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مقدمه
وزنبــايدیــپپتیپلــرمــونهوکیــ(Calcitonin)تــونینکلســی

توســـطکـــهاســـتنهیدآمیاســـ32ولودالتـــونیک43/3یمولکـــول
پاسـخ دريعادحالتدردیروئیتکولاریپارافولدغدازcيهاسلول

وتـونین کلسـی ترشـح .گـردد یم ـترشحسرممیکلسونیشیافزابه
گریکـد یبـا معکـوس رابطـه در(Parathormone:PTH)پاراتورمون

15یالــ5/9ازپلاســمامیکلس ـونیــشیافـزا کــهيطـور بــه.هسـتند 
ازهورمـون نی ـاگـردد. یم ـتـونین کلسـی شیافـزا باعـث گـرم یلیم

باعـث جـه ینتدروکنـد یميریجلوگهااستخوانازمیکلسرهاشدن
تـونین کلسـی یسرمعمرمهینشود.یمپلاسمامیکلسغلظتکاهش

هورمـون پلاسـما، میکلسشیافزابرعلاوهاست.قهیدق12حدوددر
اززی ـن)Panthagastrine(نیپنتاگاسـتر و)Glucagone(گلوکاگون

).1(ندیآیمشماربهتونینکلسیترشحدريقويهامحرك
دارويعنوانبهنیزو)Pajet(پاژتبیماريدرماندرتونینکلسی

پـوکی کمکـی درمـان وپیشـگیري خون،کلسیمافزایشدرکمکی
ازناشــیثانویـه اسـتخوان پـوکی نیـز ویائسـگی اندوردراسـتخوان 

ــتلالات ــونی،اخـ ــفاتازيهورمـ ــرايوهیپرفسـ ــانبـ ــیدرمـ کمکـ
بـا تـونین کلسـی پـاژت بیماريدرد.شومیمصرفحادهیپرکلسمی

سـاخت وتجزیـه سـرعت ،اسـتخوان رفـتن تحلیـل ازاولیـه ممانعت
الینآلک ـمیـزان کـاهش سببونمودهکمالامکانحتیرااستخوانی

افـزایش در.شـود مـی ادراردرپـرولین هیدروکسیترشحوفسفاتاز
ــاتــونینکلســیاســتئوپروز،وخــونکلســیم تحلیــلمســتقیممهــارب

راهـا استئوسـیت فعالیـت وتعـداد وسـرم کلسـیم غلظت،استخوانی
بـا وکلیـه بـر مسـتقیم اثـر بـا همچنـین تـونین کلسیدهد.میکاهش

مهـار راسـدیم وفسـفات کلسـیم، یتوبـول بازجـذب cAMPهواسط
رونی ـااز).2(گـردد مـی عناصـر ایـن دفـع افزایشموجبونموده
يداروسـاز صـنعت درتوجـه مـورد يدهای ـپپتازیک ـیتونینکلسی
یمـاه خوك،انسان،جملهازیمختلفموجوداتدردیپپتنیااست.

يسـاختار شـباهت وجـود باامروزهشود.یمانیبیمارماهوسالمون
بـه سـالمون منشـا باتونینکلسیمختلف،يهاگونهانیمدردیپپتنیا

بـا تـونین کلسیبهنسبتشتریبدرصد40-50تیفعالبودندارالیدل
شـود یممصرفودیتولداروعنوانبهعیوساسیمقدر،یانسانمنشا
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)3.(
وسـلولی فیزیولـوژي کنتـرل درمـوردنظر پپتیـدهاي کلیطوربه

ــاپپتیــدهاي بیــانوشــیمیاییســنتزشــیوهدوبــهدارویــیخاصــیتب
ازاسـتفاده بـا پپتیـدها تولیـد هزینـه معمولاًشوند.میتولیدتراریختی

پپتیـدي هـاي زنجیـره همچنـین اسـت. بـالا نسـبتاً شیمیاییهايروش
آنهـا کیفیـت ازنهـایی محصـول درشـیمیایی هـاي آلودگیوناقص

هـاي سیسـتم ازاسـتفاده وارد،م ـبرخـی درمشـکلات اینکاهند.می
دروکنـد مـی محـدود رازیادمقادیردرپپتیدهاتولیديبراسنتتیک

سودجسـته تراریختـی بیـان برمبتنیتراقتصاديهايسیستمازعوض
هـا دهتجـاري تولیـد بـراي امروزهکههاسیستماینجملهازشود.می

بـاکتري بیـانی یستمسرد؛یگیقرار ماستفادهموردنیزنوترکیبپپتید
پپتیـدهاي مسـتقیم بیـان کـه آنجـا ازحـال ایـن بـا است. یاکلیشیاشر

مولکـول تجزیـه جملـه ازلـی یدلابـه بنـا باکتريسیستمدرکوچک
mRNAــداريو ــدناپای ــدهپپتی ــدتاًتولیدش ــاعم ــتب ــهشکس مواج

اتصـال یـا ویکـدیگر بـه پپتیديواحدهاياتصالبامعمولاً؛شودمی
رانظـر مـورد پپتیدبیانتوانمیالحاق،شریکیکبهیديپپتتوالی

تـونین کلسیدیپپتانیبتاکنون). 4(دادافزایشتوجهیقابلمیزانبه
یسـت یزيهـا سـتم یسدرآنيداری ـپاعـدم وکوچکاندازهلیدلبه

دردی ـپپتنی ـافـراوان انی ـبمنظوربهرونیااز).5(استبودهناموفق
CATماننـــدیالحـــاقيهـــاکیشـــرزایســـتیزيهـــاســـتمیس

(chloramphenicol acetyl-transferase)ــ ــوGSTایـ ــالایـ اتصـ
دراسـت. شـده اسـتفاده مـر یمـولت صورتبهتونینکلسیچندواحد

وانیـــبازپـــسيدیـــپپتيرواحـــدهایزهـــاروشنیـــاازکیـــهر
در وافتـه یبرشیمیآنزوییایمیشيهاروشقیطرازيسازخالص

).6و5گردد (یمخالصهدفدیپپتت ینها
نیپـروتئ بـا اتصـال درتـونین کلسیدیپپتانیبتاکنونکهآنجااز

شیافـزا منظـور بهمطالعهنیادر؛استنشدهگزارشنیدوکسیوریت
)Trx-tag(نیدوکس ـیوریتیالحاقکیشرازدیپپتنیايداریپاوانیب

شد.گرفتهبهره
بررسیروش

نیپروتئوتونینکلسیدیپپتبهمربوطیلتوایتجربمطالعهایندر
شـده منتشـر یعلم ـمنابعوNCBIیاطلاعاتگاهیپاازن،یوردوکسیت

ازاســتفادهبــاکدکننــدهیتــواليســازنــهیبه).7(دیــگرداســتخراج
Geneيافزارهانرم Designer v2.0وRBS Calculator v2.0نجاما

درقرارگرفتنوسنتزيبرا،يسازنهیبهازبعديدینوکلئوتیتوالشد.
بی ـترت. شدفرستادهGenscriptشرکتبهpET21(a+)یانیبوکتور
صـورت بـه +pET21aیانی ـبوکتـور دریژن ـسازهعناصريریقرارگ
شد.دادهنشانک یشکلدرکیشمات

ــمانتقـــالمنظـــوربـــه ــنوترکدیپلاسـ مســـتعديبـــاکتربـــهبیـ
E. coli BL21(DE3)شد.فادهاستیحرارتشوكروشاز

ــم ــقدهایپلاس ــتورطب ــرکتدس ــازندهش ــکس ازQiageneتی
زیآنـال و)8(شـدند استخراجشبانهکشتازمدهآدستبهيهاسلول
Xbaيهـا میآنـز ازاسـتفاده بـا یم ـیآنزهضم IوBamH I شـرکت

Thermoانجـام سـاعت دومـدت بـه گراد یسانتدرجه37يدمادر
يآغازگرهـا باشدهاستخراجيادهیپلاسميروبرPCRزیآنالشد.

:GCCATCACCATCACCATCAیاختصاصـــــــ Trx-sctF

:CAGTTTGCCCAGGACACAو Trx-sctRدرجـه 95طیشراو
،گـراد  یسـانت درجـه 94قـه یدقکی ـسپسه،یثان5يبراگراد یسانت
يبـرا گـراد  یسـانت درجـه 72هی ـثان45گراد،یسانتدرجه70هیثان45
شـد. انجـام گـراد یسـانت درجـه 72درقـه یدق5مـدت بهوچرخه35
فــازدريبــاکترکشــت،بیــنوترکنیپــروتئفــراوانانیــبمنظــوربــه

د.ی ـگردالقـاء IPTGمـولار یل ـیمکیبا)OD600~0.8(یتمیلگار

Trx-sCTیژنسازهيحاویانیبوکتورکیشماتينما: 1شکل 
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ويآورجمعفوژیسانترازاستفادهباالقاازپسساعتچهارهاسلول
SDS-PAGEروشباآنهانیپروتئزانیم تی ـنهادرشد.زیآنال18%

افـزار نـرم ازاسـتفاده بـا شـده دی ـتولبی ـنوترکنیپـروتئ ینسـب مقدار
Image JژليروSDS-PAGEانیــبیبررســدرشــد.زدهنیتخمــ

هـا نیپـروتئ ابتـدا بـلات وسـترن روشازاستفادهباتونینکلسیدیپپت
ند.جداشـد هـم ازSDS-PAGژللهیوس ـبـه یمولکـول وزنبراساس

زمـان مـدت در400mA(90V(ولتـاژ بـا سـلولز تروینکاغذبهسپس
غشـاء بـه ژليروازنیپـروتئ انتقـال صـحت شدند.منتقلقهیدق60

شیپــازنیپــروتئمــارکريبانــدهاظهــوربــاســهیمقادرتروســلولزین
نسـفر تراتروسـلولز ینغشـاء .دی ـگرددیی ـتا)pre-satined(شـده رنگ
PBSبـافر ردشـده (حـل درصـد  5یچرببدونریشدرشده x1( بـه

مرتبـه سـه ازپـس وگرفـت قـرار کریش ـيروبـر سـاعت 5/1مدت
PBSبافرباکاغذيشستشو x1 درکریش ـيروبـر قـه یدق5بـار هـر
skimدرگمایس ـشـرکت هی ـاوليبادیآنتمحلول milk5 دردرصـد

60RPMدورباانکوباتورکریشدرونساعت24مدتبهPBSبافر

تروسـلولز ینکاغذتینهادر.گرفتقرارگرادیسانتدرجه4يدماو
ــیم15در ــریلیلـ ــولازتـ ــمحلـ ــادیآنتـ ــيبـ ــالیپلـ ــثانوکلونـ هیـ

Goat Anti-Rabit- IgG HRP conjugateدرسـاعت 5/1مـدت به
ازسـپس .گرفـت قـرار 60RPMدوربـا کریش ـيروبـر اتـاق يدما

ــترا ــDAB(D-amino banzidine)يسوبس ــر(درگمایس 50سیت
ها اسـتفاده  بانـد مشـاهده يبـرا )H2O2و2/7يمساوpH، مولاریلیم

شد.
هایافته

افـــزارنـــرمازاســـتفادهبـــاان،یـــبشیافـــزاوبهبـــودمنظـــوربـــه
Gene Designerنی ـا).8(شدندیطراحيمتعدددیکانديهایتوال

ــوال ــاهـــایتـ ــاتمیالگـــورازاســـتفادهبـ معکـــوسترجمـــهيهـ
)Back translation(یکـــــدونحیتـــــرجنظرگـــــرفتندربـــــا
)Codone preference،( هی ـثانويسـاختارهاmRNAيگـذار یجاو

انی ـبزانی ـمبعـد مرحلهدرشدند.یطراحموردنظریبرشيهاتیسا
شـبکه تحـت افزارنرمازاستفادهباشدهیطراحيهایتوالازکیهر

RBS Calculatorيابـر یتوالکیتینهادر) و 9(دیگردینیبشیپ
شد.انتخابژنسنتز

بـه یحرارت ـشـوك ازاسـتفاده باpET21-Trx-sCTیانیبوکتور
کـرده رشديهایکلونوافتهیانتقالمستعدBL21(DE3)يهاسلول

ــيرو ــتطیمح ــاوLB-agarکش ــيح ــوتیبیآنت ــکی ــلیآمپ نیس
قطعــهحضـور .شــدندانتخـاب غربـال مرحلــهيبـرا کرومـولار یم50

Trx-sCTبـا شـده اسـتخراج يدهایپلاسمدربازجفت680اندازهبا
BamHيهامیآنزبایمیآنزبرشروشازاستفاده IوXba Iدیی ـتا

يهایکلوندرTrx-sCTقطعهحضورنیهمچن). A-2(شکل دیگرد
دیی ـتاقطعهیاختصاصيمرهایپراباPCRروشازاستفادهبامنتخب

).B-2(شکل شد
فـراوان انی ـبدهنـده نشـان هـا نیوتئپرالکتروفورزازحاصلجینتا
ــروتئ ــاقنیپ Fusion(ی الح protein(Trx-sCTــا ــدازهب ــدودان ح

نمونـه بـا سـه یمقادرIPTGبـا شدهالقاي هانمونهدردالتونلویک21
Imagافـزار نـرم ازاسـتفاده بـا ژلزیآنـال ). A-3(شـکل بود کنترل J

کــلازدرصــد22حـدود Trx-sCTیالحــاقنیپـروتئ کــهدادنشـان 
). B-3ل (شـک دهـد یم ـاختصـاص خـود بـه راي باکتري هانیپروتئ
westernزیآنالجینتانیهمچن blotنیپـروتئ نی ـاانیبکنندهدییتازین

).C-3بود (شکل 
بحث

ــونینکلســیامــروزه ــهت ــنوترکوکیســنتتروشدوب ــتولبی دی
عیام ـای ـجامـد فـاز يروبـر دی ـپپتسنتزکینتتیسروشدر.گرددیم

شیافزادیپپتطولشیافزاباهاروشنیایدگیچیپرد.یگیمصورت
يسـاز خـالص مراحـل بـه ازی ـنلیدلبهمواردازياریبسدروابدییم

).10ست (ینصرفهبهمقرونمتعدد

درصد5/1استخراج شده در ژل آگارز دیپلاسمPCRو یمیج برش آنزینتا: 2شکل 
A در سازه يجفت باز700) باندpET21-Trx-sCTاست.ن در سازه موردنظر یتونیدهنده حضور قطعه کلسنشان

B( طراحی شده است.يد با آغازگرهایر پلاسمیجه تکثینتيجفت باز165باند

A B
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یاکلیشیاشري باکتردرتونینکلسیهورمونهترولوگبیان/80

)61پیدر(پی1شماره/19دوره/1396بهار /گرگانپزشکیعلومدانشگاهعلمیمجله

درآنيداریناپالیدلبهمونومرصورتبهتونینکلسیدیپپتانیب
بی ـنوترکتـونین سـی کلسـالمون ).5اسـت ( نـاموفق يبـاکتر ستمیس

نـام بـا 1999سـال دربـار نیاول ـیاکلیش ـیاشريباکتردرشدهدیتول
درشـد. بازاریراهFDAازینیبالمجوزکسبباForcaltinيتجار

پسوشدانیبGSTیالحاقکیشرهمراهبهتونینکلسیمطالعهنیا
بـه دی ـپپتنی ـاگـر یدمطالعـه در).6(دیگردصیتخلیمیآنزبرشاز

پـس وشـد انیبیانسانتونینکلسیيتکرارهاازيمریمولتصورت
يسـاز خـالص ود ی ـگردجدایمیآنزبرشلهیوسبهيسازخالصاز

وانی ـبيبـرا یمتنوعالحاقيهاکیشرتاکنون ).5شد (انجامیینها
يهـا کیشـر انی ـمازانـد. بـوده دسـترس درهانیپروتئيسازخالص

عنـوان بـه نیدوکس ـیوریتت،ی ـحلالشیفزاادراستفادهموردیالحاق
شیافـزا ز ی ـنوانی ـبشیافزايبرایالحاقيهاکیشرنیبهترازیکی

اندازه).11(استرفتهکاربهياریبسبینوترکيهانیپروتئتیحلال
جملـه ازنیدکس ـیوریتداری ـپاسـاختار ودالتون)لویک19(کوچک

کیشرنیاازاستفادهتاکنونکهآنجاازاست.آنبارزيهایژگیو
نی ـادر؛اسـت نشـده گـزارش تـونین کلسـی فراوانانیبيبراالحاق
تـونین کلسـی واحـد کینیآميانتهادرنیدکسیوریتاتصالمطالعه

افزودنباکهدادندنشانجینتا.شداستفادهدیپپتنیافراوانانیبيبرا
8/22(بی ـنوترکنیپـروتئ موردنظر،یژنسازهبهنیوردوکسیتیتوال

ــهلودالتــون)یک ــپاصــورتب ــاکتردريداری ــبيب ــاًیتقروشــدهانی ب
ازدهـد. یم ـاختصاصخودبهرایسلوليهانیپروتئکلدرصد22

بـه رایالحـاق نیپـروتئ ازرصـد د12تنهـا تونینکلسیدیپپتکهآنجا
تـونین کلسـی دی ـپپتشـود یم ـین ـیبشیپ ـلذا؛دهدیماختصاصخود

دادهاختصاصخودبهرایسلوليهانیپروتئلکازدرصد5حدود
زانی ـمموجـود ین ـیتخميهـا مـدل و با توجـه بـه  اساسنیابراست.

تـر یلدرگـرم یل ـیم8حدودروشنیابابینوترکتونینکلسیدیتول
یقبل ـمطالعـات بـا سهیمقادرزانیمنیاکهبودخواهدODواحددر
است.الاترب) 6(گرمیلیم3/1و) 5(گرمیلیم7/7

گیرينتیجه
سالمونتونینکلسیییدارودیپپتيحاویژنسازهمطالعهنیادر

درد.ی ـگرديسـاز همسـانه نیدکسیوریتیالحاقکیشربااتصالدر
حـداکثر بـه يبراکیوانفورماتیبيهاروشازیژنسازهنیایطراح

ز وسـترت بـلات  ی ـنوالکتروفـورز جینتاشد.يریگبهرهانیبرساندن
بـاً یتقروشـده انی ـبيداری ـپاصورتبهیالحاقنیپروتئکهدادنشان

اسـت. دادهاختصـاص خودبهرایسلوليهانیپروتئکلدرصد22
ویالحـاق نیپـروتئ دی ـتولزانی ـمموجـود ین ـیتخميهامدلبراساس

وگـرم 5/3حـدود بیترتبهروشنیابابینوترکتونینکلسیدیپپت
بـا سـه یمقادرزانیمنیاکهبودخواهد100ODدرتریلدرگرم8/0

است.بالاتریقبلمطالعات 
قدردانیوتشکر

براي پورهاشمنبیزخانم) 39شماره (نامهانیپاحاصل مقالهنیا
ــویبرشــتهدرارشــدی کارشناســدرجــهاخــذ ازی پزشــکژيوتکنول

ز ی ـو نگلسـتان ی پزشـک علـوم دانشـگاه نینوهايآوريفندانشکده
يقات و فناوریمعاونت تحق)83816مصوب (شماره یقاتیطرح تحق

گلستان بود.یدانشگاه علوم پزشک

SDS-PAGEروشاستفاده از بان یپروتئانیبزیآنال: 3شکل 

A(ینیپروتئکر: مار1چاهک شماره ها،نی) الکتروفورز پروتئLMW-SDS Marker-17044601(، باکتر2چاهک شماره) وکتور يحاوي: کنترل
مولار یلیک میالقا شده با pET21-Trx-sCTوکتور يحاوي: باکتر3چاهک شماره )،IPTGمولار یلیک میبا بدون قطعه موردنظر القا شده

IPTGدهدیب را نشان مین نوترکیاه مکان پروتئیکان سی، پ
B (ژل توسط نرم افزار زیآنالجینتاImaje Jدهد.یب را نشان مین نوترکیاه بخش مربوط به پروتئیکان سی، پ

A

66

45

30

20

1 2 3kDa
B C

KDa M 1

48

35

25

17
11

75

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 g
ou

m
s.

ac
.ir

 a
t 1

0:
46

 +
04

30
 o

n 
S

un
da

y 
M

ay
 2

1s
t 2

01
7

www.SID.ir

http://goums.ac.ir/journal/article-1-3020-fa.html
WWW.SID.IR
WWW.SID.IR


Arc
hive

 of
 S

ID

81/همکارانوپورهاشمزینب

)61پیدر(پی1شماره/19دوره/1396بهار /گرگانپزشکیعلومدانشگاهعلمیمجله

References
1. Visser EJ. A review of calcitonin and its use in the treatment
of acute pain. Acute Pain. 2005; 7(4): 185-89.
http://dx.doi.org/ 10.1016/j.acpain.2005.09.003

2. Pharmacopoeia B. British Pharmacopoeia Commission
London; the Department of Health. Soc Serv Public Saf. 2013;
1: 719-20.

3. Kim KH, Seong BL. Peptide amidation: Production of
peptide hormonesin vivo andin vitro. Biotechnol Bioprocess
Eng. 2001; 6(4): 244-51. doi: 10.1007/BF02931985

4. Gellissen G. Production of Recombinant Proteins: Novel
Microbial and Eukaryotic Expression Systems. 1st ed.
New Jersey: Wiley-Blackwell. 2005; pp: 11-34.

5. Ishikawa H, Tamaoki H. Production of human calcitonin in
Escherichia coli from multimeric fusion protein. J Ferment
Bioeng. 1996; 82(2): 140-44. http://dx.doi.org/10.1016/0922-
338X(96)85036-7

6. Ray MV, Van Duyne P, Bertelsen AH, Jackson-Matthews
DE, Sturmer AM, Merkler DJ, et al. Production of
recombinant salmon calcitonin by in vitro amidation of an

Escherichia coli produced precursor peptide. Biotechnology (N
Y). 1993 Jan; 11(1): 64-70.

7. Villalobos A, Ness JE, Gustafsson C, Minshull J,
Govindarajan S. Gene Designer: a synthetic biology tool for
constructing artificial DNA segments. BMC Bioinformatics.
2006 Jun; 7: 285.

8. Sample & Assay Technologies QIAGEN. QIAprep ®
Miniprep Handbook For purification of molecular biology
grade DNA. May 2012.

9. Salis HM. The ribosome binding site calculator. Methods
Enzymol. 2011; 498: 19-42. doi: 10.1016/B978-0-12-385120-
8.00002-4.

10. Arabanian A, Mohammadnejad M, Balalaie S. A novel and
efficient approach for the amidation of C-terminal peptides.
Journal of the Iranian Chemical Society. 2010 Dec; 7(4): 840-
45. doi: 10.1007/BF03246077

11. Balbas P, Lorence A. Recombinant gene expression:
reviews and protocols. 2nd ed. New York: Humana Press. 2004.

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 g
ou

m
s.

ac
.ir

 a
t 1

0:
46

 +
04

30
 o

n 
S

un
da

y 
M

ay
 2

1s
t 2

01
7

www.SID.ir

http://goums.ac.ir/journal/article-1-3020-fa.html
WWW.SID.IR
WWW.SID.IR


Arc
hive

 of
 S

ID

Journal of Gorgan University of Medical Sciences / 82
Spring 2017 / vol 19 / no 1

Cite this article as: Pourhashem Z, Abbasian M, Shahbazi M, Yamchi A. [Heterologous expression of Salmon Calcitonin in Escherichia

coli]. J Gorgan Uni Med Sci. Spring 2017; 19(1): 77-82. [Article in Persian]

Original Paper

Heterologous expression of Salmon Calcitonin
in Escherichia coli
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_______________________________________________________________________________________________

Abstract
Background and Objective: Calcitonin is a small peptide hormone including 32 amino acids and 3.4
KD molecular weight which is produced by the parafollicular cells of the thyroid gland in respond to
increasing calcium ions in serum. This peptide is used for adjuvant therapy of osteoporosis, Paget's
disease and hypercalcemic shock. In this study, the heterologuse expression of calcitonin was done
in Escherichia coli.

Methods: In this experimental study, the thioredoxin fusion partner was added to n-terminal of the
Salmon calciton in order to increase its stability by the synthetic biology. The recombinant construct
was transformed and over expressed into Escherichia coli BL21 (DE3) host cell.

Results: SDS-PAGE analysis showed the over expression of recombinant protein after IPTG
induction.

Conclusion: In this study, the construct including fused Salmon calcitonin gene with thioredoxin
was cloned. The SDS-PAGE result showed the stable expression of fused calcitonin.

Keywords: Calcitonin, Thioredoxin fusion tag, Over expression, Peptide hormone
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