀŵźĭ�ƲººººƿŶ�ƹ�ƭźººººƳ�ŵźŝŹŚººººĩ�Śººººŝ�ŹřżººººƟř� �
Vector NTI AdvancedTM 11(Invitrogen; USA)���Ɲŵřźºţ

ſřǀŶ�Ưōǀƶƴ�ŚƷƽ�����ř�Ǝºſƺţ�ƵŶƳƺƃ�Ŷĩ��ºƿ���ºſŹźŝ�Ʊĥ�Ʋƾ��ƫřƺºţ�Śºŝ�ƹ�ƾ�
ţƹźěǀǀŚƤƯ�ƖūźƯ�ƲƿŶƃ�ƶƀ���

ěǀ�ŝ�Ƃǀƴƾ�ŹŚŤųŚſ��ƭƹŵ�RNAě�ǀ�źŞƯŚ�mRNA���ěǀƂ�ŝǀƴƾ�ƹ�
ŚƤƯƿƶƀ��ƽ���ƹ�ƭƹŵ�ŹŚŤųŚſ��ŚěƿŹřŶƽ�mRNA�����Ƹŝ�Żř�ŶƘŝ�ƹ�ƪŞƣ�ǀ�ƶƴ

�Ʊĥ�ƱŶººƃHP-NAP�ŹřżººƟř�ƭźººƳ�Ĩººưĩ�ƶººŝ�Centrodfold�
ŬƳřŵźĭ�ƭŚƿŶ��çæ����

ººººůřźƏƾźĭŻŚººººƛō��ŚººººƷ��Primer��ƹ�řźººººƃƿ�ƎPCR��� �
ƺºººººĮƫř�Śºººººŝ�ƫřƺºººººţ�Ʊŵřŵ�ŹřźºººººƣƾƸŝ�ǀƱĥ�ƵŶºººººƃ�ƶºººººƴ� �

HP-NAPƹ��ƫřƺººººººţƾººººººƳĥ�ƾưººººººſǈě�ǀŶ�ŚººººººƷƽ� �
pUC57��Genscript: USA��pET28a(+)(Novagen; USA)�

ƹ�ƭźºººººººƳ�ŵźŝŹŚºººººººĩ�ƫŚºººººººƳō�ŹřżºººººººƟřǀźĭŻŚºººººººƛō�ż� �
OLIGO��OLIGO Primer Analysis Software��
ŚƷźĭŻŚƛōƽ���ŚƯŻō�ŢƸū�ƭŻǇ�ƿƂ�ŚƷƽ�ŚţǀƿŶƽ�ƳƺƬĩ�ǀ�ř�Ĭºƴ�ºƿ�Ʊĥ�Ʋ

ůřźƏƾ�ŵźĭ�ƿŶ��ŨĪţǀ�������Śºŝ�źƔƳ�ŵŹƺƯ�Ʊĥ�źPCR����ƶºƯŚƳźŝ�ŢºŰţ���ƽ�
ŚƯŵƾƿ���ƪƯŚƃ�îé�ƶūŹŵ��ƽŤƳŚſ�ƾ�ƶŝ�ŵřźĭ��šŶƯê�ƣŵǀ���ƶºƤèå�ƵŹƹŵ�

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

�ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƤǀƤů�ƾƬƗ�ŶưŰƯ��
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��ƪƯŚƃîé���êë�ƹ�ìç�ƶūŹŵ���ƽ�ŤƳŚſ�ƾ��źƷ�ŵřźĭ���ƭřŶĩƿ�ƣŵ�Ĩǀ��ƹ�ƶºƤ�
�ŚƸƳ�Źŵƿ��Ţƿ���ƶƬůźƯ�Ĩìç�ƶūŹŵ���ƽ�ŤƳŚſ�ƾ��ƶŝ�ŵřźĭ���šŶƯæå�ƣŵ�ǀ�ƶƤ

ŢƟźĭ�ƭŚŬƳř� 

ƺººſƿƶ�ººƷŚƽźŤĩŚŝ�ººƿŚƾƿƪººƣŚƳ���żººƳō�ƹ�ŚººƷƿƮ�ŚººƷ�źƃř�ººƿƄǀƫƺĩŚƾ�
JM107���DH5á���ƹźƃřƿƄǀƫƺĩŚƾ�BL21-DE3��ƶºŝ��ţźţ�ºǀ�Ŝ

ƶººŝ�Ư�ƱřƺººƴƗǀƱŚººŝż�ŚººƷƽŨĪţ�ººǀźƽŝ�ƹ�ººǀƳŚƾ�ŶƳŶººƃ�ƵŵŚƠŤººſř���
ưººſǈěǀŶ�ŚººƷƽ�pUC57�ƹ�pET28a(+)ƶººŝ��ţźţººǀ�ŢººƸū�Ŝ� �

��ŝ�ƹ�ƱƺƬĩǀ�������ŶºƴŤƟźĭ�Źřźƣ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯ�ƝŶƷ�Ʊĥ�ƱŚ���żºƳōƿƮ��ŚºƷƽ�
ŵƹŶŰƯ���ƵŶƴƴĩBamHI�ƹ�HindIII���Ɓźºŝ�Źŵ���ŚºƷƽ�żƳō�ƿ�ºưƾ��ƹ�

DNAT4�ƫ�ǀ��ŻŚĮ�Fermentas��Źŵ�������ƵŵŚƠŤºſř�ơŚºŰƫř�Ƃƴºĩřƹ
ŶƳŶºººƃ��żºººƳō�ŻřƿƮ�DNA PolymeraseTaq�Ƴºººǀż�ŢºººƸū� �

ŨĪţǀ�ƹ�ź�Śţǀƿ�ƶƘƐƣ�Ŷ��ƽ�����ưºſǈě�Źŵ�ƝŶƷ�Ʊĥ�ǀ�ŝ�Ŷ�ºǀƳŚƾ��Śºŝ��PCR�
�Ŷƃ�ƵŵŚƠŤſř�ç����

��Ʊĥ�ƱƺººƬĩ�śŚººſHP-NAP��ǈě�ưººſǀŶ�pUC57+HP-

NAPƹŚºººººů�ƽ�ºººººſ�Ʊĥ�ǀŤŤƴǀ�ĨHP-NAP�(Accession 

Number:HQ831507)�Źŵ��Ưǀ��ƱŚŝżźƃřƿƄǀƫƺĩŚƾ�JM107�ŨĪţ��ºǀź�
Ŷººººƃ�ƹ��ƵŵŚƠŤººººſř�ŚººººŝŻř�ĩººººǀººººƬŴţ�ŢǀƆưººººſǈě�ǀŶ�

�Fermentase��ŻŚſ�ƆƫŚųƽ�ŵźĭ�ƿŶ�ƹ������ơŚºŰƫř�ŢºƸū�žĜſ
ưººſǈě�Źŵǀŝ�ŶººǀƳŚƾưººſǈě�ǀ�ŶpET28a(+)�(Novagen)�

��żƳō�ƮƌƷ�ŵŹƺƯƿưƾ��żƳō�Śŝ�ƿƮ�ŚƷƽ�ƹŶŰƯ���ƵŶƴƴĩ�ŵBamHI���ƹ�III�
Hind��ŢƟźĭ�Źřźƣ��ç���ƶƘƐƣ��ƽ�źŝ�ƿ��Ƴĥ�ƵŶƃ�ƵŶƾ���ƆƫŚų�Żř�žě�

ŻŚſƽ����ưſǈě�Źŵ��Ʃĥ�Żř�ǀŶpET28a(+)�����ºưƷ�Ǝſƺţ�ƶĩǀ��ƹŵ�Ʋ
żººƳōƿźŝ�ƮººƿƵŶ���ơŚººŰƫř�Ƃƴººĩřƹ�Śººŝ�ŵƺººŝ�ƵŶººƃ��Ligation�� �
ŵŹřƹ�ŵźĭººƿŶ.�ƯŚººưţ�Źŵƾřźººŝ�ƪººůřźƯ�ƽººƬŴţ�ǀƹ�ƶººƘƐƣ�Ɔ�ººƿ�Ś

ưſǈěǀŶ�źŝƿ��Żř�ƵŶƃ�ƵŶ�ƹŹƽ���ĩ�Żř�Ʃĥ��ºǀ��ºƬŴţ�ŢǀƆ��Roche��
Ŷºººƃ�ƵŵŚƠŤºººſř��ơŚºººŰƫř�ƩƺƈºººŰƯ��ưºººſǈěǀĩźţƺƳ�ŶºººǀŜ�

pET28a(+)-NAP��źŤĩŚººŝ�ƶººŝ�ƽźƃř�ººƿƄǀƫƺĩŚƾ�JM107�
��Ŷºººƃ�Ƶŵřŵ�ƩŚºººƤŤƳř��źĮƫŚººººŝźƛƽ�źŤĩŚºººŝ�ƽ��ŚºººƷƽ�ƪººººƯŚů�� �

ưºººſǈěǀŚƷŶƽ��ƁƹŹ�Ĩºººưĩ�ƶºººŝźƔƳ�ŵŹƺºººƯ�PCR�Śºººŝ�ƹ�� �
Żř�ƵŵŚƠŤºººſř�ŚºººƷźĭŻŚƛōƽƇŚƈºººŤųř�ƾºººůřźƏ�ƾƱĥ�ƵŶºººƃ�� �
HP-NAP�Ƹŝǀ���ŵźĭ�ƭŚŬƳř��ƵŶƃ�ƶƴƿŶ���Śţ�ŢƸūǀƿ�ŚƸƳ�Ŷƾƿ���ƱƺºƬĩ�

Ʊĥ�ƱŶººƃHP-NAP�Źŵ�pET28a(+)żƳō�ƮƌººƷ�Żř��ƿººưƾ�
żººƳōƿƮ�ŚººƷƽ��ƵŶººƴƴĩŵƹŶŰƯººƿƹŹ�ƵŶººƃ�ŵŚƽ�ưººſǈě�ǀŚƷŶƽ� �

�Ŷƃ�ƵŵŚƠŤſř��ƵŶƃ�ƆƫŚų�ŜǀĩźţƺƳ�æé����
ŝººǀƆƫŚººų�ƹ�ƱŚ�ŻŚººſƽţƹźººě�ǀǀĩźţƺƳ�ƲººǀŜ�HP-NAP��� �

ưººſǈěǀĩźţƺƳ�ŶººǀŜ�pET28a(+)-NAP�ƶººŝ�Ưǀŝ�ƱŚººŝżººǀƳŚƾ�
źƃřƿƄǀƫƺĩŚƾ�BL21-DE3��Ŷƃ�Ƶŵřŵ�ƩŚƤŤƳř����źĮƫŚºŝźƛ�ŢƸūƽ�
ŚƳřƺţƾƿ�ŝ�ǀ�źŤĩŚŝ�ƱŚƽ�ŚƷƽ�ƹŚů�ƽ�ưſǈě�ǀ�ĩźţƺƳ�Ŷǀ����ŶºƃŹ�Ŝƿ��ƶºŤƟŚ
�ƹŹ�źŝƽ�LB���ƹŚºů�ŶƯŚū�ƽ��ºŤƳō�ƾ�ŝǀţƺ�ºǀ�ŚƯŚƳŚĩ�Ĩ�ºƿƀǀ���ŢƄºĩ��Ʋ
řżŬƯƽ�ƴƬĩ�ƾ�Źŵ��è�Ư�ǀƬƾ�ƫǀ�ŰƯ�źŤǀ�ŢƄĩ�Ǝ�LB�ŚƯ�ƿ��ƹŚºů�Ɩƽ�êå�

ƯǀĭƹźĪ��Ư�Źŵ�ƭźǀ�ºƬƾ�ƫǀ��ŚƯŚƳŚĩ�źºŤ�ºƿƀǀ�Ƹţ�Ʋ�ºǀ�������Śºŝ�ŹƺţŚºŝƺĪƳř�Źŵ�ƹ�ƶ
ººƳřŹƹŵ�Ţººĩźůƾ��çååƣŵ�Źŵ�Źƹŵ�ǀƶººƤ��ŚººƯŵ�ƹƽ�èìƶººūŹŵ��ƽ�

ŤƳŚſƾ�����šŶƯ�ƶŝ�ŵřźĭƿ����ŹřŸºĭŚƯźĭ�Ŝºƃ�Ĩƽ�ŵźĭ��ºƿ�ƹ�Ŷ�Ʊō�Żř���ŚºƷ
����ŵŶŬƯ�ŢƄĩ�ŢƸūæê�ŰƯ�ǀ�ŚƯ�ƎƿƖ�LB��řźƃ�Śŝ�ƿ����ƵŵŚƠŤºſř�ƪŞƣ�Ǝ

Ŷƃ��ƳŚƯŻ�ƹƾ�����ºŰƯ�šŹƹŶºĩ�ƶĩ�ǀ���������ũƺºƯ�ƩƺºƏ�Źŵ�ŢƄºĩ�Ǝëåå�
źŤƯƺƳŚƳ��Ŷů�ƶŝŵƹ�ë�å���Śţ�æ�ſŹǀ�ưſǈě��ŶǀŚƷŶƽ�ĩźţƺƳ��ºǀ����Śºŝ�Ŝæ�

ƯǀƬƾ��ř� ŹǇƺƯƿěƹźěƹżǀƪ�ŚŤŝ�ŵƽ�ţǀěƺŤĩǇŚĭƺǀŻƺƳřź�ºƿ��Ŷ(IPTG)�
�ŶƳŶƃ�ŚƤƫř.�����ƱŚºƯŻ�Źŵ�ƶƳƺưƳ�Ūƴě���ŚºƷƽ������ŢºƠƷ��Ūƴºě��ƶºſ��źƠºƇ�

����źŤĩŚŝ�ŢƄĩ�Żř�ŢƗŚſ�ƵŶŬƷƽ�ŚƷƽ���Ƹţ�ƵŶƃ�ŚƤƫř�ǀ��Ư�ƹ�ƶǀ�ŝ�Ʊřż�ºǀ�ƱŚ
ţƹźěǀǀ��ƱŚƯŻ�Źŵ�Ʋ�ŚƷƽ��Śŝ�ƞƬŤŴƯ������ƁƹŹ�ĨºưĩSDS�PAGE�

�Ʃĥ�Źŵ�ê�æç��ĬƳŹ�ŶƇŹŵ��Ưōǀżƽ���ſŚƯƺĩ�Śŝ�ƵŶƃ�ƾ�R-250��ŵŹƺƯ�
ŻŹřƿŝŚƾ��ŢƟźĭ�Źřźƣ���æë���ƩƺƬſ�ŚƷƽ�źŤĩŚŝ�ƽ�ºŰƯ�Źŵ�ǀ��ŢƄºĩ�Ǝ

����ŢƗŚſ�Źŵ�ŚƤƫř�Żř�žě�ŚƷƽ����Ɩºưū�ŹƺĩŸºƯ��Źƹōƽ�����Ƶŵřŵ�śƺºſŹ�ƹ�
ŶƳŶƃ���źŤĩŚŝ�śƺſŹƽ�ŚƷƽ��ŶƘŝ�ŹƺĩŸƯ��Żř�����źƟŚºŝ�Śŝ�ƱŶƃ�ƺƄŤƀƃ�
źŴţƿŜ��êå�Ư�ǀƬƾ���ƩƺƯNaH2PO4���èåå�Ư�ǀ�ºƬƾ����ƩƺºƯNaCl��
æå�ƯǀƬƾ�ƩƺƯ�řƿưǀƩƹŻřŶ�í pH����řŵŶŬƯŹŵ�ưƷǀ�źƟŚŝ�Ʋ���ƵřźưƷ�ƶŝ�
żƳōƿ�ƫ�ƮǀŻƹżƿƮ��mg/mlê��ƹ�PMSF��ml�gxæìå����ƪĪƃ�ƶŝ

ƀƳŚĜſƺſǀ�����ƹŹ�źŝ�ƹ�ƵŶƯō�Źŵ�Ʊƺƽ�ƿ����ŢºŝƺƳ�Ƶŵ�Źŵ�Ų����ƶƬºƇŚƟ�Śºŝ���ƽ�
�ƹ�ƪƸģ��ƳŚŧ�Ūƴěǀ�����ſ�ŢŝƺƳ�źƷ�Źŵ�ƹ�ƶƾ�ƳŚŧ�ǀ����žƳŚĩźƟ�Śŝ�ƶë�åƳŚŧ��ºǀ�ƶ
���Ʊřƺţ�ƹìå�ŶƇŹŵ�������������Śºţ�ŶºƴŤƟźĭ�Źřźºƣ�šƺºƇřźƟ�ũřƺƯř�źŧř�ŢŰţ�

ƶŝ���ƃǈŤƯ�ƪƯŚĩ�ŹƺƏƾ�ŶƳƺƃ����ƶƬůźƯ�Źŵ��ƽ��ƫ�ŶƘŝ�ǀ��ƫƺƬºſ�šřżƾ��Źŵ�
g�çåååå�řźŝ�ƽ���šŶƯçå�ƣŵ�ǀ�źŤƳŚſ�ƶƤƿ��ŶƳŶºƃ�ĥƺƠ������ŹƺºƐƴƯ�ƶºŝ
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ěǀĮºººǀźƽƵƺºººŰƳ��ƽŝ�ºººǀţƹźºººě�ƱŚǀǀŝƺºººſŹ�ƪĪºººƃ�ƶºººŝ��Ʋƾ� �
(Inclusion Body)�ƹ�ƿřźŝ��ƩƺƬŰƯ�ŚƽƘţ�ǀǀ�ŜſŚƴƯ�ƁƹŹ�Ʋ

ƬŴţǀ�ţƹźě�Ɔǀǀ����ŻŹ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�Ʋƿ�Ƴ�Ʋǀ���ƪĪ�QIAGEN��ƿ�Ĩ
��ŚƯ�Żř�ƶƳƺưƳƿ�ƹŹ�Ɩƾƿ��ŚƸƴţ�ƶŝ�ƾƿ���ƹ�ƿ��������Żř�žºě�śƺºſŹ�Żř�ƶƳƺưƳ�Ĩ

�źƟŚººŝ�Źŵ�ƱŶººƃ�ƪººů�B��æåå�ƯǀººƬƾ�ŹǇƺººƯ�NaH2PO4��æå�
ƯǀƬƾ�ŹǇƺƯ�Tris-Cl���í��ŹǇƺºƯ��ƵŹƹř�í pH���ºŝƶ��ºſƹǀ�ŻŹ�ƶƬ�ºƿ�Ʋ
Ƴǀ�ƹ�ƪĪ�SDS-PAGE��ſŹźŝ�ŵŹƺƯ�ƾ��ŶƴŤƟźĭ�Źřźƣ�.�řźŝƽ�ƫƺţ�ǀ�Ŷ

�Řţƹźººě�ƵƺºŞƳřǀĩźţƺƳ�Ʋººǀ�ŜHP-NAP�ººƿ�ƶººŝ�ƶƳŚŞººƃ�ŢƄººĩ�Ĩ
ůźƃƾ��������Ƹţ�Ŷºƃ�Ƶŵřŵ�ǈŞºƣ�ƶºĩ��ºǀ�ƹ�ƶ����řźºŝ�Ʊō�Żřƽ���ŵŶºŬƯ�ŢƄºĩ��
æåå�æåƯ�ǀººƬƾ�ƫǀººŰƯ�Żř�źººŤǀ�ƵŻŚººţ�ƎLB�Źŵ�ƲººƫŹř�ŚººƷƽ�êåå�

ƯǀƬƾ�ƫǀźŤƽ��ŵźĭ�ƵŵŚƠŤſř�ƿŶ���ƳŚºƯŻƾ���Ƙưū�ƶºĩ�ºǀ��źŤĩŚºŝ�Ţƽ�����ƶºŝ�ŚºƷ
��ſŹ�ŜſŚƴƯ�šŹƹŶĩǀ���Śŝ�ŶƳŶæ�Ư�ǀƬƾ���ƩƺƯIPTG��ƶºŝ�ƹ�ŚƤƫř����šŶºƯ

�������Źŵ�Ʊō�Żř�ŶƘŝ�ŢƗŚſ�Ūƴěèì�ƶūŹŵ�����ƽí�ŤƳŚſ�ƾ����ŹřŶºƸĮƳ�ŵřźºĭƽ�
ŶƳŶƃ����ř�Żř�žěƿ��ƩƺƬſ��ƱŚƯŻ�Ʋ��ŚºƷƽ��źŤĩŚºŝ�ƽ��źŤƳŚºſ�Śºŝ�ƿŹŵ�ĥƺƠ�

g�îååå�Ɩưū�Źƹōƽ�����źƟŚŝ�Śŝ�ƹ�Tris�ŝ�ǀ�Ư�ŢƀǀƬƾ����ƺƄºŤƀƃ�ŹǇƺƯ
�ŶƳŶƃ�Ƶŵřŵ�����ƬŴţ�ƁƹŹ�śŚŴŤƳř�Śŝǀ��ţƹźºě�ƆǀǀƲ��ŚºƷƽ�ĩźţƺƳ�ºǀ�Ŝ

řźººƃ�ŢººŰţƿŝƺººſŹ�Ǝƾ�(Denature Condition)�śƺººſŹ�
ƩƺƬſ�ŚƷƽ�źŤĩŚŝ�ƽ����źƟŚŝ�Źŵ�B������������ƱƺŤºſ�ƶºŝ�ƩŚºƤŤƳř�Żř�žºě�ƹ�ƪů�

ŻŹººƿƳ�Ʋǀ�ƪººĪ�QIAGEN���źƟŚººŝ�Śººŝ��C��æååƯ�ǀººƬƾ��ƩƺººƯ
NaH2PO4��æåƯ�ǀºººƬƾ��ƩƺºººƯTris-HClƹ��í��ƵŹƹř�ƩƺºººƯ�

è�ë pH���Śě�Źŵ�ƹ�ƵŶƃ�ƺƄŤƀƃƿźƟŚŝ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�ƱŚ���ũřźŴŤºſř
�źƟŚŝ�C�ƹŚů�ƽ�ř�ƿưǀ��ƩƹŻřŶçêå�Ư�ǀƬƾ�ŹǇƺƯ�è�ë pH��ţƹźě��ǀǀ�Ʋ

������Ɩºưū�ƹ�řŶºū�ƱƺŤſ�Żř�Źƹōƽ��Ŷºƃ���çç��ƹæé���Ư�ºǀ���ƅƺºƬų�Ʊřż
ţƹźěǀǀƲ�����Ĩưĩ�ƶŝ�ŚƷSDS-PAGE��ſŹźŝ�ŵŹƺƯ�ƾ���ƶºŤƟźĭ�Źřźƣ���

�źě�ŢƔƬƛţƹǀǀ�����Ƙţ�ŵŹƺƟ�ŵřźŝ�ƁƹŹ�Śŝ�Ʋǀǀ�����Řţƹźºě�ƪĩ�ŹřŶƤƯ�ƹ�Ʋǀ�Ʋ
��Żř�ƵŶƃ�ƆƫŚų�ƿ�ƫ�Ĩǀ���źŤĩŚºŝ�ŢƄĩ�źŤƽ���ŵźĭ�ƶŞºſŚŰƯ��ºƿŶ��çè���

ěǀƂ�ŝǀƴƾ��ƫƺĪƬƯ�ƱŻƹ�ƾ�ţƹźě�ǀǀ�ŝ�Ʋǀ��ưſǈěŹŵ�ƵŶƃ�ƱŚǀ�ŝ�Ŷ�ºǀƳŚƾ���Śºŝ�
��ŹřżºƟř�ƭźºƳ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�ExPASy- Compute pI/Mw tool�

ŵźĭ�ƭŚŬƳřƿŶ���
��šǈºŝ�ƱźŤſƹ���Řţƹźºěǀ�ĩźţƺƳ�Ʋ�ºǀ����Ʃĥ�Żř�ŜSDS-PAGE���ƶºŝ�

�Ƭě�ŸƛŚĩƾ�ƹ�ƿƴǀƬ�ºǀŶƿ�ŵ�Ʋƽ�ŹƺƬƟ��ºƿ��Ŷ�PVDF�����ƵŚĮŤºſŵ�Ǝºſƺţ�

��šǈŝBio-Rad��řźƃ�Źŵ�ƿ���Ŷƃ�ƪƤŤƴƯ�śƺƏźƯ�Ǝ���řźºŝƽ���ƩźºŤƴĩ�
�ţƹźě�ƩŚƤŤƳřǀǀ���ţƹźě�źĩŹŚƯ�Żř�Ʋǀǀƴƾ��ě�Żř�ǀ�������ƵŵŚƠŤºſř�ƵŶºƃ�ĬºƳŹ�Ƃ

ŵźĭ�ºƿŶ��Pre-stain ladder SM0607�����ŻŚºſ�ŵƹŶƀºƯƽ�
�Blocking��ŚƄºººººƛƽ�PVDF�ƩƺºººººƬŰƯ�Śºººººŝ��TBS�� �
�êå�Ư�ǀƬƾ�ŹǇƺƯ�Tris���æêå�ƯǀƬƾ�ŹǇƺƯ�Nacl��ƹŚůƽ�ê��ŶƇŹŵ�

�ºƃǀ��ĨƄºų�ź�Fat Free Milk���ƶºŝ���šŶºƯè���ƭŚºŬƳř�ŢƗŚºſ�
ŢƟźĭ���ƶƬůźƯ�Źŵ��ƽ���ŤƳō�Śŝ�ŚƄƛ�ŶƘŝ�ƾ�ŵŚŝƽ��ƺºƳƺƯ����ºƃƺƯ�ƩŚºƳƺƬĩƾ�
ƬƗźŝººǀ�ƶ6His-tag��Roche��Źŵ�źƟŚººŝ�TBS-T�ŹŚººŝ�Ţººƣ�

æ�æååå�ƶŝ�šŶƯ�è��Źŵ�ŢƗŚſ�ŚƯŵƽ����Ŷºƃ�ŹƹŚŬƯ�ơŚţř�����ƺƄºŤƀƃ
źƟŚŝ�Śŝ TBS-T �TBSƹŚůƽ�åê�å�ŗƺºţ�ŶƇŹŵ�ǀ�Ʋçå����ƭŚºŬƳř
Ŷƃ�����ƺƄºŤƀƃ�Żř�žěƽ��ŚºƸƳ�ƾƿ����Śºŝ�ŚƄºƛ�����ƩƺºƬŰƯ�åë�å��ŶºƇŹŵ�

DAB��êå�Ư�ǀƬƾ���ŹǇƺƯTris����ƵřźưƷ�ƶŝ��ºƿ������śō�ŶºƇŹŵ�ƮºƷŵ�Ĩ
ƀĩřǀƶƳĦ��������������źºƐƤƯ�śō�Śŝ�Ƃƴĩřƹ�ŶƳŚŝ�ŹƺƸƓ�Żř�žě�ƹ�ŢƟźĭ�Źřźƣ

ƹ�ƵŶƃ�ƞƣƺŤƯ�Ƹţ�žĪƗ�Ʊō�Żřǀŵźĭ�ƶƿŶ��æë����
��

ƶŤƟŚƿ��ŚƷ��
�����ººººſŹźŝƾƮººººƷ��ŵŹƿººººƠƾţƹźººººě�ǀǀ�ƲHP-NAP��Ʊĥ� �

HP-NAP��ƯŚưţ�Źŵ�ƾ�ƺſ�ƿƶ�ŚƷƽ�ƬƷǀ�ěźŤĩŚºŝƺĪǀŹƺƬƽ���ŢºƓŚƠů�
�ƹ�ƵŶƃ�ŚƤƯƿƶƀ��ƽ��ſř�ƝŵřźţǀŶ�ŚƷƽ�Ưō�ǀ���ţƹźºě�ƶºƴǀǀ��ƲHP-NAP�

Źŵ�ƀŝǀŹŚƽ�ƺſŻř�ƿƶ�ŚƷƽ����ŝ�ƹ�ŵŹřŶƳŚŤºſř�ǀ�ŹŚºưƽ�řŻƽ�ř��ºƿ��źŤĩŚºŝ�Ʋƽ�
ƳŚƀưƷƾ��Identity��îí����ƾƫřæåå�����Ʊō�Ʋǀŝ�Źŵ�řŹ���ƆŴƄƯ�ŚƷ

Ưƾ�ŶƿŚưƳ����
Ƹŝǀƹ�ƶººƴ�ƱƺººƬĩ�ŻŚººſƽƫřƺººţ�ƾƱĥ��HP-NAP��Ŷººĩ�Ɲŵřźººţ� �

ƵŶƴƴĩ��ƽ�Ʊĥ�HP-NAPƜţ�Śŝ�ǀǀź�ŵŶƘŤƯ�ƪƯřƺƗƽ�ºƯ�ƶĩ�ƾ���ŶºƴƳřƺţ
�ƹŹ�źŝƽ�ŝ�ǀ���źŤĩŚŝ�Źŵ�Ʊō�ƱŚƽ�źƃřƿƄǀƬĩŚƾ�ŧŚţǀ��ŶƴƃŚŝ�ŹřŸĭ�ź��Ƹŝ�ǀ�ƶƴ
ŵźĭƿŶ��řƿ�Ƹŝ�Ʋǀ�ŻŚſ�ƶƴƽ�Źŵ��ç���ſŹźŝ�ƪŝŚƣ�ƂŴŝƾ���Źŵ�ƶĩ�ŵƺŝ���źºŝ�
ĭǀƵŶƳź�ƽƔƴţ�ǀƮbias �Codon usage���ºƃ�ƪĪæ��ƹ��řżºƟřƿ�Ƃ

řƺŤŰƯ�ŶƇŹŵƽŚſ�ƿŻƺŤƿƳřƺĭ�ƹ�ƲǀƯ�Ʋƾ�Ŷƃ��ƪĪƃ�ç����
řżƟřƿ�ƆųŚƃ�ƂCAI��Codon Adaptation Index����ƱŚƄºƳ

ƵŶƴƷŵ��ƽ�řżƟř�ƿ�ƱƹŶĩ�Ƃ�ŚƷƽřźŝ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯ�ƽ�ŝǀř�ƱŚ�ºƿ�Źŵ�Ʊĥ�Ʋ
źŤĩŚŝƽ�źƃřƿƄǀƬĩŚƾ�Ţſř����ř�ƪĪƃ���ƞºƫř�����ĭŶºƴĩřźěƾ���ŶºƇŹŵ�
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ƱŶĩ�ŵźŝŹŚĩ�ŚƷƽŵŹƺƯ���ƵŵŚƠŤºſř��Frequency of Optimal Codon��
Źŵ�ŶƘŝ�Żř�Ƹŝǀ��źºŤưĩ�ƶŝ�ƱŶƃ�ƶƴƿ�Ŷºů�Ʋ����ƂƷŚºĩ�ƲºĪưƯƿ�ƹ�ƶºŤƟŚ�
Ɯţǀǀ�Śŝ�šřź��ƱŶĩ�śŚŴŤƳř�ŚƷƾƿ����Źŵ�ƶĩ�Ţſř�Ƶŵƺŝ��ƀƯǀź�ƫƺŝŚŤƯǀ�Ʈƀ

��ƩƺƬſźƃřƿƄǀƬĩŚƾ�ŝ�ǀźŤƄƿ�ŵźŝŹŚĩ�Ʋ�řŹ�ƶŤƃřŵ�ŶƳř��ƪĪƃ�æ��ś����
�ƹ�śŚŴŤƳř�Ɯţ�ºǀǀ������ƶºŝ�ŜºſŚƴƯ�ƱŶºĩ�ź��ƺºŰƳƽ������ƺºŤŰƯ�ƶºĩ�Ƶŵƺºŝ�ƽ�

ſǀŻƺŤƿƲ��Ƴřƺĭǀ���Żř�Ʋèí���ř�Ŷů�ŶƇŹŵ����ƶŝ�źŨĩéê�řżºƟř�ŶƇŹŵ�ƿ�Ƃ
ƿ���Ţſř�ƶŤƟŚ�Īƃ��ƪç�����Ƹŝ�ƪůřźƯ�Źŵǀ�ƶºƴ��ƽ����ŹŚŤųŚºſ�Ʊŵźºĩ���ŚºƷƽ�

Stem- LoopŹŵ��mRNAƫƹř�ǀ�����Źŵ�ƩǈŤºųř�ƶºŝ�źºŬƴƯ�ƶºĩ�ƶ
��ƩŚƈţřŹƿƭƹŻƺŞ�Ư�ƾ�ŵŵźĭ����ƹ�ƵŶƃ�ƶŤƃřŵźŝ��řƿ�Ɯţ�Ʋǀǀ��ŚƤƯ�Śŝ�źƿƶƀ��ƽ�

ŝǀ����ƭƹŵ�ƱŚưŤųŚſ�ƲmRNA������Ƹŝ�Żř�ŶƘŝ�ƹ�ƪŞƣ�Źŵ�ǀ�ƶºƴ��ŻŚºſƽ��Ʊĥ�
HP-NAP����ƪĪƃ�Źŵ�è��ŶƷŚƄƯ�ƪŝŚƣ��Ţſř�Ƶ��ŚƤƯƿƶƀ��ƽ�Ɯţ�ǀǀ��Źŵ�ź

ŚƷŻŚŝƽ�����Ƹŝ�Żř�ŶƘŝ�ƹ�ƪŞƣ�ǀ������Ʊĥ�ƱŶºƃ�ƶºƴHP-NAP��ºŝ�ƶ���ŭƺºƋƹ
Ưǀ��ƱƹŶĩ�Ʈĩ�Ʊřż�ŚƷƽ����Źŵ�ƵŵŚƠŤºſř�ŵŹƺƯ���źŤĩŚºŝƽ�źƃř�ºƿƄǀƬĩŚƾ�řŹ�

��Ɯţ�Żř�ƪŞƣǀǀź�řƿ���Ư�ƱŚƄƳ�Ʊĥ�Ʋƾ���ŶƷŵ��ƪĪºƃ�é�����ƱĥHP-NAP�
�ƤƟƺƯ�Śŝǀ���Ƹŝ�Żř�žě�Ţǀƶƴ��ŻŚºſƽ�Źŵ���ưºſǈěǀ��ŶpUC57���Ǝºſƺţ

���ƵŶƳŻŚſ�Ţĩźƃ�ŻŚſ�ƱƺƬĩƽ�Ŷƃ���ŤƳŚƿƘţ�Żř�ƪƇŚů�Ū�ǀºǀ�ƫřƺºţ�Ʋƾ�
�Ƹŝ�Ʊĥǀ���ƹ�ƵŶƃ�ƶŤųŚſ�ƶƴ�ŚƤƯƿƶƀ��ƽ��ŵŹ�ƮƷ�ƿƠƾ�ƶºưūźţ��ƽ��Ɲŵřźºţ�

ſřǀ�Ưō�Ŷǀ���������ţƹźºě�Śºŝ�Ʊō�Ǝºſƺţ�ƵŶƃ�Ŷĩ�ƶƴǀǀ����ºƷ�ƝŶºƷ�ƲǀĢ���ƶºƳƺĭ
Ɯţǀǀźƽ���ſř�Źŵ�řŹ�ǀŚƷŶƽ�Ưō�ǀ����ºŝ�ƵŶƳƺƃ�Ŷĩ�ƶƴƶ��ºſƹǀƶƬ��ƽ��Ƹŝ�Ʊĥ�ǀ��ƶºƴ

��ưƳ�ƱŚƄƳ�ƵŶƃƾ�ŶƷŵ���ƪĪºƃ�ê��ƹ�Śţ�ºǀƿ��ºƯ�Ŷƾ�ŚưƳ�ºƿ�����ƩŚºưƗř�ƶºĩ�Ŷ
Ɯţǀǀ�ƹŹ�šřźƽ�����ºƷ�ƱƹŶºŝ�Ʊĥ�ǀĢ���Ɯţ�ƶºƳƺĭ�ºǀǀźƽ���ƹŹ�źºŝ�ƽ�ŵŹ��ºƿ�ƞ
ſřǀŶ�ŚƷƽ�Ưō�ǀ��ţƹźě�Źŵ�ƶƴǀǀ���Ţſř�Ƶŵƺŝ�ƝŶƷ�Ʋ���ŚºŤƳƿ�ŚƤƯ�Ū�ºƿƶƀ�řƽ�
ŚſƿƜţ�źǀǀ�ƪĪƃ�Źŵ�šřźëŢſř�ƵŶƯō��� 

źĭŻŚºººººƛō�ŚºººººƷƽºººººůřźƏ�ƾƵŶºººººƃ���ŚºººººƷźĭŻŚƛōƽ�� �
ºººººººěǀƵŶºººººººƳƹŹ�Ƃ��Forward���Ɲŵřźºººººººţ�Śºººººººŝ� �

��  GGA,TCC,ATG,AAA,ACC,TTC,GA ��
ƹ�ŽƺººººººººººĪƘƯ��Reverse��Ɲŵřźººººººººººţ�Śººººººººººŝ� �

�  AAGCTTTTACGCCAGGTGC ����źººƷ
��ƭřŶĩçå�ŻŚŝ���ŚƳřƺţƾƿ�ŚſŚƴƃ�ƾƿ��Ƹŝ�Ʊĥ�ǀ�����ƵŶºƃ�ƶºƴHP-NAP��řŹ�
�ƹŹ�Źŵƽ�źƷ�ƿĨ���ưºſǈě�ŻřǀŚƷŶƽ�pET28a�ƹ��pUC57�ŵřřŹ�

Ưƾ�ŶƃŚŝ��Źŵ�ůřźƏƾ�����řźºŝ�ƭŻǇ�šŚƔůǈƯ�ŚƷźĭŻŚƛō�ƽ�ě��ºǀźĮƄƽ�

Żř�ĪƄţǀ�ŚƷŹŚŤųŚſ�ƪƽ�����řŵ��ęƺƫ�Żř�ƮƗř�ŜſŚƴƯŚƳ�ƿ�źºư�ƹ�ƿ��ƱŚƀºĪ
��źĭŻŚºººƛō�ƩƺºººƏ�Ʊŵƺºººŝ�ƹ�ŚºººƷ�ŵżƳºººƿ�ŚºººƯŵ�Ʊŵƺºººŝ�Ĩƽ� �

ǀƳōƹ�ĬºººƴǀƬ�Ţºººſř�ƵŶºººƿŵźĭ�ŢºººƿŚƗŹ�ƾƇŚƈºººŤųř�ƩŚƈºººţř�� �
�ƱƺƬĩ�śŚſ�ŻŚſƽ���Źŵ�pET28a(+)�����Ƹŝ�Ʊĥ�ơŚºŰƫřǀ���ƵŶºƃ�ƶºƴ�
HP-NAP��ưſǈě�ƱƹŹŶŝ�ǀ��ŶpET28a(+)��ƤƟƺƯ�Śŝ�ǀ���ƭŚºŬƳř�Ţ

Ŷƃ��ŚŤƳƿ�ŚƯŻō�Ūƿ��ƂPCR�Śŝ�źĭŻŚƛō�ŚƷƽ�ůřźƏ�ƾ���ŨĪţ�ƹ�ƵŶƃ��ºǀ�ź
ƶƘƐƣ�řƽ����ƩƺƏ�ƶŝ��bP�ééì�ŻŚŝ����ƪĪºƃ�ì��ƹ��ºƴĤưƷǀ���ũƹźºų�Ʋ
ƶƘƐƣ�řƽ��ưƷ�Śŝ�ǀ�ŻřŶƳř�Ʋ��ŤƳ�Źŵ�ƵǀƶŬ��ƽ��żƳō�ƮƌƷ�ƿưƾ��żƳō�Śŝ�ƿƮ��ŚºƷƽ�

źŧřŵƹŶŰƯ�BamHI�ƹ��HindIII��ƹŹźºŝƽ��ưºſǈě�ǀ�ĩźţƺƳ�Ŷ�ºǀ�Ŝ
pET28a(+)-NAPř�ƿŚţ�řŹ�ơŚŰƫř�ƲǀƿƯ�Ŷƾ�ŚưƳƿŶ��ƪĪƃ�í������

ŝººǀººƬŴţ�ƹ�ƱŚǀŘţƹźººě�ƆǀĩźţƺƳ�Ʋººǀ�ŜHP-NAP��ŚººŤƳƿŪ� �
SDS-PAGEŝ��ººǀ�ƱŚººƿţƹźººě�ĨǀǀƵŵƹŶººŰƯ�Źŵ�Ʋ�ƽ�ŶººƳŚŝ�çå�

ĩǀƳƺººŤƫřŵƺƬƾŚººưƴƷřŹ�ƽººƳŻƹ�ƾƄººƳ�řŹ�ººƯ�ƱŚƾ��ƱŻƹ�Śººŝ�ƶººĩ�ŶººƷŵ
ƫƺĪƫƺƯƾ���ŵƹŶů�çåéìì��ě�ƱƺŤƫřŵǀƂ�ŝǀƴƾ����ƳřƺºŴưƷ�ƵŶºƃ�ƾ��ŵŹřŵ�

�ƪĪƃ�î��ƞƫř�����ţƹźě�ŵƺų�ƱŻƹǀǀ���ŵƹŶů�Ʋæëîèè���Ţſř�ƱƺŤƫřŵ
�æéé�ſř�ǀ�Ưō�Ŷǀƶƴ��������ƱŶºƃ�ƶƟŚºƋř�ƹèé�ºſř�ǀƯō�Ŷǀ����ƶºŝ�ƍƺºŝźƯ�ƶºƴ

Śūƿ���ƳƺƬĩ�ƶºƳŚĭ�Ŷºƴģ�ƵŚºĮǀ��Ĭºƴ�Multiple Cloning Site��
ưººſǈěǀ�ŶpET32a(+)řŶººŤŝř�ƶººŝ�ƽƺƯ�Ʊō�řżººƟř�Ŝººūƿ�Ƃê�è�

ĩǀƳƺŤƫřŵƺƬƾ���Ţſř�ƵŶƃ�Ʊō���ŝǀ�ř�ƱŚƿ��ţƹźºě�ƲǀǀƲ�������ƭƺºſ�ŢƗŚºſ�Żř
�ƹ�ŻŚƛō�����ŝ�ƶŝ�ƮŬƴě�ŢƗŚſ�Źŵ�ºǀźŤƄƿ������ºſŹ�ŵƺºų�ŹřŶºƤƯ�Ʋǀ��ºŝ�Ŷǀ�Ʋ

����ƮŬƴě�ŢƗŚſ�ƹ�ƮŤƠƷ��ŚºƤƫř��ƽ����ƶƳŚŞºƃ������ƶºƔůǈƯ�ƪºŝŚƣ�šƹŚºƠţ�řƽ�
�ŢƃřŶƳ�ŵƺūƹ���ſŹźŝ�Śŝƾ�ŚƷƽ�����������ƶºĩ�Ŷºƃ�ƆŴƄºƯ�ƵŶºƃ�ƭŚºŬƳř�

ŝǀźŤƄƿ��Řţƹźě�ŹřŶƤƯ�Ʋǀ�ĩźţƺƳ�Ʋǀ�ƶŝ�Ŝ���Źŷ�šŹƺºƇ�ƛ�ŶºƯŚū�šř�ºǀ�ź
��ƩƺƬŰƯ�řƿƱĥƺƬĪƴ����ŝƺſŹ�ŻŚƟ�Źŵƾ��ŶºƳŹřŵ�Źřźºƣ����ŝƺºſŹƾ��Ʊŵƺºŝ�

řƿ�ţƹźě�Ʋǀǀ��ŚŤƳ�Śŝ�Ʋƿ�ŝ�Ūƶ����ƬŴţ�Żř�ƵŶƯō�Ţſŵǀ��ŚƯ�ŻŚƟ�Ɔƿ���ƪºƇŚů�Ɩ
ƫ�ŻřǀƁƹŹ�Śŝ�ƩƺƬſ�šřżNative ƹ��źƟŚŝ�Żř�ƵŵŚƠŤſř��ŚºƷƽ���ŶºƣŚƟ
ƵŹƹř�Ƴ�ǀ�Śţ�żǀƿ�ŵźĭ�Ŷƿ�ƹ�Ŷ��������ŵŚºƤƯ�ŚºƸƴţ�Ŷºƃ�ƆŴƄºƯƿ��ĩŶºƳř�źƾ��Żř�
ţƹźěǀǀ���ŚƯ�ŻŚƟ�Źŵ�Ʋƿ��Źřŵ�Źřźƣ�Ɩŵ���ºſŹźŝƾ�ţŹƺƟƹźŤĪƫř��ºǀ��ŚºŤƳ�Ĩƿ�Ū
ƬŴţǀ�ţƹźě�Ɔǀǀ�ĩźţƺƳ�Ʋǀ�ĩŚů�Ŝƾ�������ř�ƶºūƺţ�ƪºŝŚƣ�ƅƺƬų�Żř��ºƿ�Ʋ
Řţƹźěǀ�Ư�Ʋƾ����ŶºƃŚŝ��Īºƃ��ƪî��ƞºƫř����ŚºŤƳƿ�����ƱźŤºſƹ�Żř�ƪºƇŚů�Ū
ţǈŝǀ�ŝ�Ĭƴǀ�ř�ƱŚƿ�ţƹźě�Ʋǀǀ��ƶŝ�řŹ�Ʋ���ƇŚƈºŤųř�ŹƺƏƾ�Śţ��ºǀƿ���ƹ�Ƶŵźºĩ�Ŷ�
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��ºƯ�ƱŚƄƳƾ�����ƶºūŹŵ�Żř�ŶºƷŵ�ƽ��ǇŚºŝ�ƅƺºƬų�ƾƿ���Ţºſř�ŹřŵŹƺºųźŝ�� �
�ƪĪººƃ�î�ś����źººŝ�ƵŻřŶººƳř�ŽŚººſř�ĭººǀźƽŵŹƺººƟŵřźŝ�ƁƹŹ�Śººŝ��
��ƶºŝ���ŵŹřŶƳŚŤººſř�ƵřźºưƷBSA��ƹ��źŤƯƺŤƟƹźŤĪĜºſřƽ�ƩŚƈººŰŤſř��

ţƹźěǀǀ�ŝƺſŹ�Ʋƾ�Żř�ƿ�ƫ�ĨǀźŤ���źŤĩŚºŝ�ŢƄĩƽ���Ư�řŵƹŶºů��ºǀ��Ʊřżíåå�
ƯǀƬƾ�Ƙţ�ƭźĭǀǀŶƃ�Ʋ����
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ƪĪƃ�ì��ŚţǀƿŶ�ƶƘƐƣ�Ƴĥƾ�HP-NAP�Źŵ�ưſǈěǀŶ�
���pET28a 

æ��ưſǈěǀŶ����pET28a��ƱƹŶºŝ��Źƺƌºů��ƶºƘƐƣ�HPNAP� �
ç��źĩŹŚƯMix-DNA��
è�é�ê��ƺƬĩƱ�ŚƷƽ�ƞƬŤŴƯ�ưſǈěǀŶ����pET28a�Śŝ�Źƺƌů�

ƶƘƐƣ�HPNAP��
ë��ŚƯŻōƿƂ�PCR�ƹ��ƩƺƈºŰƯ�ŨĪţ�ºǀź�Ʊĥ�Nap�Źŵ��ưºſǈěǀŶ�

ĩźţƺƳǀŜ�pET28a(+)-NAP��
ì��ƩźŤƴĩ�ƠƴƯƾ��

ƪĪƃ�í��ŤƳǀƶŬ�ƮƌƷ�żƳōƿưƾ�ƪƯŚů�ŝǀƳŚƾ�pET28a-Nap 

æ��źĩŹŚƯ�DNA��
ç��ưſǈěǀŶ�pET28a-Nap�ƮƌƷ�ƵŶƄƳ 

è��ººƫřƾê��ƱƺººƬĩ�ŚººƷƽ�ƞººƬŤŴƯ�pET28a(+)-NAP�ƹ�
ũƹźų�ƶƘƐƣHP-NAP��

Źŵ�ŤƳǀƶŬ��ƮƌºƷ�żƳōƿ�ºưƾ��ƱŚºƯżưƷ��żºƳōƿƮ��ŚºƷƽ�BamHI�ƹ�
HindIII��
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ŦŰŝ��
�������ƃǀ�ƳŚƸū�ƕƺƾ������Śºŝ�ŢºƳƺƠƗ�ƬƷǀ�ŚºŝƺĪěźŤĩǀŹƺƬƽ�Źŵ����ƖºƯřƺū
źƄŝƽ�ƹ��řżƟřƿ��Żƹźºŝ�Ƃ���ƹŹřŵ�ŢºƯƹŚƤƯ�ƾºƿ���ƹ�ŢųŚºſ����ºůřźƏƾ�

���ƶºŝ�řŹ�Ʋƀĩřƹ����ºƤƐƴƯ�ƱřƺºƴƗƾ��źºţƿ����ƬƗźŝ�ƵŻŹŚºŞƯ�ƁƹŹ�Ʋ�ºǀ�ř�ƶ�ºƿ�Ʋ
�ě��ŢƳƺƠƗǀ�ƹŹ�Ƃƽ�ƤƤŰƯ�ǀ���Ţſř�Ƶŵřŵ�Źřźƣ�Ʋ��æ����ŝ�Źŵǀ���ƕřƺºƳř�Ʋ

ŤƳōƾ�Ʊĥ��ŚƷƽ������Żř�ƵŶºƃ�ƶŤųŚƴºƃ�ƬƷǀ�ěźŤĩŚºŝƺĪǀŹƺƬƽ�HP-NAP�
řŹřŵƽ�ƹ�ƿĭĦƾ�ŚƷƽ������ŵźºƟ�ƶºŝ�źƈºŰƴƯ�ƽ���������ƵŶºƃ�ŜŞºſ�ƶºĩ�Ţºſř�

ƤƤŰƯǀ����ŞſŚƴƯ�śŚŴŤƳř�řŹ�Ʊō�Ʋƾ�řźŝ�ƽ���ºĩřƹ�ŢųŚſ���źºŝ�Ʋƀ�ƬƗ�ºǀ�ƶ
řƿ���Ťů�ƹ�ŢƳƺƠƗ�Ʋƾ�ƌƘŝ�ƾ��ŝ�Żř�ǀ�ŹŚºưƽ��ŚºƷƽ�ŵ�ƿ��Ƴ�źºĮ�ºǀ��ŶºƴƳřŶŝ�ż� �
�í��ƹì���ţƹźěǀǀ��ƲHP-NAP�����ţƹźºě�Ƶƹźºĭ�ƺƌƗ�ǀǀƲ��ŚºƷƽ��ƶŞºƃ�
źƟƿŤǀŢſř�Ʋ��Ferritin-Like Proteins��ſŹźŝ�ƹƾ�ŚƷƽ�ƮƷ�
ŵŹƿƠƾ��ř�Źŵ�ƿ���Ư�ƱŚƄƳ�ƶƘƫŚƐƯ�Ʋƾ���ř�ƕƺƴţ�ŶƷŵƿ��ţƹźºě�Ʋǀǀ�Źŵ�Ʋ��ºŝǀ�Ʋ
ƺſƿƶ�ŚƷƽ��ƀŝ�ƞƬŤŴƯ�ǀ���ƫřƺţ�ƹ�Ʈĩ�ŹŚƾ���ŝ�Źŵ�Ʊō�ǀ�Ʊō�Ʋ����ŢºƓŚƠů�ŚƷ

��Ţºſř�ƵŶƃ��æè����ř�Źŵ�ºƿ������ƵźºƸŝ�Śºŝ�ƶºƘƫŚƐƯ�Ʋ�ĭ�ºǀźƽ���Żř�ƱŚºƯżưƷ��
ŚƷŹřżŝřƽ�ŝ�ǀţŚƯŹƺƠƳřƺǀ�ƹ�Ĩ�ŝźŬţ�ºǀ��ºƬưƗ�šŚƾ��Ƙºſ�ƾ������Śºŝ�Śºţ�Ŷºƃ�� �

�ƃƹŹ�ŷŚŴţřƾƤƐƴƯ�ƾŝ�ƂƷŚĩ�ƪĪƄƯ��ºǀ�ºŤƳō�ƱŚƾ�Ʊĥ�HP-NAP�
�Żř�ƶĩ�Ŷūƽ�źţƿ����ºě�šǈĪƄºƯ�Ʋǀ�ƹŹ�Ƃƽ�ƫƺţ��ºǀŶ�ƹ���ř�ŵźŝŹŚºĩ�ºƿ�Ʋ
ţƹźěǀǀ���ŵŵźĭ�ƖƠţźƯ��Ţſř�Ʋ�����������Ʊŵƺºŝ�ǇŚºŝ�ƹ�šƹŚºƠŤƯ�ƵŚĮŤºſřƺų
ƺŤŰƯƽ�Ƴŵō�ǀ��ţ�ƹ�Ʋǀưǀ�ř�Ʋƿţƹźě�ƲǀǀŻř�Ʋ�źŤưƸƯƿǇŵ�Ʋ�ºƿ��ƂƷŚºĩ�ƪ

ŝǀ��Źŵ�Ʊō�ƱŚ�ƯǀƱŚŝż�ŚƷƽ�ŹŚĩƹźě�ƿţƺǀ���źŤĩŚºŝ�ƪŨƯ�Ĩƽ�źƃř�ºƿƄǀƬĩŚƾ�
��ƹſŚŝǀ�ŤŝŚſ�ŽƺƬǀƬǀž�Ư�ƾ�ŶƃŚŝ��æå�ƹç���řƿ���ƵřźºưƷ�ƶºŝ�ƩŚĪƃř�Ʋ

ŚƷŹƺŤĩŚƟƽ�ŵŶƘŤƯ�ƽ��ŝ�ƶĩ�ǀ����ŧŚţ�ŢŰţ�řŹ�Ʊĥ�ƱŚǀ��Ư�Źřźƣ�źƾ����ƶºŝ�ŶƴƷŵ
�ŚƷŹřżŝř�Ĩưĩƽ�ŝ�ǀţŚƯŹƺƠƳřƺǀ�Űƈţ�Ĩǀ�ƹ�Ů��Ƴĥ�ƭŚŬƳřźſƾ�ůřźƏ�ƾ�

ƹ����ě�ƶĩ�Ŷƃ�ƶŤųŚſǀƂ�ŝǀƴƾ�ŵźĭ��ºƿ��ţƹźºě�Ŷǀǀ��ƲHP-NAP�řŹ��Źŵ�
ŵŚººƤƯƿǇŚººŝ�źƾƿŹŵ��Ưǀŝ�ƱŚººŝżººǀƳŚƾ�źƃřººƿƄǀƬĩŚƾ�ŝººǀŶººƴĩ�ƱŚ�� �

Żř�źŧƺººƯ�ƪººƯřƺƗ�Źŵ�řżººƟřƿř�ƂººƿƀººƳŚŤě�Ʋǀ�ƪ�ŚººƤţŹřƽřƺººŤŰƯ�ƽ�

��

�ŢſřŹ�ƪĪƃî���ƞƫř��ƬŴţǀŝ��ƆǀƘƋƹ�ƹ�ƱŚǀƫǈů�Ţǀţƹźě�Ţǀǀ�ƲHP-NAP�Ʃĥ�ŹŵSDS-PAGE�æç���
æ��ŚưƴƷřŹ�ƽ�ƳŻƹ�ƾ�ţƹźě�ǀǀƲSM0431�ç���ƹŹ�ƩƺƬŰƯ�ƾƿ���������ƫ�Śºŝ�ƩƺƬºſ�ŢƀºĪƃ�Żř�ƶƬƇŚů��ºǀŻƹżƿ�ƹ�Ʈ������ţƺºƇ�řźºƟ�ũřƺºƯřƾ�è���������ŹƺºŞƗ�Żř�žºě�ũřźŴŤºſř�

ƩƺƬŰƯ�ƹŹƾƿŻŹ�Żř�ƿƳ�ƲǀƁƹŹ�Śŝ�ƪĪNative ƺƄŤƀƃ�źƟŚŝ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�ƽƹŚů�ƵŹƹř�ƱƹŶŝ�ƽ�çêåƯ�ǀƬƾ�ř�ƩƺƯƿưǀ�ƩƹŻřŶé�ƺſ�ƿƹŚů�ƶƽ�ưºſǈě�ǀ��ŚºƤƫř�Ŷ
ƵŶƄƳ�ê�ŝ�ǀƱŚ�ţƹźěǀǀ�ƲHP-NAPŻř�žě��ê�ŚºƤƫř�ŢƗŚſ�ƽ�źŤĩŚºŝ�ƽ�źƃř�ºƿƄǀƫƺĩŚƾ�BL21-DE3��ƹŚºůƽ�ưºſǈě�ǀ�ŶHP-NAP� pET28a(+)ë��

������ƫ�Śŝ�ƩƺƬſ�ŢƀĪƃ�Żř�ƶƬƇŚů�śƺſŹǀŻƹżƿ�ƹ�Ʈ�ţƺƇ�řźƟ�ũřƺƯřƾ�ƵŹƹř�ŹǇƺƯ�ŢƄƷ�źƟŚŝ�Źŵ�ƵŶƃ�ƪů�ì�ƶƬůźƯ��ƽŚě��ºƿƳŚƾ�ºƬŴţ�ǀ�ţƹźºě�ƆǀǀĩźţƺƳ�Ʋ�ºǀŜ� �
HP-NAPƁƹŹ�Śŝ��ŚƷƽ�Denature�ſř�ŚŝƺƄŤƀƃ�źƟŚŝ�Żř�ƵŵŚƠŤƽ� (Buffer C)ƹŚůƽƹ�ŹǇƺƯ�ŢƄƷ�ƵŹƹř��çêåƯ�ǀƬƾ�ř�ƩƺƯƿưǀƩƹŻřŶ���
�Ěģ�ƪĪƃ�î��ś����ƺĮƫřƽ�Źřźƣ��ĭǀźƽ�ƶƳƺưƳ���Źŵ�ŚƷ�řƿ����ƺƈţ�Ʃĥ�Śŝ�Ʃĥ�Ʋƿ���ŢſřŹ�źƿ�Ţſř�ƱŚƀĪ������ŤƳō�Śŝ�šǈŝ�ƱźŤſƹƾ�ŵŚŝƽ���ºƬě�ŹŚŤųŚºſ�ŶƋ�ƾ�Ʒ�ºǀŤƀǀŶƿ�Ʋ

ţƹźě�ƶŝ�ƵŶƃ�ƪƈŤƯǀǀĩźţ�ƺƳ�Ʋǀ�ŜHP-NAP���
æ��ŚưƴƷřŹƽ�ƳŻƹƾ�ţƹźěǀǀƲ�SM0671(Prestain ladder)��ê�ƹ��ì��ƵŹŚưƃ�ŲſŚě�ŢŞŨƯ�śřƺū�ëŝ�Ʃĥ�Źŵ�ƶ�ƘƋ�ŹƺƏǀŵ�ƞ�ºƿ�ºƯ�ƵŶƾ��ŵƺºƃ��Ƥŝ�ºǀƶ�ƽ�

śřƺū�Ƴ�ŚƷǀƠƴƯ�ŹŚƔŤƳř�ƢŝŚƐƯ�żƾŢſř�� 
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ſǀŻƺŤƿ�Ƴřƺĭ�ƲǀƲ�ŵƺŝ���řżºƟř�ŜŞºſ�ƶĩƿƂ��źºưƗ�ƩƺºƏ��mRNA�
Ưƾ�ŵƺƃ����źºŝ�ƵƹǈƗ�ř�ºƿ����ŚƷŹŚŤųŚºſ�ŢƀºĪƃ�Ʋƽ��ŞºſŚƴƯŚƳ�ƾ���ƪºŨƯ�

Stem-loop�ŚƌºƟ�ŢƘƳŚưƯ�ƶĩ�ƾƿ�Şƀºģ�Źŵ�ǀƱŶmRNA ��ƶºŝ�
ŚūƿŹ�ƩŚƈººţř�ƵŚººĮƿř�ƭƹŻƺººŞƿººƯ�ŵŚººŬƾ�Ŷººƴƴĩ�ƹ�źººƇŚƴƗ�ƝŸººů� �

Negative Cis-Acting Sites�řżºƟř�ƿŝ�Ƃ�ºǀƛźţ�řŹ�ƱŚ�ºǀ�Ŝ
Ưƾ�ŚưƳ�ºƿŶ������ºƬŞƣ�šŚºƘƫŚƐƯ�Źŵƾ�Ƴ��ºǀ���ŝ�ŵźŝŹŚºĩ�żǀţŚƯŹƺƠƳřƺ�ºǀ��Źŵ�Ĩ
Ƹŝǀƶƴ�ŻŚſƽ�ŝ�ǀ�ř�ƱŚƿ�����Ťưƀºƣ�Ŷºƴģ�ƱĥƺºƳƺưƾ�Ƹţ��ºǀ�����ºŤƳō�Żř�ƵŶºƃ�ƶƾ�
Ʊĥ�ŚƷƽźŤĩŚŝ�ƽźƃř�ƿƄǀƬĩŚƾ�O157 H:7řżƟř�ŢƸū�ƿŝ�Ƃ�ºǀ�ƱŚ

�ĭ�Źŵǀ��ƵŚ��Ţſř�Ƶŵƺŝ�ƢƟƺƯ��çé���Źŵ�řƿƲ��ŝźŬţ�ƶƘƫŚƐƯ�ǀ��ºƬưƗ�šŚƾ�
�ƹ�ƱƺƬĩŹŵ�ŝǀ�ř�ƱŚƿ��Ƹŝ�Ʊĥ�Ʋǀ��ƯŹŵ�ƵŶƃ�ƶƴƾ��ŝ�ƱŚŝ�ǀƳŚƾ�źƃř�ºƿƄǀƬĩŚƾ�

ƹ�ƫƺţǀ�ţƹźě�Ŷǀǀ�ĩźţƺƳ�ƲǀŜ�HP-NAP��ě�ŢŰƇ��ǀƂ�ŝǀƴƾ��ŚºƷƽ�
���ƭźƳ�Ǝſƺţ�ƵŶƃ�ƭŚŬƳř�ŚƷŹřżƟřƽ�ŝ�ǀţŚƯŹƺƠƳřƺ�ºǀ��Śţ�řŹ�Ĩ�ºǀƿ��Ƶŵźºĩ�Ŷ��

ƤƟƺƯǀ�ř�Ţƿ���Źŵ�řŹ�ƁƹŹ�Ʋ�řżƟřƿ���ƫƺţ�ƶƔůǈƯ�ƪŝŚƣ�Ƃǀ�ţƹźě�Ŷǀǀ�ºƴƾ�
��ŵŚºƤƯ�ƶĩƿź���ŝ�Ʈºĩ�ºǀƱŚ��Źŵ�Ʊō�����ºƬŞƣ�šŚºƘƫŚƐƯƾ���ŵƺºŝ�ƵŶºƃ�ƵŹŚºƃř�� �
��Ư�ƱŚƄƳ�řŹƾ�ŶƷŵ��æí��ƹæå���ç����ŚƤƯ�Źŵƿ���ƬŞƣ�šŚƘƫŚƐƯ�Śŝ�ƶƀƾ���ƶºĩ�

�Ɯţ�Śŝǀǀ�ƹ�ź��řźƃ�ƩźŤƴĩƿ��ŝ�ŢƄĩ�Ǝ�ºǀ�ř�ƱŚ�ºƿ��ţƹźºě�Ʋǀǀ���řżºƟř�řŹ�Ʋƿ�Ƃ
ººƯƾ��ŵřŵ�æî�Ƹŝ��ǀƶººƴ�ŻŚººſƽř�ƲưººƋ�Ʊĥ�ŮƐººſ�Źŵ�ƿŝ�ƶººĪƴººǀƱŚ� �
řƿ�ţƹźě�Ʋǀǀ���ƵŵŚſ�Źŵ�řŹ�Ʋ��źºţƿ��řźºƃ�Ʋƿ������ŵŚºƤƯ�Śºŝ�ŢƄºĩ�Ǝƿ��ƪºŝŚƣ�ź

Ƹūƺţƾ�řżƟř�ƿ����ƫƺţ�ŢƗźſ�Żř�Ƶŵřŵ�Ƃ�ºǀ��źţǇŚºŝ�ŶƽƳ��ºǀ�ŹřŵŹƺºųźŝ�ż� �
ŵƺººŝ��ê�ƪººŝŚƤƯ�Źŵ�ŢƗŚººſ�çéŢƗŚººſ����ř�ƶººĩººƿŹŵ�ƶƫŚƀººƯ�Ʋ� �

�żƷ�ƂƷŚĩƿƶƴ�ŚƷƽ�ƫƺţ�ǀ��Śºů�Ŷƿ�ưƷř�ż�ºǀ��Ţºſř�Ţ�ŝ�ºǀźŤƄƿ��ŹřŶºƤƯ�Ʋ� �
ŝǀ�ř�ƱŚƿ�ţƹźě�Ʋǀǀ�ƶƘƫŚƐƯ�Źŵ�Ʋ�řƽ��ř�ƩŚƈºţř�Żř�ƶºĩ��ºƿ�ţƹźºě�Ʋǀǀ��Śºŝ�Ʋ

ţƹźººěǀǀ�ƲMBP�Maltose Binding Protein���ƭŚººŬƳř� �
�ŵƺŝ�ƵŶƃ���Ư�ŶƇ�ǀƬƾ��Źŵ�ƭźĭ�ƫǀźŤ������ř�ƶºĩ�Ţºſř�Ƶŵƺŝ�ºƿ���Źŵ�ŹřŶºƤƯ�Ʋ

ŚƤƯƿ�Śŝ�ƶƀ��ŝ�ŹřŶƤƯǀ�ř�ƱŚƿ�ţƹźě�Ʋǀǀ��ƶƘƫŚƐƯ�Źŵ�Ʋ��íåå�Ư�ǀƬƾ���Źŵ�ƭźĭ
ƫǀźººŤ��ƀººŝ�źººƋŚůǀŚººě�ŹŚǀƿƲ�Ţººſřźţ��æí���Żř�ŚººŤƳ�ƕƺººưŬƯƿŪ� �

ţǈŝǀ��ţƹźºě�Ĭƴǀǀ�ĩźţƺƳ�Ʋ�ºǀ�ƫƺţ�Ŝ�ºǀ������ºŤƳō�Śºŝ�ƵŶºƃ�Ŷƾ��ŵŚºŝƽ���ŶºƋ�
ƷǀŤƀǀŶƿ�ƹ�Ʋ�Ƙţ�ǀºǀ������ţƹźºě�ŢŰºƇ�Ɲŵřźºţ�Ʋǀǀ�ƫƺţ�Ʋ�ºǀŶƽ�Śţ��ºǀƿ�Ŷ
Ưƾ�ŵƺƃ���
��
ŤƳǀĭ�ƶŬǀźƽ��

����ŵźŝŹŚĩ��Źřżŝř�ŝǀţŚƯŹƺƠƳřƺǀ�Źŵ�Ĩ�Ƹŝǀ���Ʊŵźĩ�ƶƴ��ƱĥHP-NAP�
�ƫƺţ�ŢƸūǀ��ř�ƵƺŞƳř�Ŷƿ�ţƹźě�Ʋǀǀ��ŵƺŝ�ƢƟƺƯ�Ʋ�����ŚŤƳ�ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝƿ�ř�Ū�ºƿ�Ʋ

��źƔƳ�ƶŝ�ƶƘƫŚƐƯ�Ưƾ��ŵźŝŹŚĩ�ŶſŹ�ř�ºƿ����ºƃƹŹ�ŚºƷŹřżŝř�Ʋƾ��ºƤƐƴƯ�ƾ�Źŵ��
Ƹŝǀ��Ʊĥ�Ʊŵźĩ�ƶƴ�ŚƷƾƿ�����ŝ�ŢƸū�šƹŚƠŤƯ�ŚƄƴƯ�Śŝ�ǀ��Ư�Źŵ�ƱŚǀƱŚŝż��ŚºƷƽ�
ŝǀƳŚƾŵ�ƿŶƃŚŝ�źĮ���
��

ƹ�źĪƄţ�ƳřŵŹŶƣƾ��
������řƿ��Ťưƀƣ�ƶƫŚƤƯ�Ʋƾ����źºŤĩŵ�Ƶĥƹźě�Żř�ƽ��ºƯ�ƾ��ºƃŚŝ�����Ǝºſƺţ�ƶºĩ�Ŷ

�ŝźţ�ƵŚĮƄƳřŵǀ��ŽŹŶºƯ�Ţ�Śưů��ºƿ��ƫŚºƯ�Ţƾ����Ţºſř�ƵŶºƃ���Żř���żºĩźƯ
ƤŰţǀ���ƹ�ƁŹřƺºĭ�šŚƤ�����ƤŰţ�żºĩźƯ��ŶºŞĩǀ���ŝƺƳŚºƳ�šŚºƤǀĥƺƫƺƴĪţƺƽ�

��Īƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵƾ�Ƹƃ�ǀ�ŤƄƸŝ�Ŷƾ�ƹ���ƬƯ�ƵŚĮƄƷƹĦěƾ�ſŶƴƸƯ�ƾ�
ŤƳĥǀ�ƹ�Ĩ�Żƿ�ƲƟ�Ţƀ�Źƹōƽ���řźūř�Źŵ�ƶĩ�ƽř�ƿƤŰţ�ƲǀŹŚĪưƷ�šŚƤƽ�

ƶŤƃřŵ�ŹřżĮſŚĜſ�ŶƳřƽƯ�ƾ�ŵŵźĭ���

��
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Application of Bioinformatics and Genetic Engineering for Designing Optimized 

Cloning and Overexpression of Neutrophil Activating Protein of Helicobacter pylori in 

Escherichia coli 
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Background and Objective: As the main virulence factor of Helicobacter pylori, HP-NAP has an important 

role in immunoprotection against this pathogen.  This antigen is a strong candidate as a part of multi-

component vaccine in the clinical trial against this bacterium.  Due to NAP importance, it was used in this 

study as a template for optimization of heterologous genes with a low A-T content and low expression in E. 

coli. 

Materials and Methods: A synthetic single gene that could reach the highest level of expression in the host 

was designed by using bioinformatics tools.  

Results: A number of factors that influence gene expression level were changed for HP-NAP gene 

optimizing:  the codon usage bias in E. coli was changed; the G+C content was upgraded from 38% to 45%; 

and the stem-loop structure was broken.  These could result to prolong of the half-life of the mRNA and 

overexpression of recombinant of HP-NAP protein up to 800 mg per liter.  

Conclusion: Applying of bioinformatics tools was appropriated to optimize of HP-NAP overexpression in E. 

coli.  From our results, it appears that combination of In Silico and experimental approach is a logical 

approach for expression of heterologous genes in another host. 

 

Keywords: Helicobacter pylori, Bioinformatics, Optimization, Recombinant HP-NAP, Cloning, 

Expression.  
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