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id6360906 pdfMachine by Broadgun Software  - a great PDF writer!  - a great PDF creator! - http://www.pdfmachine.com  http://www.broadgun.com 

Archive of SID

www.SID.ir

mailto:��
www.sid.ir
www.sid.ir


ƶƳŚƀưƷ�ƦǀŤǀƫŚţŚƧ�ƵŚĮƿŚū�ƽŻŚſ 

 

ƶƬŬƯ�ƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽ��ƽæíƵŹŚưƃ����ƽìæ���ƱŚŤƀŝŚţíî 

çê

�ƶƯŶƤƯ 
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�çƹæ���ƀĩƺţƹżĭřǀ��ƲA�Żř�ëæè��ºſř�ǀ�Ưō�Ŷǀ���ƶºƴ�Śºŝ���ƫƺºĪƬƯ�ƱŻƹƾ� �

ëë�ĩǀ��ƱƺŤƫřŵƺƬĪƄţǀ��Ţſř�ƵŶƃ�ƪ�ƹ�Ǝſƺţ��źŤĩŚºŝƽ����ºŰƯ�ƶºŝǀ�Ǝ
ěǀ���Ʊō�ƱƺƯřź���ºƯ�Ůºƃźţƾ��ŵƺºƃ��éƹè����ºſřǀ�Ưō�Ŷǀ�ƶºƴ��ƽ�ƫ��ºǀżƿ��Ʋ�Źŵ

ŚƸŤƳřƽ�ƀĩƺŝźĩ�ǀƪ�ƀĩƺţƹżĭř�ǀƲ�A��ƀºĩƺŝźĩ�Ǝºſƺţ�ǀě�ƪǀŤĜ�ºǀ�ŻřŶ
��ƶŤƀĪƃƵŶƃ�����ƩŚƈţř�ŦƗŚŝ�ƶŝ�Ʈſ�ĭǀƵŶƳź��ƽ�2Į�-�ƫƺŞƬĭƹźĩŚƯǀ�Ʋ
ƩƺƬſ��ŚºƷƽ�ƿ�ŚºĩƺŹƿ�šƺ�ºƯƾ��ŵƺºƃ��ê��ƹ źƏ�Żř�ºƿ�Ƣ�ºſƹŶƳōǀ�ŻƺŤ

���ĭ�ƶºŝ�ƶŤƀŝřƹǀ�ƵŶºƳź��ƽ�ř�ƀºĩƺţƹżĭǀ��ƲA�����ºƯ�ƩƺƬºſ�ŵŹřƹƾ��ŵƺºƃ��
řƀººĩƺţƹżĭǀ�ƲA��ƩƺƬººſ�ƪººųřŵ�Źŵ�ƎººſƺţţƹźěŘŚººƷŻŚƽƹ�ººƿ�ƵĦ
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ŵƽ�ƠƫƺººſǀŶƽ�Ʊō�ůřººǀººƯ�Śƾ��ŵƺººƃ�ë���ŤƳř�ŻřŚººƸƽƀººĩƺŝźĩ�ǀƪ�
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�źƏ�Żřƿ�Ź�ƢƿŻƺŞƿ�ŸºěŚƳ�ŢƄĭźŝ�Ʊŵźĩ�ƶƬƿ�ºſř�źǀƯōŶǀƷ�ƶƴ�ºǀŤƀǀŶƿ�Ʋ
�ƺƏ�ŹƺŤĩŚƟƿƪ��ŻŚºſƽ�ç�(eEF-2)����ƛ�ŦºƗŚŝ�ºǀź����ƱŶºƃ�ƩŚºƘƟ���Ʊō�

Ưƾ�ŵŵźĭ���ŤƳ�Źŵ�ǀ��ţƹźě�żŤƴſ�ƶŬŘǀ�Ʋ�ƞƣƺŤƯ�īźƯ�ƹ�ƩƺƬſ�šŹƺƇ
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aaçêç�æIa�ĪƄţ�ǀƵŶƃ�ƪŢſř���ŚūƿƵŚĮIa �ƀƯŘ��ƶºŝ�ƩŚƈţř�Ʃƺ
ĭǀƵŶƳź��ƽƫƺƬſ�ƾŢſř����Źŵ�ƂƸū�ƹ�ƝŸůſřǀƯō�Ŷǀ�ƶƴƘƣƺƯ�ºǀŢ�
ÒÔ�ŵƶƴƯř��ƽ�Ia��ƛ�ŦƗŚŝ�ǀ���ƱŶºƃ�ƩŚºƘƟź�ƀºĩƺţƹżĭřǀ�ƲA���ŹŚºƸƯ�ƹ

����Ư�ƩƺƬſ�ƶŝ�Ʈſ�ƩŚƈţřƾ�ŵŵźĭ����ƂƤƳŚūƿƵŚĮ�Ib�ŻƺƴƷ����ƆŴƄºƯ
Ţſř�ƵŶƄƳ�ƝŸů�ƄŴŝ�ƾ�Żřŵ�ƶƴƯř�ƽ�Ib�� aa ÐÕÍ�ÐÓÒ��Ʒǀ�Ģ

ŧŚţǀźƽ��ƹŹ�źŝ�ƽ�ưſ�ǀŢ�ƀĩƺţƹżĭř�ǀƲ�A�ŵŹřŶƳ���ÎÍ���Śūƿ�ƵŚºĮ�II�
�aa�èëé �çêè������Żř�Ʈºſ�ŹƺºŞƗ�ŦºƗŚŝ��ŚƄºƛ�ƉźºƗ�ƽ���ƩƺƬºſ
ººƯƾ�ŵƺººƃ��ææ���ŚūƿƵŚººĮ III �aa�ëæè�éåê��Żř�źƏººƿ�Ūƴººě�Ƣ
ſřǀƯōŶǀƶƴ��ƽ�ŚƸŤƳř�ƽ�ƀĩƺŝźĩ�ǀ���Ź�ŦºƗŚŝ�ƪƿŻƺŞƿ�ƶºƬ����ƱŶºƃ���ŹƺŤĩŚºƟ

ƺƏƿ�ŻŚſ�ƪƽ�ç�(eEF-2)�Ư�ƾ�ŵŵźĭ��æèƹæç�����ƱĥƀĩƺţƹżĭřǀƲ�
A���źŝƹŹƽ���ƭƹŻƺƯƹźĩźŤĩŚŝƽ��řŵ�Źřźƣ���ƶŤƃƶŝ�ưƷ�ǀ��Ʋƫŵ�ºǀ��ƪ�ºŝǀƂ� �
��Żřîå��ƶƳƺĭ�ŶƇŹŵ��ŚƷƽ���ō�ŽŚƳƺƯƹŵƺºſƿĥƹźƿ�řŻƺºƴ�ř�ºƿƲ��Ʈºſ��řŹ�
ƫƺţǀŶ��ºƯƾ��Ŷºƴƴĩ��æêƹæé������ŻŚºſ�ƶƳŚƀºưƷƽ�ƀºĩƺţƹżĭř�ǀ�ƲA�ƹ�
ƫřƺţƾ�ƿŝŚƾ��ƀĩƺţƹżĭř�Ʊĥ�ǀ��ƲA����ƩŚſ�Źŵ�æîíé�Ǝſƺţ��ƽŹƺĭźĭ��
�Gregory��Ŷººƃ�ƭŚººŬƳř�ƱřŹŚººĪưƷ�ƹ�ººƔƴţ�Ʊĥ�ǀŝ�ƵŶººƴƴĩ�Ʈººǀ�ƱŚ

ƀººººĩƺţƹżĭřǀ�ƲA�ƩŚººººſ�Źŵ�æîíëƎººººſƺţ��ƭƹźŤººººſřŶƷ�
�Hedstrom��ŵźĭ�ƆŴƄººƯ�ƱřŹŚººĪưƷ�ƹººƿŶ��ƩŚººſ�Źŵ�æîíì�

��Ǝººſƺţ��ƱƹźƯŚººƧ�Cameron��Śū�ƱřŹŚººĪưƷ�ƹ�ƿ�ŝ�ƵŚººĮ�ººǀ�ƱŚ
ƀĩƺţƹżĭřǀ��ƲA�Ƙţ�ǀǀ�ŵźĭ�Ʋ�ºƿŶ��ųř�ºǀ���Ż�šŚºƘƫŚƐƯ�ľřź�ºƿŵŚƽ�ƹŹ�ƽ�

řƿƴưƾ�řŻƾƿ������źƏ�Żř�ŚºƷŹƺƯƺţ�ƱŚƯŹŵ�ƹ��ºƿ�ř�Ƣ�ºƿ�����ƵŶºƃ�ƭŚºŬƳř�Ʈºſ�Ʋ
Ţſř��ƫƺţǀŶ�ŵ�ƶºƴƯř��ƽ�ƫŚţŚĩ�ǀŤ�ºǀ��ƀºĩƺţƹżĭř�Ĩǀ��ƲA����ƶºŝ�šŹƺºƇ�
ĩźţƺƳºººǀŜř�Źŵ�ºººƿƶºººƘƫŚƐƯ�Ʋřźºººŝ�ƽºººƫƹř�ǀř�Źŵ�ŹŚºººŝ�ƲºººƿƱřź� �
�ƭŚŬƳřŵźĭƿŶ���

��
ſŹźŝ�ƁƹŹƾ���

�����ŴƄºººţǀ�Ɔō�ŽŚƳƺƯƹŵƺºººſƿƹźĥƿřŻƺºººƴ���ŽŚƳƺƯƹŵƺºººſ
ōƿƹźĥƿřŻƺƴ��ŝ�Żř�ǀ��ĮŤųƺſ�ŹŚģŵ�ƱřŹŚưƾ����ƶſ�ƹ�ƹŵ�ƕƺƳ��źŤƀºŝƽ��Źŵ
ŝǀ�ō�ƱŚŤſŹŚưƿ�ƺſƺƯ�Ľř�ŢƽŶƃ�řŶū�ƱŚŬƳŻ�ŶƳ��řƿ�ƲƶƳƺưƳ����Śºŝ�ŚºƷ

�źŤſř�ęōƺſƿ���Żř�ƪŝǀ���ºŰƯ�Źŵ�ƹ�řŶū�ƱřŹŚưǀ�ƎźţƺƳƿ���Źŵ�ŹŚºĭō�Ţºƴ
ŚƯŵƽ�èì�ƶūŹŵ���ƽ�ŤƳŚſ�ƾ�����šŶƯ�ƶŝ�ŵřźĭæí��ŢƗŚºſ�����Ƶŵřŵ�ŢƄºĩ�
ŶƃŶƳ����žĜſźŤĩŚŝƽ��Ţƀºţ�Ǝºſƺţ���ŚºƷƽŝ�ǀ�ºƃƺǀưǀŚƾƿ���ŻǇŚºţŚĩ�
ƀººĩřǀ��ŻřŶTSIººſ�Ţƀººţ��ǀ�ƩƹŶººƳř��šřźŤ�VP��MRƹ��ƫƺţººǀ�Ŷ

ěǀŚſŚƴƃ�ƱŚưĮƾƿ�ƹ��Źŵ�ŢƄĩ�Żř�žěŰƯǀŢƄĩ�ƎLB �ŚºƯ�ƿ�ƹ�Ɩ
Ƭĭ�ƱŵƹżººƟřººǀ�Ʃƹźƀ��ŚººƸƳ�ŢººƔƬƛƾƿ�çåŶººƇŹŵ���ŹŵŚººƯŵ�ƽ� �

íå�ƶūŹŵ��ƽŤƳŚſ�ƾ�ŵřźĭųŷ�ǀƵźŵźĭ�ƿŶŶƳ���
ůřźƏƾ�řźě�ƿźư���ŴƄţ�ŢƸūǀ�ŵƺūƹ�Ɔ��ƀĩƺţƹżĭř�Ʊĥ�ǀ��ƲA���źºŝ�
ƹŹƽDNA �ŝźŤĩŚƽ�ƿ�řźě�ŢºƠū�Ĩƿ�źºư���żºǀƳ�ƹ��ŨĪţ�ŢºƸū�ºǀ�ź
ŚūƿƵŚĮ�ƫŚţŚĩ�ǀŤǀ��Ĩƿ��řźě�ŢƠū�Ĩƿ�ŵ�źưƿ��źĮ��Śū�Ŷºūřƹƿ�ƵŚºĮ��ŚºƷƽ�

�żƳō�Ɓźŝƿưƾ���ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝ���������šŚºƗǈƏř�ĨºƳŚŝ�Źŵ�ŵƺūƺƯ�šŚƗǈƏř�
Ƴĥƾ�ůřźƏ�ƾ���ƹ�ŵźĭ�żŤƴſƿŶ��ſǀ�ř� �ƱĥŚƴƿƱřź���ƫřƺţƾ�ŚƷƽ�řźěƿ��źºư
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ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƴǀƯř�ƭřźƸŝ 

 

ƶƬŬƯ�ŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳ��ƽæíƵŹŚưƃ����ƽìæ���ƱŚŤƀŝŚţíî 

çë

���Śě�ƹ�Ţſŵ�ǇŚŝǀƿ��ŴƄţ�Ţſŵ�Ʋǀ�Ʈſ�Ɔ�ƀĩƺţƹżĭřǀ��ƲA��šŹŚŞƗ
Żř�ŵƺŝ���

��

PBF: 5´- TGC  TGC  ACT  ACT CCA  TGG  TC -3´ 

PBR: 5´- ATC  GGT ACC  AGC  CAG  TTC  AG -3´ 
 

řźěƿŚºººƷźưƽ�Śºººě�ƹ�ǇŚºººŝ�ǀƿ�Ţºººſŵ�ƲŚūƿ�ƵŚºººĮƫŚţŚĩǀŤºººǀĨ�� �
ƀººĩƺţƹżĭřǀ�ƲA��ŚººŝŚūƿżººƳō�Ɓźººŝ�ƵŚººĮƿƮ�ŚººƷƽ��ƵŶººƴƷŵ�Ɓźººŝ

źŧǇřŵƹŶººººººŰƯ�EcoRI�ƹ�HindIII�Żř�ŵƺººººººŝ�šŹŚººººººŞƗ��� �

� �
� �
� �
� �
� �
� �
��

PCF:5´-�GGC  GAATTC  GGC GAC GTC AGC TTC A�-3´ 
PCR:5´- CGG  AAGCTT  CTT CAA GTC CTC GCG C�-3  ́

��ŻŚºſ�ƵŵŚºƯōƽDNA �ŤĩŚºŝ�źƽ����źŤĩŚºŝ�Ɓƺºſƽ���ŽŚƳƺƯƹŵƺºſ
ōƿĥƹźƿřŻƺƴ�ŰƯŹŵ�ǀƎ�LB-broth����šŶƯ�ƶŝ�æç���ŢƗŚſ�ŶƃŹ��Ƶŵřŵ�

Ŷƃ���ƯƹŻƺƯƹźĩ�ƭƺƳĥƾ�źŤĩŚŝ�ƽ����ĩ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�ǀ�ƬŴţ�Ţǀ��ƭƺƳĥ�Ɔ
High Pure PCR Template Preparation, Roche)�(��

���ƹ�ũřźŴŤſř��ƢŝŚƐƯ��ƩƹŶūæ����ƀºĩƺţƹżĭř�Ʊĥ�ŵƺūƹ�ǀ��ƲA�Őţ��ºǀƿ�Ŷ
ŵźĭƿŶ����

��

��
��
��
��
��
��
��

��
��
��

Śūƿ��ƵŚĮƫŚţŚĩǀŤǀ�ƀĩƺţƹżĭř�Ĩǀ��ƲA��������Ʊĥ�ƱŶºƃ�ƆŴƄºƯ�Żř�žě�
ƀººĩƺţƹżĭřǀ�ƲAźƏ�Żř�ººƿ�ƢPCRřźººƃ�Źŵ�ƿŻ�Ǝººƿ�ź�ƮººŬů�Źŵ
��Ƃƴĩřƹêå�Ư�ǀźĪƹƫǀźŤ�ŨĪţ�ǀ�ŵźĭ�źƿŶ���ê�Ư�ǀźĪƹƫǀźŤ���źƟŚŝXæå���ç�

ƯǀźĪƹƫǀźŤMgSo4 ��mM�çê���ç�ƯǀźĪƹƫǀ�źºŤ��źºƷ�Żř�řźěƿ�źºư 

�mM�æå���çƯ�ǀźĪƹƫǀ�źººŤDNA�ººƳ�ƹǀƯ�ƮǀźĪƹƫǀ�ººƳō�źººŤżƿ�Ʈ
PWO�Ƭě�ǀŻřźư���Ţƃźſřƹ��ŻŚſ�ƽ�ƫƹř�ǀƶ��ŚƯŵ�Źŵ�ƽ�îé��ƶºūŹŵ���ƽ�

ŤƳŚſƾ�����šŶƯ�ƶŝ�ŵřźĭé�ƣŵ�ǀ���ŹřźĪţ�ƶƬůźƯ�ƶſ�ƹ�ƶƤƽ�èêƶųźģ��řƽ�
���ŚƯŵ�Źŵ�Ţƃźſřƹ�ƪƯŚƃƽ�îé�ƶūŹŵ���ƽ�ŤƳŚſ�ƾ��������šŶºƯ�ƶºŝ�ŵřźºĭæ�

ƣŵǀ��řźě�ƩŚƈţř��ƶƤƿ��ŚƯŵ�Źŵ�źưƽ�ëå�ƶūŹŵ�����ƽŤƳŚſƾ�����šŶºƯ�ƶŝ�ŵřźĭ
æ�ƣŵ�ǀ��Ƭě�ƹ�ƶƤǀźưƿſřżǀ��Ʊƺ�ŚƯŵ�Źŵƽ�ìç�ƶūŹŵ��ƽ��ŤƳŚºſƾ�����ƶºŝ�ŵřźºĭ

��šŶƯê�æ�ƣŵǀ��ƶƤ�ŢƟźĭ�ƭŚŬƳř��Ƭěǀźưƿ�ºſřżǀ��ŚºƸƳ�Ʊƺƿƾ���ŚºƯŵ�Źŵ�ƽ�
ìç�ƶūŹŵ���ƽ�ŤƳŚſ�ƾ�����šŶƯ�ƶŝ�ŵřźĭê�ƣŵ�ǀ���Ŷºƃ�ƭŚŬƳř�ƶƤ����ƩƺƈºŰƯ

��ƂƴĩřƹPCR�ƹŹƽ����ŻƹŹŚĭō�Ʃĥç�����ĥŚŤƫƹ�Śŝ�ŶƇŹŵ�íå����šŶºƯ�ƶŝ�
Ƴǀ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�ŢƗŚſ�ƮŵźĭƿŶ���

ŻŚſ�ƵŵŚƯōƽƩƺƈŰƯ��PCR�ƩƺƈŰƯ� Ƃƴĩřƹ�PCR�Ǝºſƺţ��
��ƹŵżƳōƿƮ��ŶƴƷŵ�Ɓźŝ��ƵHindIII�ƹEcoRI��Śŝ�ç�Ư�ǀźĪƹƫǀ���Żř�źºŤ

żººƳō�źººƷƿ�ƮƵŶººƴƴĩ�ŵƹŶººŰƯ��èåƯ�ǀźĪƹƫǀ�ƩƺƈººŰƯ�źººŤPCRƹ�� �
êƯ�ǀźĪƹƫǀźººŤ��źƟŚººŝXæå�ƮººŬů�Źŵ��ƂƴººĩřƹêåƯ�ǀźĪƹƫǀźººŤƽ� �

�����ƵŶƳŻŚºſ�Ţĩźƃ�ƪĪţƹźě�ŽŚſř�źŝ��ƽ��żºƳō�ƿ��Ʈ(Fermentase)�� �
��šŶººƯ�ƶººŝç�ŚººƯŵ�Źŵ�ŢƗŚººſ�ƽ�èìƶººūŹŵ��ƽŤƳŚººſ�ƾ�ŵřźººĭ�� �

Ɓźººŝ�Ŷººƃ�Ƶŵřŵ��ǇƺƈººŰƯš�Ɓźººŝ�ƵŶººƃ�ƵŵŻ�ĩ�ƎººſƺţººǀŢ� �
(High Pure PCR Product Purification Kit ,Roche)��ũřźŴŤſř

�ƹŹ�ƹƽ����ŻƹŹŚĭō�Ʃĥ�ç�����ĥŚŤƫƹ�Śŝ�ŶƇŹŵ�íå�����ºƳ�šŶºƯ�ƶŝ�ǀ��ŢƗŚºſ�Ʈ
�ŻŹƺƟƹźŤĪƫřŵźĭƿŶ����

Reagent Concentration Reaction 

Template DNA çåå ng/µl æ µl 
PCR buffer æå X ê µl 

MgCl2 êå mM æ µl 
dNTPs ê�ç  mM é µl 

Forward primer æå pmol/ µl ç µl 
Reverse primer æå pmol/ µl ç µl 
Taq.DNA pol. ê uite/ µl ê�å  µl 

D.D.W. - ê�èé  µl 

Total volume - êå µl 

ƩƹŶū�æ��ŢƔƬƛ�ŚƷį�ƪƯřƺƗ�ƂƴĩřƹPCR ��
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ƶƳŚƀưƷ�ƦǀŤǀƫŚţŚƧ�ƵŚĮƿŚū�ƽŻŚſ 

 

ƶƬŬƯ�ƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽ��ƽæíƵŹŚưƃ����ƽìæ���ƱŚŤƀŝŚţíî 

çì

�ŻŚſ�ƵŵŚƯōƽ�ưſǈě�ǀŶ��źŤĩŚŝƽ��ưſǈě�ƪƯŚů�ǀ��Ŷ(pET28a)��Źŵ�
ŰƯǀŢƄĩ�ƎLB �ŚºƯ�ƿ�Ɩ���šŶºƯ�ƶºŝæç�ºſ��ŢƄºĩ�ŢƗŚŵźĭ�ºƿŶ��

ưſǈěǀŶ���Ʊō�����ƪĪţƹźě�ŽŚſř�źŝŵŹřŶƳŚŤſř����ũřźŴŤºſřƹ�ƹŹ�ƽ��Ʃĥ�
��ŻƹŹŚĭōæ�����ĥŚŤƫƹ�Śŝ�ŶƇŹŵ�æåå���Ƴ�šŶƯ�ƶŝ�ǀ����ŻŹƺºƟƹźŤĪƫř�ŢƗŚſ�Ʈ

Ŷƃ��ưſǈěǀ��Ŷ��ũřźŴŤſř��ƵŶƃƳǀ���ŶƴƳŚƯ�ż���ƩƺƈºŰƯPCR���Ǝºſƺţ�
�żƳō�ƹŵƿ��Ʈ�ƵŶƴƷŵ�Ɓźŝ�HindIII�ƹ��EcoRI�Źŵ�řźƃƿ��Ǝƿ��ƱŚƀºĪ

���šŶƯ�ƶŝƿ���ŢƗŚſ�Ĩ�ŚƯŵ�Źŵƽ�èì��ƶºūŹŵ���ƽ��ŤƳŚºſ�ƾ����ŵřźºĭ��Ɓźºŝ
�Ŷƃ�Ƶŵřŵ���Ɓźŝ�ƩƺƈŰƯĩ�Ǝſƺţ�ºǀŢ�����ƪưƘƫřŹƺŤºſŵ�ŽŚºſř�źºŝ

�ƵŶƳŻŚºſ�ŢĩźƃHigh Pure PCR Cleanup Micro Kit, Roche) �(�
��ũřźŴŤſř�ƹŹ�ƹƽ��ŻƹŹŚĭō�Ʃĥ��æ������ĥŚºŤƫƹ�Śŝ�ŶƇŹŵ�æåå�����šŶºƯ�ƶºŝ�

ƳǀŶƃ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�ŢƗŚſ�Ʈ���
ơŚŰƫř��ƍƺƬŴƯ��æ��ƶŝè���ƩƺƈŰƯPCR��ưſǈě�ƹ�ǀ���ƵŵŹƺų�Ɓźŝ�Ŷ

řŹ��šŶƯ�ƶŝ�æå�ƣŵǀ��ŚƯŵ�Źŵ�ƶƤƽ�èì�ƶūŹŵ�����ƽŤƳŚſƾ��ŵřźºĭ���ƶºŝƺĪƳř�
�Ŷººƃƹ�ƶººŝ�ƶƬººƇŚƟǈŝ�ººƿ�ƪººƤŤƴƯ�ŲŵźĭººƿŶ��çƯ�ǀźĪƹƫǀżººƳō�źººŤƿƮ� �

T4 Ligase�ƹ�êƯ�ǀźĪƹƫǀ�źƟŚºººŝ�źºººŤXæåƶƟŚºººƋř�Ʊō�ƶºººŝ��� �
ŵźĭººƿŶ���šŶººƯ�ƶººŝæëŚººƯŵ�Źŵ�ŢƗŚººſ�ƽ�æåŚººţæçƶººūŹŵ��ƽ�
ŤƳŚſƾ�ŵřźĭ�Źřźƣ��Ŷƃ� Ƶŵřŵ�����ơŚºŰƫř�ƩƺƈºŰƯ��ŚƸƳ�Źŵ�ºƿŢ���Ǝºſƺţ
ĩ�ºǀŢ�High Pure PCR Cleanup Micro Kit, Roche)�(�

Źřźţ�ŢƸūƿ�ŢŴ�ũřźŴŤſřźĭŵƿŶ���
řźţŹƿŢŴ��ƩƺƬſ�ŚƷƽ�ůǈƇǀŢ��� Źřŵ�(Competent���ŽŚſř�źŝ�

Ƭĭ�Śººŝ�ŵŹřŶƳŚŤººſř�ƪººĩƺţƹźěººǀ�ƩƹźƀæåŚººƯŵ�Źŵ�ŶººƇŹŵ�ƽ�é��
ƶūŹŵ��ƽ�ŤƳŚſ�ƾ�ŵřźĭ�Ƹţ�ǀƶ�ƹ����ŹŵŚƯŵƽ�íå��ƶūŹŵ���ƽ��ŤƳŚºſ�ƾ���ŵřźºĭ
ųŷǀ��ƵźŵźĭƿŶ��ê�Ư�ǀźĪƹƫǀ����ƩƺƈŰƯ�Żř�źŤơŚŰƫř�ƹ��çå�Ư�ǀźĪƹƫǀ��źºŤ

ƩƺƬſ�Żř�ŚƷƽ�ůǈƇǀŹřŵ�Ţ ��šŶºƯ�ƶŝ�ƹ�ƍƺƬŴƯ�ƮƷ�Śŝæ�ƣŵǀ��ƶºƤ
�ƪųřŵ�ŹŵƿŹřźƣ�Ų�Ŷºƃ�Ƶŵřŵ����Ǝºſƺţ�ƵŚĮŤºſŵGen Pulser ��Śºŝ�

ĥŚŤƫƹ�çêåå��ơŚŰƫř�ƩƺƈŰƯƶŝE. coli BL21(DE3)���ƪºƤŤƴƯ
ƹ�����šŶºƯ�ƶŝ�ºƿ�����ºŰƯ�Źŵ�ŢƗŚºſ�Ĩǀ��ƎSOC����ŢƄºĩ���Ƶŵřŵ�Ŷºƃ��

śƺſŹ�źŤĩŚŝƽ�ŚƷƽ��ºŰƯ�ǀ����ŢƄºĩ�ƎSOC�����źŤƳŚºſ�Żř�žºě�ƿ�ĥƺƠ� �
�g�éååå��ººŰƯ�Źŵǀ�ŢƄººĩ�ƎLBŶººƯŚū��řŹřŵƽŚƯŚƳŚĩ�ººƿƀǀƲ�� �
�èå�ǀƯ�ƹźƨ����ƭźĭ�ƾƬǀƯ�Źŵ��źŤǀƫ��ƶŝ��ƴưģ�šŹƺƇ�ƾ��Ƶŵřŵ�ŢƄĩ��Ŷƃ�� �

źĮƫŚŝźƛƽ�ƴƬĩ�ƾ�ŚƷ���ºƴƬĩƾ��ŚºƷƽ��ƺºŤŰƯ�ƽ��ưºſǈěǀ�����ŽŚºſř�źºŝ�Ŷ

����ũřźŴŤſř�ŵŹřŶƳŚŤſř�ƪĪţƹźě�ŶºƃŶƳ����ºƳĥ�ŵƺºūƹƭƺ�ĩźţƺƳ�ºǀ�Ŝ�Żř
źƏƿ��ƢPCR��żƳō�Ɓźŝ��ƿưƾ�ƹ�ƫřƺţ�ƾ�ƿŝŚƾ�ŻŹřƿŝŚƾ�ŵźĭƿŶ��PCR�

��ƢŝŚƐƯřźƃƿ��Ǝ����ŻŚſ�ƶƳŚƀưƷ�Źŵ�ƶŤƟźĭ�ƭŚŬƳřƽ����ŢºƟźĭ�šŹƺºƇ���
żƳō�Ɓźŝƿưƾě��ưºſǈǀ��żºƳō�Śºŝ�ŶƿƮ��ŚºƷƽ�HindIII�� EcoRI�ƹ

BamHI���ƵŶƳŻŚººſ�Ţĩźººƃ�ƪººĪţƹźě�ŽŚººſř�źººŝ��ƽżººƳō�ƿ�Ʈ
(Fermentas)���ƭŚŬƳř�ŢƟźĭ.��ƫřƺºţ�ƾ��ºƿŝŚƾ�Ƴ�ºǀ��Ǝºſƺţ�ż��żºĩźƯ

ƤŰţǀŤƳĥ�šŚƤǀĪƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ĨƾƤŝ�ǀƶ�ř����Ŷƃ�ƭŚŬƳř���
�ŹƺƔƴƯ�ƶŝ�ŝǀ�ţƹźě�ƱŚǀǀƲ��źŤĩŚŝ�ƽ�ĩźţƺƳ�ǀ��ŜŹŵ�ƹŵ��ƶƫƺƫ���ƽ���ƱƺĪƫŚºƟ�

æê�ƾƬǀƯ����ƽźŤǀƫřŹřŵƽ�ŰƯǀ����ŢƄºĩ�ƎLB��ŚºƯ�ƿ��ƖŚƯŚƳŚĩ�ºƿƀǀƲ�Źřŵ��� �
�æåå�ǀƯƹźƨ����ƾƬǀƯ�Źŵ�ƭźĭ��źŤǀƫ����ŢƄĩŵźĭƿŶ����Źŵë�åOD=��ºŝ��ƶ
ƿĪƾƫƺƫ�Żř�ƶ�ƷŚIPTG �ŚŝŚƸƳ�ŢƔƬƛ�ƾƿ�ƿ�ĨƯǀƬƾ��ŹǇƺƯ��ƵŵƹżºƟř
ƃŶ��ƫƺƫ�ƶ�Ʒ��Ś���šŶƯ�ƶŝê���ŚƯŵ�Źŵ�ŢƗŚſ�ƽ�èì�ƶūŹŵ���ƽ�ŤƳŚſ�ƾ��ŵřźĭ
ŚƤƫř���ƹ��žĜſśƺſŹ���źƷ�ƶƫƺƫ��ƽ��Ɩưū�ƱƺĪƫŚƟ�Źƹōƽ�����ƵŚĮŤºſŵ�Śŝ�ƹ�

ƳƺººſǀŹƺţŚĪ�ƩƺººƬŰƯ�Źŵ� PBSƶŤƀººĪƃŶººƃ���ŝººǀƱŚ�ţƹźººěǀǀƲ�
ĩźţƺƳ�ºǀŜ���Ǝºſƺţ��ŻŹƺºƟƹźŤĪƫřSDS-PAGE�æê��ŶºƇŹŵ��Śººŝ
��ĥŚŤƫƹçåå�����šŶºƯ�ƶŝ�éê�ƣŵ�ǀ�ƶºƤ����Ưō�ĬºƳŹ�ƹ��ºǀżƽ��ºſŚƯƺĩ�ƾ��ƺºƬŝ��

ƺŬŤƀū�ŵźĭ�ƿŶ��ưƷĤƴǀ��Ʋ��Ǝſƺţ�ţǈŝ�ƱźŤſƹǀĬƴ���ŝ�ŢŰºƇ�ºǀ�ƱŚ
Śţǀƿ�ŶŵźĭƿŶ���
��
ƿƶŤƟŚ�ŚƷ���

�����ř�Źŵººƿ��ƕƺººưŬƯ�Źŵ�ƶººƘƫŚƐƯ�Ʋæå�ƶººƳƺưƳ��ŽŚƳƺƯƹŵƺººſ
ōƿĥƹźƿ��řŻƺƴ�ŝ�Żřǀ��ĮŤųƺſ�ŹŚģŵ�ƱřŹŚưƾ���řŶū�ŵźĭƿŶ���Ţƀºţ��ŚºƷƽ�
ŝǀƃƺǀưǀŚƾƿ��ƀĩř��ŻǇŚţŚĩ�ǀ�ſ��ŻřŶǀ���ƹ�šřźŤTSI��ř�Źŵ�ºƿ��źŤĩŚºŝ�Ʋƽ�

��Ţƀţ�ƹ�ŢŞŨƯ�ŚƷƽ��ƩƹŶƳř�VP���ƹ�MR��ř�Źŵ��ºƿ��źŤĩŚºŝ�Ʋƽ��ºƠƴƯ�ƾ�
ŵƺººŝ���ũřźŴŤººſř�Żř�žººěDNA��PCR��ŢººƸūŴƄººţǀ�Ɔ�Ʊĥ

ƀĩƺţƹżĭřǀ��ƲA��Żř�ƵŵŚƠŤſř�ŚŝźŤĩŚŝ�ƭƹŻƺƯƹźĩ�ƽ���ƭŚŬƳř�ŢºƟźĭ�
��ƹƹŹƽ����ŻƹŹŚĭō�Ʃĥ�ç�ŶƇŹŵ�ŵźĭ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�ºƿŶ���ĪƄºţǀ�ƪ��ŶºƳŚŝ

æîå��ŻŚŝ�ŢƠū�ƽ�����ř�ƶºŝ�ƍƺºŝźƯ�ºƿ��ƀºĩƺţ�ƲǀƲ��Śţǀƿ�ƵŶºƴƴĩŶ��ƽ��Ʊĥ�
�ƀºĩƺţƹżĭřǀ�ƲA�ŵƺºŝ������ƩƺƈºŰƯ�žĜºſPCR��żŤƴºſ�Śūƿ�ƵŚººĮ

ƫŚţŚĩǀŤºººǀƀºººĩƺţƹżĭř�Ĩǀ�ƲAƹŹ�ƽ�ŻƹŹŚºººĭō�Ʃĥ�ç�ŶºººƇŹŵ�
�ƃ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫřŶ��ŤƳ�ǀƶŬ��ƽ�ŚƯŻō�ƿ���ř�Śºŝ�Ƃ�ºƿ�����ŢºƤŝŚƐƯ�ǈƯŚºĩ�źºƯř�Ʋ
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çí

��Ţƃřŵ��ƺƈţ�Źŵ�ƹƿ��źæ����ºƯ�ƵŶƷŚƄºƯ�ƾ��ŵƺºƃ��ŤƳǀ�ƶºŬ��ƽ�Źřźţƿ��ŢºŴ
�ŻŚſ�ƶƳŚƀưƷƽ�������ºŝ�ŶºƃŹ�ƶºŤƟźĭ�ƭŚŬƳř�ǀ�Żř�Ƃ�çåå��ƳƺºƬĩƾ�ƹŹ�ƽ�

Ƭěǀ�ŵƺŝ�Ţ��ŚŤƳƿ�źĮƫŚŝźƛ�Ūƽ�ƴƬĩ�ƾ�ŚƷ��źƏ�Żř�ƿ��ƢPCR���Źŵ�ƺƈºţƿ�ź
ç��Ư�ƵŶƷŚƄƯƾ�ŵƺƃ��źĮƫŚŝźƛƽ�ưſǈě�ǀ��Ŷ��żºƳō�ŚŝƿƮ��ŚºƷƽ���ŵƹŶºŰƯ�

ƵŶƴƴĩ�ƽ�HindIIIƹ�� EcoRI��ƿƶƘƐƣ�Ĩ�ëèå�ŻŚºŝ�ŢƠū�ƽ�řŹ�
Śţǀƿ�ŵźĩ�Ŷ���ţ�Źŵ�ƶĩ�ƺƈƿ��żè��Ư�ƵŶƷŚƄƯ�ƾ�ŵƺƃ���Śě�Źŵ�ºƿ��ƱŚŤƳǀ�ƶºŬ��ƽ�

ƶƳŚƀưƷ�ŻŚſƽ���ƫřƺºţ�Ǝſƺţ�ƾ��ºƿŝŚƾ�Śţ�ºǀƿ��Ŷŵźĭ�ºƿŶ�����źºƳ�Ǝºſƺţ�ƹ�ƭ�
ŹřżƟřNCBI Blast �ƫŚƳō�ŵŹƺƯǀŢƟźĭ�Źřźƣ�ż��ƶĩê�îî��ŶºƇŹŵ�

�����Ƴĥ�ĨƳŚŝ�šŚƗǈƏř�Śŝ�řŹ�ƶŝŚƄţƾ��ŵřŵ�ƱŚƄƳ����ţƹźºěŘǀ��ºŝ�Ʋƶ���šŹƺºƇ

��ſ�Źŵ�ƩƺƬŰƯŚƳǀ���ƮºſǈěƺŤŝ�ºǀ��ƹ�ƱŚ�ƖºưŬţ�ƿ�ŢºƟŚ��ŝ�ºǀ�ţƹźºě�ƱŚǀǀ�Ʋ
�ƫř�ƎſƺţŻŹƺƟƹźŤĪ�SDS-PEG���Ưō�ĬƳŹ�ƹǀżƽ��ºſŚƯƺĩ�ƾ���ƺºƬŝ�
��ƆŴƄƯŵźĭƿŶ��ĪƄţǀ����ŶºƳŚŝ�ƪçíìæå��ƳƺºŤƫřŵ�ƾ�Śţ��ºǀƿ��ƵŶºƴƴĩ�Ŷ�����ƽ

ţƹźěŘǀ����źƔƳ�ŵŹƺƯ�Ʋ���ƶĩ�ŵƺŝ�ƺƈţ�Źŵƿ��źé����ºƯ�ƵŶƷŚƄºƯ�ƾ��ŵƺºƃ���Źŵ
ŚƸŤƳřƽ�N�ƹ� CƯźţǀţƹźě�ƩŚƴŘǀſř�Ƃƃ�ƲǀƯō�Ŷǀ�ƶºƴ�ƽƷ��ºǀŤƀǀŶƿ�Ʋ

řŵ�ŵƺººūƹ�Ţººƃ�Źŵ�ƶººĩŚţººǀƿŚººƸƳ�Ŷƾƿŝ�ººǀţƹźººě�ƱŚŘǀ�Ʋ�Ǝººſƺţ� �
�ţǈŝ�ƱźŤſƹǀ��Ĭƴ�ŤƳō�Śŝƾ�ŵŚºŝ�ƽ�His-Tag�����Źřźºƣ�ƵŵŚƠŤºſř�ŵŹƺºƯ

ŢƟźĭ����

 

 ��
ƪĪƃæ�ƩƺƈŰƯ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�PCR ƶƴƯřŵ��ƽō�ŽŚƳƺƯƹŵƺſ�ō�Ʋǀƀĩƺţƹżĭř�ĨǀŤǀƫŚţŚĩ�ƿ�ŻƹŹŚĭō�Ʃĥ�Źŵ�řŻƺƴƿĥƹźçŶƇŹŵ���æ���ƱŚƄºƳ�����ƾƫƺºĪƬƯ�ƱŻƹ�źºĭ

�bpæåå�DNA��é�è�ç��ŶƳŚŝ�bpëéç�ƩƺƈŰƯ�PCRƶƴƯřŵ��ƽō�ŽŚƳƺƯƹŵƺſ�ō�Ʋǀƀĩƺţƹżĭř�ĨǀŤǀƫŚţŚĩ�ƿƁƺſ�Ŝǀţźţ�ƶŝ�řŻƺƴƿĥƹź�ƵŹŚưƃ�ƽŚƷç�æƹè���
��

��
�ƪĪƃç�ƩƺƈŰƯ�Ɓźŝ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�PCR ƶƴƯřŵ��ƽ�Ʋǀƀĩƺţƹżĭř�ĨǀŤǀƫŚţŚĩ�ōō�ŽŚƳƺƯƹŵƺſ�ƿ�ŻƹŹŚĭō�Ʃĥ�ƽƹŹ�řŻƺƴƿĥƹźçŶƇŹŵ���ç�æƹè����ŶƳŚŝ�ƹŵ�bp �
èìåƹ�çìç�ƩƺƈŰƯ�Ɓźŝ�PCRƵŶƴƴĩ�ŵƹŶŰƯ�ƮƿżƳō�Śŝ��ƽ�BamHI�é��ƱŚƄƳ���ƾƫƺĪƬƯ�ƱŻƹ�źĭ�bpæåå��DNA��
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çî

��
ƪĪƃè�ƶƴƯřŵ�ŜǀĩźţƺƳ�Ŷǀưſǈě�Ɓźŝ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř��ƽ�Ʋǀƀĩƺţƹżĭř�ĨǀŤǀƫŚţŚĩ�ōō�ŽŚƳƺƯƹŵƺſ�ƿ�ŻƹŹŚĭō�Ʃĥ�ƽƹŹ�řŻƺƴƿĥƹźçŶƇŹŵ���æ��ŶƳŚŝ�bp ��ëèå 

ƶƴƯřŵ�ŜǀĩźţƺƳ�Ŷǀưſǈě�Ɓźŝ�ƽ�Ʋǀƀĩƺţƹżĭř�ĨǀŤǀƫŚţŚĩ�ōƮƿżƳō�Śŝ��ƹŶŰƯ�ƽŚƷƵŶƴƴĩ�ŵ�ƽ�E.coRI, HindIII�ç���ƱŚƄºƳ�����ƾƫƺºĪƬƯ�ƱŻƹ�źºĭ�bpæåå� 
DNA��

 

��
��ƪĪƃé����ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�SDS-PAGE��ţƹźě�ƱŚǀŝ�ǀ�ƶƴƯřŵ�Ʋǀ��ƽ�����ō�ŽŚƳƺƯƹŵƺſ�ō�Ʋǀƀĩƺţƹżĭř�ĨǀŤǀƫŚţŚĩ�ƿ���ŶǀƯō�ƪƿźĩō�ƾƬě�Ʃĥ�ƽƹŹ�řŻƺƴƿĥƹźæêŶƇŹŵ���æ���ƾƠƴƯ�ƩƹźŤƴĩ�

ţƹźě�ƱŚǀŝŘ�ĨƿźŰţ�ƱƹŶŝ�ƲǀIPTG�ç���ƵŶƃ�żǀƫ�ƽźŤĩŚŝ�ŢǀƬě�ƩƺƬŰƯ�Źŵ�ŹƺţŚĪǀƳƺſ�ŚŝPBS ��Śºŝ�ƵŶƃ�ĨƿźŰţ�ƹ�IPTG��è������ţƹźºě�ĥƺƠƿźŤƳŚºſ�ƾºƿƹŹ�ęƺºſ�Ř�Ʋǀ
�Śŝ�ƵŶƃ�ĨƿźŰţIPTG��é��ţƹźě�Ř�ƵŹƹř�Źŵ�ƵŶƃ�ƪů�Ʋǀí�ŹǇƺƯ��çíìæåƱƺŤƫřŵ���Śŝ�ƵŶƃ�ĨƿźŰţ��IPTG��ê��ţƹźě�ƾƫƺĪƬƯ�ƱŻƹ�źĮƳŚƄƳ�ŘƲǀ��

��
ŦŰŝ���
������ō�ŽŚƳƺƯƹŵƺſƿĥƹźƿřŻƺƴ��������Ưƺºſ�ƹ�ŜºƬƏ�ŢºƇźƟ�ƱĥƺţŚě�ǀ�Ʋ
ŚƗ�Śƃ�ƪƯƿ�ŢƳƺƠƗ�Ɩ�ŚƷƽ�ŝ�ǀƳŚŤſŹŚưƾ�Ţſř���ř��ºƿ��źŤĩŚºŝ�Ʋƽ���ŦºƗŚŝ�

�ŝ�īźƯǀ����ĮŤųƺºſ�ŹŚºģŵ�ƱřŹŚưƾ��Ŷºƃ�ƿ��Ŷ�ºƯƾ��ŵƺºƃ.�ưºſ�ƾ��źºţƿ�Ʋ
ţƹźěǀǀ��Ʋ�ō�ŽŚƳƺƯƹŵƺſƿĥƹźƿřŻƺƴ��ƀºĩƺţƹżĭř�ǀ��ƲA��Ţºſř��ř�ºƿ�Ʋ
ţƹźěŘǀ�ƫƹř�Ʋǀ��������Żř�ƺºƫ�źŤĩŵ�Ǝſƺţ�ŹŚŝ�Ʋ��ō�ŽŚƳƺƯƹŵƺºſƿĥƹźƿ�řŻƺºƴ�

�řŶººūŵźĭººƿŶ��æë���ŚººƸŤƳřƽƀººĩƺŝźĩ�ǀ�ƪŚūƿ�ƵŚººĮƫŚţŚĩǀŤººǀ�Ĩ
ţƹżĭřƀĩƺǀ��ƲA����ō�ŽŚƳƺƯƹŵƺºſ�Źŵ�ƿĥƹźƿ���řŻƺºƴ�ƀºƯŘ�źƟ�Ʃƺōƿ��Ŷºƴ

ŹƿŻƺŞººƿŻřźƠƀººƳřźţ�ƪƽŢººſř���řººƿŚū�Ʋƿ�ƵŚººĮ�Źŵƀººĩƺţƹżĭřǀ�Ʋ
ŵƿźŤƠƽ��ŚƸŤƳř�Źŵ�ƽ�Ưō�ǀƴƾ��ŵŹřŵ�Źřźƣ����ƹŵ�źºƷ��Ʈºſ��ƹŹ�ƽ�eEF-2�
ŧŚţǀ�Ư�źƾ�ŶƳŹřŸĭ��ƫƹ�ƾ�ƫřƺţ�ƾ��ŚºƷŻŚŝ�ƽ��ºƫō�ƾ�ƹ��ºſřǀƯōŶǀ�ƶƴ���Śºŝ�ŚºƸƳō
ƿŶĪƿ��źĮƯ��šƹŚƠŤƹ���ŚƸƴţçå�ſř�ǀ�Ưō�Ŷǀ���ŶºƳŹřŵ�ƶŝŚƄºƯ�ƶºƴ��ææ����Źŵ

bp 
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èå

řƿ��źŤĩŚŝ�ƶƘƫŚƐƯ�Ʋƽ��ŝ�Żř�ǀ��ĮŤųƺſ�ŹŚģŵ�ƱřŹŚưƾ����ŚºſŚƴƃ�ƹ�řŶū�ƾƿ�
Ŷƃ��îå��źŤĩŚŝ�ŶƇŹŵ�ƽ��řŹřŵ�ŚƷƽ��ƀĩƺţƹżĭř�Ʈſ�ǀ��ƲA�ŶƳŵƺŝ����Ʊĥ

ƵŶƴƴĩŶĩ��ƽ�ƀĩƺţƹżĭř�ǀ��ƲA���ºƴĤưƷ�ƹ�ǀ��ƲŚūƿ���ƵŚºĮƫŚţŚĩǀŤ�ºǀ��Ʊō�Ĩ
řŹřŵƽŝ�ǀźŤƄƿƫřƺţ�ƲƾŻŚŝ�ƽ�G + C��ê�ëí�ŶƇŹŵ���Ţºſř���ƶºŝ�
řƿ�ƫŵ�Ʋǀ���ůřźƏ�ƭŚĮƴƷ�Źŵ�ƪƾ�řźě�ƿ��řźě�ƩƺƏ�źưƿ���ƂƷŚĩ�ŢƸū�ŚƷźư

ŚƯŵƽ��řźě�ƩŚƈţř�ƿ�ƵŚţƺĩ�ŚƷźư���ŵźĭ�śŚŴŤƳř�źţƿ�����ƭŶƗ�ŢƬƗ�ƶŝ�ƹ�ŶƳŶ
�Śū�ŵƺūƹƿ���Ɓźŝ�ƵŚĮƹŹƽ���ƶºƴƯřŵ�ƭƺƳĥ���ƽ�ƫŚţŚĩ�ǀŤ�ºǀ��źŤĩŚºŝ�Ĩƽ��ƹŵ

żƳōƿ�ƮHindIIIƹ�� EcoRI�����ƩƺƈºŰƯ�ƹ�ŹƺºŤĩƹ�Ɓźºŝ�ŢºƸū
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Background and Objective: Antibody against Pseudomonas aeruginosa exotoxin A can be used in 

immunotherapy together with antibiotics to treat acute burn patients. Exotoxin A is one of the virulence 

factors in Pseudomonas aeruginosa that comprises of three domains, binding domain, translocation and 

catalytic domain. The purpose of this study was to construct the recombinant domain of the catalytic part of 

this microorganism in order to produce antibody against it. 

Methods and Materials: Pseudomonas aeruginosa samples were isolated from burn patients hospitalized in 

Mousavi Hospital, Zanjan, Iran and its species was identified by Biochemical tests. Bacteria genomic DNA 

and also the catalytic domain of exotoxin A was amplified by PCR. PCR products and plasmid extracts was 

digested by restriction enzymes. Subsequently PCR products and plasmids transformed into E. coli BL21 

(DE3). Clones containing gene of interest was determined by restriction enzyme digestion and sequencing.  

Results: The sequence homology of the catalytic domain of exotoxin A was compared with that of the 

published gene data banks. The results showed a complete homology between our gene species and the 

published genome in data banks. 

Conclusion: The results of this study showed that about 90% of the isolated bacteria contained exotoxin A 

and there was a sequence homology between our species and published gene data banks.  
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