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Abstract  

Objective 

Type II restriction endonucleases are the most common type of restriction enzymes, widely used 

in genetic engineering, particularly in gene cloning. Among these enzymes, the EcoRI enzyme is 

one of the most frequently utilized in the molecular field. The conventional method for producing 

these enzymes involves using genetically modified strains of Escherichia coli, which have been 

mutated to overproduce the EcoRI enzyme. However, the purification process for these enzymes 

is both costly and time-consuming, as it requires multiple chromatography columns. Given that 

the EcoRI enzyme has a simple structure without disulfide bridges and exists as a monomer, this 

study investigates the recombinant production, optimized purification, and refolding of this 

enzyme. 

Materials and methods 

The EcoRI gene was isolated from the bacterium Escherichia coli (E. coli RY13) and cloned into 

the expression vector pET28 for recombinant expression in E. coli BL21 (DE3). The optimal 

conditions for protein expression were investigated, including the type of inducer,its 

https://orcid.org/0000-0001-5033-2263
https://orcid.org/0000-0003-1751-7420
https://orcid.org/0000-0002-1371-0293


Agricultural Biotechnology Journal, 2025 17(2) 

108 

 

concentration, and the temperature after induction. Protein expression was evaluated in terms of 

soluble protein or inclusion bodies using SDS-PAGE gel analysis. The recombinant protein was 

then purified and refolded using affinity chromatography and dialysis methods. Finally, the 

enzyme activity was compared to that of the commercial EcoRI enzyme from Thermo. 

Results 

The optimal conditions for the expression of the EcoRI were determined to be 0.8 mM IPTG 

concentration and a temperature of 28°C. The results of the analysis of the recombinant protein 

expressed on SDS-PAGE gel indicated that the EcoRI was expressed as inclusion bodies. The 

solubilization of these inclusion bodies under mild conditions and refolding with 3 M urea 

demonstrated that the inclusion bodies were of a non-classical type. Furthermore, results from the 

refolding process, using both dialysis and Ni-NTA column, showed that the yield of refolding on 

the resin was higher than that obtained through dialysis. Enzymatic digestion reactions using the 

produced enzyme and a commercial enzyme indicated that the purified recombinant enzyme was 

capable of cutting plasmid DNA, similar to the commercial enzyme. 

Conclusions 

Refolding of inclusion bodies on the column resulted in significant time and cost savings, 

demonstrating greater efficiency compared to the dialysis method. 
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Introduction 

Restriction enzymes, also known as restriction endonucleases, are enzymes that cuts at 

specific sites in DNA sequences. The primary function of restriction endonucleases is to degrade 

the genomic DNA of invading viral agents in bacteria, leading to bacterial resistance. Type II 

restriction endonucleases are the most common type of restriction enzymes. They recognize short 

palindromic sequences of 4 to 8 base pairs and cleave the DNA. These enzymes are widely used 

in genetic engineering, specifically in gene cloning. One of the most frequently utilized enzymes 

in molecular biology is EcoRI. EcoRI is a monomeric protein that functions as a homodimer. The 

EcoRI endonuclease recognizes the palindromic DNA sequence GAATTC and cleaves both 

strands of DNA at G/AATTC in the presence of Mg²⁺ as a cofactor, producing sticky ends. The 

conventional method for producing these enzymes involves the use of genetically modified strains 

of Escherichia coli, which have been mutated to overproduce EcoRI. However, the purification 

process for these enzymes is both costly and time-consuming, as it involves the use of multiple 

chromatography columns. Escherichia coli is one of the most widely used hosts for recombinant 

protein production, with over 120 recombinant proteins being produced by E. coli. However, in 

more than 80% of cases, the expression of recombinant proteins in E. coli often results in the 

formation of inclusion bodies. Although the formation of inclusion bodies offers several 

advantages, such as high accumulation of target proteins, resistance to proteolytic attack, and easy 

isolation, solubilization and proper protein refolding is a challenging problem. Common refolding 

methods include dialysis, column refolding, and the addition of additives like sucrose or glycerol 

to reduce protein aggregation. Given that the EcoRI enzyme has a simple structure without 

disulfide bridges and exists as a monomer, this study investigates the recombinant production, 

optimized purification, and refolding of this enzyme. 

 

Materials and methods 

In this study, the EcoRI gene sequence was isolated from E. coli RY13 and transferred into 

E. coli DH5α cells using the pET28b (+) plasmid. Colony PCR and double digestion of plasmid 

DNA confirmed the correct assembly of the construct. The recombinant plasmid was then 

transferred into the expression host E. coli BL21 (DE3). After confirming the recombinant 

plasmid construct, the plasmids were transferred into the expression host E. coli BL21 (DE3). 

The optimal conditions for protein expression were investigated, including the type of inducer, its 

concentration, and the temperature after induction. Protein expression was evaluated in terms of 

soluble protein or inclusion bodies using SDS-PAGE analysis. Refolding and purification of 

recombinant proteins were carried out using affinity chromatography and dialysis. In the first 

method, dialysis and refolding buffers were used to refold the recombinant protein. The refolded 
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protein was then purified using an affinity column. In the second method, and both refolding and 

purification were performed on the column using 3 M urea. The yield of the enzyme from both 

methods was determined, and the efficiency of the two methods was compared. Purified enzyme 

activity was evaluated. Enzymatic digestion was performed using the purified EcoRI and a 

commercial EcoRI from Thermo on the pET28a plasmid, which contains the EcoRI recognition 

sequence. The enzyme's activity was compared to that of the commercial EcoRI enzyme from 

Thermo. Protein concentration was determined using ImageJ software, and data analysis was 

performed using Prism 8 software and the Tukey test. 

 

Results 

Plasmid was extracted from positive colony PCR bacteria, and the accuracy of the 

recombinant construct confirmed by enzymatic digestion with NcoI and XhoI. The lac operon, 

one of the most commonly used to regulate the expression of recombinant protein, was used in 

this study. The lac operon was activated in the presence of lactose and IPTG as inducers. Our 

results revealed that the mean expression level induced by 0.8 mM IPTG (2.38 ± 0.07 mg/mL) 

had a highly significant difference compared to other treatments. The expression level of EcoRI 

was evaluated in all treatments, and the optimal conditions for the expression of the EcoRI were 

determined to be 0.8 mM IPTG concentration and a temperature of 28°C. The results of the 

analysis of the recombinant protein expressed on SDS-PAGE gel revealed that the EcoRI was 

expressed as inclusion bodies. We also found no significant difference in soluble protein level at 

different types and concentrations of inducers. Additionally, based on the mean comparison test, 

no significant difference in recombinant protein expression was observed between different 

temperature levels.   The solubilization of these inclusion bodies under mild conditions and 

refolding with 3 M urea demonstrated that the inclusion bodies were of a non-classical type. 

Refolding of the inclusion bodies was performed using two methods: dialysis and 

chromatography with Ni-NTA resin. Both methods can be used to refold enzyme. The 

chromatography method, with higher yield (0.86 mg/mL) and lower cost, was selected as the 

optimal method. In this method, the denatured protein binds to Ni-NTA resin and refolds during 

the washing process. Not only does this approach save time and cost but it also prevents protein 

re-aggregation. Although one of the conventional protein refolding methods involves diluting the 

solubilized protein and dialyzing it in the presence of a refolding buffer, the large volume of buffer 

required for large-scale production is a limitation compared to the chromatography method. 

Enzymatic digestion using the produced enzyme and a commercial enzyme demonstrated that the 

purified recombinant enzyme was capable of cutting plasmid DNA, similar to the commercial 

enzyme. 
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Conclusions 

In this study, we aimed to express recombinant EcoRI. The ease of purification of 

recombinant protein compared to the native protein is a crucial factor. The determination of 

optimal conditions for expression and purification of recombinant enzyme depends on various 

factors. Applying a single method for all proteins is not practical. While producing recombinant 

proteins in soluble form eliminates the need for subsequent refolding processes, expressing them 

as inclusion bodies has a number of benefits, including 1) very high protein yield, 2) protection 

of protein from protease digestion, and 3) preserving protein structure. Therefore, producing 

proteins as inclusion bodies can increase production efficiency, making the investigation of high-

efficiency refolding methods for inclusion bodies highly significant. Based on the results of this 

study, the purification and refolding of recombinant EcoRI enzyme on a column is more effective 

than using the dialysis method. 
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 چکیده 

هدط سحهویکدده  هسنناده که کد عتی وسننکی  ی  سهدهسنن  نوع آنزیم نیتتساهاو نوع یو ،   1انهونوک لدیهدط سحهویکدده  :  هدف:

هدط سحهویکدده  نوع یو ی  حوی  سولدول  اسنف.  آنزیم تتینای پتسصنت  EcoRIهد یا نه. آنزیم سندیط ندهمسندنه  ژ یوعهنناک  

آنزیم  هکتول  شکع  سدظو عهاسنف که   Escherichia coliعدکاتط  دااةیتککتغهدط هد اسناادی  ای سنویه وش ستسنو  تولکه این آنزیم

EcoRI ط سایهی کتوسدتوگتاا  نکدی یا ی که هزیده عت و هدسناودهدط تولکه شنه  عد این  وش عه  ط آنزیمسندیخدلصانه.  جهش یدااه

ی  این   اسنفسونوست    صنو  عههدط یط سنولاکه و یا اط سندخاد ط سندی  و عهود پل EcoRIایدده آنزیم   عه  عدتوجه.  اسنف تکگوقف

 ط و عدیآ ای  این آنزیم سو ی عت س  قتا  گتاف.سدیخدلصسطدلیه تولکه آنزیم عه  وش نوتتککب،  وش عهکده 

  صننو  عهعکدد ند    سدظو عهجهاسنندیط گتییه و  (E. coli RY13) ای عدکاتط اشننتشننکد کو ط EcoRIند    ها:مواد و روش

عکدد شننه. شننتایی عهکده عکدد پتوتلکن   E. coli BL21 (DE3)ط و ی  عدکاتط سنندیهمسنندنه  pET28نوتتککب، ی  حدسل عکدن   
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عد اسناادی     2سح و  ید اجسند  اند وییون   صنو  عهنوع القدگت، غ ظف و یسد پس ای القد سو ی عت سن  قتا  گتاف. عکدد پتوتلکن   عهعدتوجه

ط و عدیآ ای  پتوتلکن نوتتککب عد یو  وش کتوسدتوگتاا  تمدی   و ییدلکز انجد  شنه.  سندی. خدلصعت سن  شنه  SDS-PAGEای ن  

 عت س  شه. 3شتکف تتسو EcoRIایدلکف آنزیم ی  سقدیسه عد آنزیم تجد ط 

عت سن    گتای تیککن شنه. نادی  حدصنل ایی جه سندنا  28، یسدط  IPTGسو   سک   8/0ی  غ ظف  EcoRIشنتایی عهکده عکدد    نتایج:

عکدد گتییه   نشندد یای  اسنف که پتوتلکن نوتتککب عه شندل اجسند  اند وییون   SDS-PAGEپتوتلکن نوتتککب عکدد شنه   وط ن  

ای نوع  سو   نشندد یای که اجسند  اند وییون    3او     طسندیواسنتشناه میسلا  اجسند  اند وییون  تحف شنتایی شنهدحلهمچدکن 

سشنصص کتی که  Ni-NTAنادی  حدصنل ای عدیآ ای  اجسند  اند وییون  عد اسناادی  ای ییدلکز و عت  وط  یین    اسنف.   کتکلاسنکغ

و آنزیم تجد ط   هشنه کتول. واکدش هضنم آنزیم  عد آنزیم اسنفعدییه  عدیآ ای  عت  وط  یین عکشنات ای عدیآ ای  عد اسناادی  ای ییدلکز 

 پلاسمکهط اسف.  DNAسشدعه آنزیم تجد ط قدی  عه عتش  شه خدلصنشدد یای که آنزیم نوتتککب 

جوی  ی  وقف و هزیده شنه  و کد ای  عکشناتط نسنسف عه  عدیآ ای  اجسند  اند وییون  عت  وط سناود سدجت عه صنتاه گیری:نتیجه

  وش ییدلکز یا ی.

 .سدیط پتوتلکناجسد  اند وییون ، عدیآ ای  پتوتلکن، خدلص، EcoRI   آنزیمهاکلیدواژه

 پژوهش .  نوع مقاله

  بک نوتتک نکپتوتل ی و عدیآ ا صکتص   ییشننتا طسنندیدهکعه (  1404کاد ن  کدس کد، سنن کمدن  الهد ، نیمف یای  قتعدنی      استتتناد:

 .132-107(، 2 17، کشدو یطسج ه عکوتددولونط . E.coliی   EcoRIانهونوک لدی سحهویکدده   
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 مقدمه

   هسنناده که ی  نواح  ی هدمیآنز  شننونه، شننددخاه س  زکسحهویکددهة انهونوک لدی ن طهدمیسحهویکدده  که عد ند  آنز  طهدمیآنز

 طسهدجم عه عدکات  توسنی واسل و  ننوس DNA  بیتصت هدمیآنز نیا   . کد کتی اصن کدده س جدییعتش ا DNA  ای توال   خدصن

 طضتو   طسحهویکدده  اعزا   طاستوی  انهونوک لدیهد(.  Goppelt et al., 1980 شوی س  طعدکاتسقدوسف ی     جدییاسف که سدجت عه ا

سحهویکدده     طهدمینوع آنز نیتتسحهویکدده  نوع یو  ای ساهاو   طهدمیهسنناده آنز   سولدول  شننددسننسننفیو ی  طوتددولونکع  طعتا

 
2 Inclusion body 

3 Thermo Fisher Scientific 
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ننو ،    دیزکا  طعتیا تت، نقشنهعه قطید  کوچ  DNA  عتشهد، ند  طسندیهمسندنه   ،کننا  ی  سهدهسن  یکهسناده که کد عتی وسن

 دنهک وش سیمو  اسنننف کنه ی  یس   ین  سصا ف  طهنددی  ای سکزعندهندند  ددکنیا ننه. ع  ت کو غ  بکننوتتک  DNA  طهندسولدو   جندییا

 ,.McCarty et al   شنوی عدا یش اسناادی  س  طهدفکسادعول تیسند دی  بکنوتتک  طهدنکپتوتل  ،کسادعول  سدنده سهدهسن   دیوتددولونکع

2019; Lozano Terol et al., 2021 .)  پدلکده و  اسنف،  وط یو  شناه   صنو  عهاط  ا که هدط ویژ هد توال این آنزیمDNA 

یهده. این هکه ولکز کتی  و عتش س   DNAط  ایو  شناههدط  اسنات  ا ی  سولدو شنددسندی  و پکونه اسناویط عدیجاف   8تد   4عه رو  

ی  هت  شناه    ی  نقطة سشندعه  دی( و 4چسنسدد  ط اناهد  ععذا ی   عدق طا شناهت  طاناهد  ی و  عدشنه ساددوبصنو    عهتوانه  عتش س 

 .(Pingoud et al., 2014; Loenen et al., 2014  شوی س 5کو  طاناهد جدییکه سدجت عه ا ایجدی شویعتش 

هد  ا ایدلکف آد تکتأث  شنه وسن ول  عدکاتیدی  عتاط شنددسندی  انهونوک لدیهدط عتشن  اسناادی  س   صند ةسکلایط ای    1۹۶0ی  یهه 

هد، شنه  حدصنل ای ایدلکف آنزیم هکتولگتاف، سنسس عد عت سن  توال  قطید    قتا  س سو ی عت سن DNAهدط کوچد  ای عت سولدو 

هدط ای سنویه EcoRIی  صندیف آنزیم    (.Schildkraut, 1984   شنهس   هد شنددسندی عتش آد انهونوک لدیهدط عتشن  و جدیعد 

ای جم ه سیدیب آد که   شننویانه، تولکه س عکش تولکه آد توسننیه یای  شننه   سدظو عهکه   Escherichia coliعدکاتط   دااهیجهش

 (. Liu et al., 1998اسف  سدیط آنزیم ستاحل سایهی کتوسدتوگتاا  عتاط خدلص

شننونه.  رسقه عدهط س  IVو   I ،II  ،IIIهدط عتشنن  عت اسنندک تتککب ییتواحههد و نکدی عه کوادکاو  عه انواع  عه رو  ک   آنزیم

،  EcoRIعدشننه. آنزیم ای جم ه پتکد عتیتتین آنهد س  EcoRIعدشننده و آنزیم آنهد س   IIهدط عتشنن ، نوع  عز گاتین کلاک ای آنزیم

او  دکاوی  حضنو  ککده و  ا شنددسندی  س  G↓AATTCهوسویایمت توال  هه  پدلکده وسک     صنو  عهکه   اسنفپتوتلکد  سونوست  

+Mg 2  ،DNA    نوک لوتکنه  ا پس ایG کدنه هکنتول طهکننوک لوت 5چسنننسدنه   طتد اناهند ینه ی  هت  شنننانه عتش س  Sen et al., 

 .E   ی ی سدن نکپتوتل 120ای   شکع  اسننف.  طوتددولونکع ی  سننمکدتوا گدنکس نیپتکد عتیتت دواد  عه هدوی  E. coli(. عدکاتط 1999

coli  که عکدنعت نقش حکدت  این سنکسنام ی  تولکه پتوتلکن نوتتککب اسنف  انهشنه  ددکع  ،زعددک دواد سعه   Sanchez-Garcia et 

al., 2016).   ای جم ه سزایدط اسناادی  ای عدکاتطE. coli    یک سح ی  عد ، قدع کف  شنه   شنه  ط نوتتککب، سنت فهدنکپتوتلی  تولکه  

 ;Huang et al., 2012اسنف  ی  آد   دکننا  تا ککتغ جدییا  طعتا  سایهی طولونکع  طاعزا هد  توسنیه نکهمچد و سادوع  طهدکشنف

Vargas-Maya and Franco, 2017; Blount, 2015;)  . یسد، سدنده   طیشننتا  تکتأث تحف  بکنوتتک  طهدنکپتوتل  ددکعسکزاد 

   عتخ عند    E. coli  ی   بکننوتتک  طهندنکپتوتل  هکنتول  د،ینسزا  نیا. عندوجوی  تیکگ س  قتا  ، دنکنع  نندقنل  طهندنسنننصنه  تینهای  دین  پتوسوتت  قنه  

 . اسف همتا  زکن سشدلا 

 
4 sticky end 

5  blunt end 
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عه    و  طیشنتا نکتحف چد .قتا  یا نه۶طاکدهده   یکسح   ی اوپلاسنمکسن طی  اضند  E. coliی    شنه ددکع  طهدنکپتوتل شناتکع

شننوی  اجسنند  اند وییون  س  صننو  عه هدنکتجم  پتوتل دیعه تد شننهد ندی سننف   سدجت  هداسننکهآسکده نکع   یکترسکتیدسلا  غ لکیل

 Hannig et al., 1998).   ی    شننه ددکع  بکنوتتک  طهدنپتوتلک  ای  ی صننه 80ای   شکع یههعتآو یهد نشنندد سE. coli  صننو   عه

اسنف    E. coli   دنکع طهدسنامکسناجسند  اند وییون  ی    لکتشندعوید   تیندپذیهده  اجاددبوجوی یا نه که نشندداجسند  اند وییون   

 Singhvi et al., 2020ی  نکپتوتل  ددکع اجسند  اند وییون  هدعد   لککدهش تشند  طعتاهدط عسنکد ط شتلا  (. تد کدود E. coli  

عز گ   دککی  سق نکپتوتل  ددکع طعتا طسایهی  طدیسزا اجسند  اند وییون   لک، سشنصص شنه  اسنف که تشندحد نیانجد  شنه  اسنف. عدا

عه  اجسند  اند وییون    آسندد  طجهاسندی (،  سن ول  طهدنپتوتلک ی صنه ای  30ای   شک ع نکپتوتل  ییدی  د کعسن عکدد عه همتا  یا ی. ای جم ه 

  ط سقدوسف ی  عتاعت حم ه پتوتلدیهد  شننه ،ددکع نکپتوتل بیکدهش تصت ، سنن ول عقدیدطآنهد نسننسف عه     تادو  ی  انهای  و چعدل لکیل

 تولکه پتوتلکن خدلص، سدظو عه سنندیطخدلصکه عه کدهش تیهای ستاحل  ی  اجسنند  اند وییون   سو ینظت   نکپتوتل  همعدو    سنن ول

(. اگتچه تشدکل اجسد  اند وییون   Huang et al., 2012; Ventura et al., 2006; Singhvi et al., 2020  هکد کم  س

ی عدیآ ای  و خدلص سننندیط وجوی چدلش هدی   ا نکز عه همتا  یا ی. ای ج ه ایدده سمدن اسنننف ی  عتخ  ای سوا ی نکدی عه ستاحل سایه

عدشنه، ی   کن حد  ی  ر  اتآیده عدیآ ای  و اسناادی  ای حلا  یاشناه عدشنه و این است خوی سسنا ز  صنت  وقف و هزیده عکشناتط س 

 (. Singhvi et al., 2019; Burnett et al., 2019ی  هدط سصا ف، سمدن اسف پتوتلکن ایدلکف عکولونی  خوی  ا ای یسف ی 

و اجسننند  اند وییون   کتید  حندلنف انسندشنننانه قتا  یا ننه، حنل ین ی    کنپتوتل  طهندسولدو   اجسننند  اند وییون ،ی    کنهی ایآنجند

ای  هدکنپتوتل طسندیخدلص  طستسنو  عتا وش اسنف.    زکعتانعچدلش ییسنا  حل شنه  عه شندل اید  طهدکنپتوتل تدخو یگ  صنحک 

  اجسند  اند وییون ،شنهد  ، حلاجسند  اند وییون  طسندیخدلص شنوی که شندسلانجد  س  صن  چهد  ستح ه ا ی   اجسند  اند وییون 

  اسنننف   سصا ف کتوسندتوگتاا هندطکن عند تدد  تندخو ی   هندطکنپتوتل  طسننندیسح و  شنننه  و خندلص  هندطکنسجنهی پتوتل تندخو یگ 

 Kachhawahaa et al., 2022)  

 کنپتوتل  یدع ی  عدی تاحلس  نیتت اصن کب،  سح و  ی  تتک کنپتوتل  طهدسجهی سولدو   و تدخو یگ  اجسند  اند وییون شنهد حل

کم     سایدی   non-classicalاجسند  اند وییون    کلعه تشند  توانه س یکنپد کددع طیسد.  اسنفاجسند  اند وییون   ای  یسنا اید  ی

  صنو  عه. اجسند  اند وییون  ی  رسکیف  شنونه حل س  واسنتشناه کدده   کتغ  طهدعد اسناادی  ای حلا . این نوع ای اجسند  اند وییون   کده

اجسند    کتیدحل  سدظو عهتوانه  اصنل س  ط تدخو ی  وجوی یا نه. اینهدنکپتوتلو   دااهیتجم ط  هدات ییددسک  هسناده و ی  تیدی  عه  

  (.Belkova et al., 2022; Peternel et al., 2012اند وییون  ی  عداتهدط عهود تتککسد  واسنتشناه کدده  عه کد  گتااه شنوی 

واسنننتشننناه    هد ی  شنننتایی آیسدیشنننعده  وجوی یا ی که هه  تمدس  آنهد کدهش غ ظفهدط سایهیط عتاط عدیآ ای  پتوتلکن وش

 
6 reducing environment 
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عد ات   پتوتلکن سح و  عهود سنندخاد  عه پتوتلکن شننتایی عدیآ ای  پتوتلکن عه ات  رسکی  آد اسننف. عدیآ ای   کتیداتاهم و  7هدکدده 

اسنننف  هند ی  عندیآ ای  پتوتلکن  چندلش  نیتتسهمای  کنه    تجم  پتوتلکن و تندخو یگ  نندصنننحک  پتوتلکن همتا  اسنننفرسکی ، عند  

 Schramm et al., 2020.)  عدیآ ای    کدده فیتقوسدیط پتوتلکن، اازوید سوای سهد کدده  تجم  پتوتلکن ید  هدی  شدسل  قکق وش

ی    سو یاسناادی هدط  هدط سساد  عت ییدلکز و عدیآ ای   وط سناود ای جم ه  وش،  وشpHسدنده سنوکتوی، آلژیدد  و گ کسنتو ، تغککت 

 ;Al-Ayoubi et al., 2017; Akiba et al., 2016; Yamaguchi et al., 2014; Kato et al., 2021 هسادهعدیآ ای   

Katalani et al., 2020.)   ی  این عت سن  پتوتلکنEcoRI عدکاتط نوتتککب ی  سنکسنام عکدن صنو  عه  E. coli   .عکدد گتییه

عه یو  وش ییدلکز و عدیآ ای  عت  وط سناود انجد  شنه   ط و عدیآ ای سندیخدلص  ،اجسند  اند وییون   صنو  عهعکدد پتوتلکن  هیکتأپس ای  

 و ایدلکف آنزیم سو ی عت س  قتا  گتاف. 

 

 هامواد و روش

( آستیدند،  promega  کمسندن    BL21 (DE3)و   DH5α هینسنننو E.coli  طعندکات: هتدف  ژن  و دیت پلاستتم ،یبتاکتر

  عد اسناادی  ای کتوسدتوگتاا طسندیو خدلص کددسو یاسناادی  قتا  گتااده. جهف ع   EcoRI  بکنوتتک میآنز  ددکو ع دگکسدظو  ک ونعه

  تتسکدد ( -c  هکسناکهید  ی  اناهدط کتعوکسن عتچسنب  یا اط Novagen  کمسدن   (+)pET28b پلاسنمکهای  NiNTA ی  تمد

ی یداف شنه.    J01675.1عد شنمد   یسناتسن  عدن  نن    NCBIیای   یعد پدای   EcoRIآنزیم عتشن     کهکدده توال  ند   .شنهاسناادی  

 شه.  رتاح  Oligo7 اازا نت ای  اساادی توال  نن  عد  عه توجه عد نظت سو یآغدیگتهدط  

سدنده نقطه    EcoRIعتخ  ای خواص آنزیم :  های فیزیکوشتتیمیاییتعیین برخی ویژگی-کیوانفورماتیب  یزهایآنال

ProtParam   -https://web.expasy.org/cgiی  پندیعند     متمنهکن(، وید سولدول ، شننندخص نندپندینها ط، pI   8ایزوالداتوین 

bin/protparam/protparamپنکنش هنمنچندنکنن  شننننه.  سنحنندسنننسننه  پنندینعنند   (  ی   پنتوتنلنکنن  یو   سنننندخنانند     Porterعنکندن  

 http://distilldeep.ucd.ie/porter/  )Pollastri et al., 2005 )قتا  گتاف.سو ی عت س   

 CTABعه  وش   E.coli RY13ای عدکاتط    DNAاسنناصتا   :  ستازی ژن و ایجاد پلاستمید نوترکیبهمستانه

 sambrook, 1989 هدط آنزیم عد اسناادی  ای آغدیگتهدط اخاصندصن  یا اط جدیعد  عتش آنزیم کهکدده ( انجد  شنه. ندXhoI  و

NcoI    توال عنند     ERER-XhoIو    EREF-NcoI  CATGCCATGGGCTCCAACAAGAAGCAATCC   و 

CCGCTCGAGTCACTTGGAGGTGAGTTGC   متایکپ ط  هندت کینجو عند اسنننااندی  ای واکدش   PCR  .تدثکت شنننه)

پکدوسو (،  10   سکدتولکات ای هت ین  ای آغندیگتهند ۶/0العو،  DNAنندنوگت   10سکدتولکات شننندسنل  20حجم نهندی    اجزاط واکدش عند
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و عند شنننتایی یسندی    TaqDNA polymeraseواحنه    2/0و    PCRعندات    MgCl2  ،1X  سو    کس  dNTP ،2سکدتوسو      2/0

 1عه سه    c◦72ثدنکه و   30عه سه    c◦5۶ثدنکه،   30عه سه    c◦۹4چتخه ی    30یقکقه،   5عه سه   c◦۹4ی   هکاول  طواسنتشناه سندی

که   pET28همسندنه سندیط و عکدد ای پلاسنمکه  جهف یقکقه اجتا شنه.  10عه سه   c◦72ی  ی  ل شنهد نهدیرویقکقه و ی  نهدیف 

، هضم آنزیم  عد  pET28و پلاسمکه   PCR(. ایجدی اناهدهدط چسسده  ی  سحصو  A1 اسف، اساادی  شه  شدل  T7تحف پتوسوتت 

انجد  شنه. سحصنو   واکدش هضنم عت  وط ن  آگد ی ی  ی صنه، الداتواو ی شنهنه. پس ای اتمد    XhoIو   NcoIهدط عتشن   آنزیم

 Thermo Scientific(GeneJetشننتکف  DNAای سنندیت تتککسد ، ای ککف تص کص  DNAواکدش هضننم عتاط جهاسنندیط 

PCR purification kit-K0702)  هدط عتش  عتاط ایجدی اناهدهدط چسسده ، . جهف ارمکددد ای صحف ایدلکف آنزیماساادی  شه

  انجد   ی سناعهآنزیم ایدلکف خوی  ا   که ی صنو تجهاگدنه انجد  شنه.    عه رو  XhoIو  NcoIهدط  هضنم آنزیم  عد هتی  ای آنزیم

عتاط الحدق ی   DNA غ ظف تقتیس  قطیه  خواهه عوی.  سشندهه قدعلت  عدنه  وط ن  آگد ی   صنو  عهیهه پلاسنمکه پس ای هضنم  

 300  اتکدتولکس 12شندسل   اتصند هد ی  ن  آگد ی تیککن گتییه. سص وط واکدش عد اسناادی  ای الداتواو ی آد  پلاسنمکه هضنم شنه ،

 pET28 دنوگت ( پلاسنمکهن 20-100ندنوگت ، حه سجدی عکن  100  اتکدتولک، سنه سعد اناهدط چسنسده  PCR ندنوگت ( ای سحصنو 

لکعدی عوی. این سص وط عه   T4 آنزیم اتکدتولکی  س  (EL0011)تتسو  لکعدی  T4 عدات آنزیم اتکدتولک، یو سخط  عد اناهدط چسننسده 

گتای  ی جه سندنا   22  طسند ف ی  یسد شنه. سنسس، سص وط واکدش عه سه  ی   کشنفگتای  ی جه سندنا  4 طسند ف ی  یسد 1۶سه  

ه  وش شننوح حتا ت  اسنناادی  شننای   E. coli DH5αسسننایه   طهدسحصننو  اتصنند  عه سنن و   اناقد   عتاطگتییه.   کشننف

 sambrook, 1989هند  وط سحکی کشنننف اناصندع   (. عندکاتطLB-Agar  50-100عکوتکن  کندنندسندیسنننکن عند غ ظنف حندوط آنا 

و ای  PCR ک ون  طهدعکوتک  عد  وشسقدو  عه آنا   طهد، ک ون  سولدول  نوتتککس هیکجهف تأشنهنه.   سکدتوگت  عت لکات کشنف یای 

 .واکدش هضم آنزیم  اساادی  شه

حدوط   BL21 (DE3 سننویه    E. coliعکدد پتوتلکن نوتتککب، کشننف شننسدنه ی  ت  ک ون  ای   سدظو عه:  هدف  ژن  انیب

( اناقد  یای  شنه و ی  µg/ml70   سدی  حدوط کدندسدیسنکن LB سحکی کشنف  اتکل  کس 5ی    (pET28-EcoRI)پلاسنمکه نوتتککب  

لکات ای سحکی کشنف شنسدنه عه  سک   2/0سند ف کشنف شنه. سنسس   1۶-18عه سه    rpm 1۶0و سنت ف    گتایی جه سندنا   37یسدط  

ی جه   37(  ی  µg/ml70 عکوتک  کدندسدیسننکن  تدی  حدوط آنا  (100ی   1سدی   نسننسف حجم     LB  سحکی کشننف اتکل  کس 20

 سنکه، القدط عکدد عد   8/0عه   OD 600 nm سداقل شنه  و یسدن  که سکزاد تتاکم نو ط عدکاتط ی   rpm  150گتای و سنت ف  سندنا 

سند ف انجد  شنه. پس   8گتای عه سه  ی جه سندنا  37ی  سو    تکوگد کاوتکوپکتانوییه( عد غ ظف ی  سک  -IPTG  β-Dاازوید 

گتای جهف ی جه سندنا  -20یقکقه  سنوب عدکاتط عتیاشنف شنه و ی   5و عه سه   rpm  5000ای سندناتیاکون سح و  کشنف عد یو  

کشننف عدکاتط  اتکل  کس 100عه  سننوب حدصننل ای   .(Hannig and Makrides., 1998  انجد  آندلکزهدط عیهط نعهها ط شننه

هد عت  وط یخ و ر  اتایده سنونکددسنکود تصتیب شنهنه  اازوی  و عد پدیساکدگ حل شنه. سن و   زکدده کللکات عدات  سک   10حهاکثت حهوی 

 rpm 10000 یقکقه عد یو  20سنسس   .(cycle   ،%100amplitude 7/0ط،  اهکثدن 30ثدنکه و عد اسناتاحف   30تددنه   عد  هت عد  ۶ 
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گتای سداقل شنه.  ی جه سندنا  - 20جهف انجد  آندلکزهدط عیهط عه    اسنفهدط سح و  سندناتیاکون شنه  و سدی   وی  که شندسل پتوتلکن

حدوط او    عدات   زکدده کلاند وییون  ی  عدات   دواد اجسند عه  اسنفط غکتسح و  هدنکپتوتل سنوب حدصنل ای سندناتیاکون  ا که یا اط 

و اسناادی  شنه. عت سن  عکدد   هدآدهدط واسنتشناه ی  ستاحل عیهط ای پتوتلکن   دوادعه( حل و پس ای سندناتیاکون  1جهو    -ییدکچت

( عه  SDS- PAGE  سنولاد  لکیویسن سنهیم حضنو  ی  هکسآ  لیآکت پ  ن  ی  الداتواو یپتوتلکن تص کص شنه  عد اسناادی  ای  فکاکک

 اناظد  سو ی انهای عه توجه ه. عدشنن  انجد (  Biorad-mini protein Tetra Gel س   و عد اسنناادی  ای سننکسننام عدیو ی     وش

( = pH 8/۶ی صننه   4  کدده ساتاکمو ن    (= pH  8/8ی صننه    12  جهاکدده  ن  ای،  اسننف  یالاود   وکک  35که   بکنوتتک پتوتلکن

 DTTی صنه(،  10( ، گ کسنتو    mM  ۶2.5    ،pH 8/۶تتیس  عدات  س    اتکدتولکس 15نمونه عد  اتکدتولکس 30اسناادی  شنه. حهوی 

 mM50  ، )SDS 1  ی صنه و عتسوادو  ع و سقها  کم ) Laemmli, 1970  )۹5یقکقه ی   10هد قسل ای تز یق  سص وط شنه. نمونه 

  عه رو   و آ اسعه هدنکپتوتل شننه تداسنناادی   ولف  30  ط پتوتلکد  ی  اعاها ای ولادنهدنمونهی جه جوشنندنه  شننهنه. عتاط الداتواو ی  

یداف. پس   اازایش ولف 100  عه ولادنجهاکدده    ن   عه ع و  عتوسوادو    نگ و وی ای  پس یدهسننف ی  ستی عکن یو ن  قتا  ععکتنه، اسد

  وط قهکیق  15 سه   ( عهCoomassie Brilliant blue R 250, Sigmaط  زکآس نگ سح و  ی   پدیکن ای اتمد  الداتواو ی، ن 

 ن  یسکدهشهد  شاد   تد  طعت نگ  قتا  گتاف.  عت نگ سح و   سسس ی  سیتض  شه  شساه آب  عد کدسلاً  ن   ایاسه ی .  گتاف  قتا   شکدت

 .ایاسه یداف پتوتلکد  عدنههدط وضوح و

(،  گتای سندنا ی جه  37و  28یسد    طهدادکاو   ای  سنطوح سصا ا ی   EcoRI پتوتلکن نوتتککب ددکع:  EcoRIپروتئین   بیان

 تدتا  اجتا شه.  3ی  قدلب رتح کدسلا تصدیا  و عد ( سو    کس ۶/0 و IPTG 8/0 اتکل عت گت  3 و 5  کاوی  القدگت غ ظف و نوع

ی   (6X His عه واسننطه وجوی ینسدله هکسنناکهید  :  یلیتما  یکروماتوگراف از استتتفاده با نیپروتئ یستتازخالص

 انجد  شه.  10و رسکی  ۹( عه یو  وش تتککس NiNTAعد اساادی  ای کتوسدتوگتاا  تمدی     یین  پتوتلکن نوتتککب، تص کص پتوتلکن

پتوتلکن، اعاها عه  سنوب    واسنتشناهتیککن سکزاد عکدد ی  حدلف رسکی  و  و  پتوتلکن نوتتککب طسندیخدلصتیککن  وش   سدظو عه

 mg/mL  4  میزویکل ( عه همتا 1نکاکو  جهو    زکدده کعدات ل اتکدتولکس 250  سحکی کشننف القدشننه   اتکل  کس  شننش  آسه  اییسننفعه

ثدنکه  20 تحف اسوا  اتاصننو     سح و  ر  چهد  سننکدلسننسس  .  گتای کشننف شننهی جه سنندنا   37یقکقه ی  یسدط    30و  اضننداه

 10پس ای سنونکددسنکود، سص وط حدصنل عه سه   .  قتا  گتاف کک وهتتز( 20وا ،   250(   وط یخ  ثدنکه اسناتاحف 20و   دسنکودسنونکد

و  ( اازوی 1 جهو  او    طحدو زکدده ک. عه  سوب عدقکمدنه  عدات لشه سدناتیاکون  rpm  12000و ست ف    گتایسدنا ی جه   4یقکقه ی  

ط پتوتلکن سنندیخدلص  سدظو عهشننه.   سشنندهه   SDS-PAGEعت  وط ن     واسننتشنناهصننو   رسکی  و ف تیککن نحو  عکدد عهجه 

 10ی   ط سنوب یای  شنه. سنسس  سنوب عدکات  قهکیق 5عه سه    rpm  4000عد یو   طای کشنف عدکات  لکاتسک   100 حهوینوتتککب  
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10 native 
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عه   rpm  10000 یو عد   ونکایشننه  و پس ای سنندنات  دهکسننون خی طهد  و. نمونهشننه( حل 1   جهو  عهود او    زکدده کعدات ل  لکاتسک  

ی   وش  و  شننهاضننداه   Ni-NTA نیای  ی اتکدتولکس 500  عهسح و  اسننف    طهدنکپتوتل طکه حدو ی  و  یسد  قه،کیق 20سه  

 10 کتیداضنداهعیه ای   اضنداه شنه. عه  یین  و تتککس  عه  سنوب حدصنل ای سندناتیاکون ستح ه قس   عدات لکزکدده  حدوط او   اضنداه

ی جه   4  طسند ف ی  یسد 1 ،نیعه  ی   اجسند  اند وییون  حل شنه  و ید پتوتلکن عدیآ ای  شنه  توسنی ییدلکز( سح و  نکپتوتل  لکاتسک  

 پس  .قتا  یای  شنهنه rpm  70-80یای( عد یو    قتا   دتکشن طکتی و عت  و  چیسندنهو  صییو ن   نکادلدود  ا ی  ع  تواد  س  گتای سندنا

قسل ای شنسناشنو عتاط عت سن  عت  وط ن    نمونة   دوادعهسدی   وی   ی  ال  یو یقکقه، سقها ط ایسه  عه   rpm  1500  ونکایسندنات ای

نادی  الداتواو ی ن ، و ارمکددد ای ایدده تمد    شننهدسشننصص( تد flow-throughآکتیل، جها شننه و عقکه سح و   تحف  دواد  

 نکحدصنل ای ستح ه قسل که حد  ساصنل عه پتوتل نی یشنه.   نعهها ط -C◦ 20انه، ی  پتوتلکن سح و  نوتتککب عه  یین ساصنل شنه 

  عه ساصنل  طهدنکسدظو  جهاکتید پتوتلستح ه آخت عه ی . شنه یای  شنسناشنو( 1 جهو    4و   3،  2، 1  طعد عدات شنسناشنو  بکتتت  عهاسنف  

ی جه   4  طی  یسد قهکیق  40هد عه سه  حهوی اضنننداه کتی  و نمونه (1 جهو  عدات الوشنننن اتکدتولکس 500-2500حهوی   دل،کن نی ی

هدط  عت س   سدظو شه  اسف عهخدلص EcoRI نکپتوتل طکه حدو سدی   وی   ،ونکایقتا  گتاف و پس ای سدنات  دتکش ط و  گتای سدنا

 . شه یا طنعه -20عیهط ی  اتیز  

 تخلیص پروتئین نوترکیب  منظوربهسازی بافرهای خالص یاجزا .1جدول 

Table 1. Components of the buffers for purification the recombinant protein 

Elusion 
 الوشن 

Wash 4 
بافر  

 شستشو 

Wash 3 
بافر  

 شستشو 

Wash 2 
بافر  

 شستشو 

Wash 1 
بافر  

 شستشو 

denature lysis 

buffer 

(Equilibration) 
بافر لیزکننده  

 دینیچر 

Native lysis 

buffer 

(Equilibration) 

 نیتیو  زکننده ی لبافر 

Chemical 

material 

مواد 

 شیمیایی 

50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 4PO2NaH 

1M 1M 1M 2M 2M 1M 1M NaCl 
300mM 20mM 20mm 20mM 30mM - 20mM Imidazole 

- - - 0.05 0.1 0.1% 0.1% Tween 20 
- - - - - 1mM 1mM PMSF 
- - - - 1% - - Triton 

X100 

     3M - Urea 

 شوند.میکرومتر استریل می 0/ ۲۲با استفاده از فیلتر  pH= 8* تمامی بافرهای فوق بعد از تنظیم  

 

دیالیز از  استفاده  با  نوترکیب  پروتئین  اسدک  :  بازآرایی  عت  نوتتککب  پتوتلکن  اناصدع   عکدد   =IPTGادکاو هدط 

0.8mM, Tm=37˚C   عدیآ ای     12( اانجد  شه. تیویض عدات پتوتلکن نوتتککب عد  وش ییدلکز عه سه عدات   :Naclسد ف ی  

300mM, KPO4 pH=7.5: 10mM, EDTA: 1mM, Triton x100: 0.15%, DTT:1mM, glycerol:25%  عد ،)
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گتای انجد  شه. پتوتلکن سح و   عدیآ ای  شه (  ی جه سدنا    4کک ویالاود ی  یسدط    14  11( عد کد  آ Sigma   اساادی  ای ککسه ییدلکز

 قتا  گتاف.  ط عد اساادی  ای  یین نکدل عت  وط ساودسدیخدلص سدظو عه 

ای عدات تجد ط شتکف تتسو که سددسب    ،شه خدلصعتاط عت س  ایدلکف آنزیم  :  نوترکیب  EcoRIبررسی فعالیت آنزیم  

ی  واکدش هضم    اسف  EcoRIکه یا اط ی  جدیعد  شددسدی  عتاط آنزیم    pET28aپلاسمکه    اساادی  شه.  اسف  EcoRIآنزیم   

،  1هدط  شدهه اساادی  شه. واکدش هضم ی  یسدد   دواد عه  تتسو( نکز     EcoRIقتا  گتاف. آنزیم تجد ط    سو یاساادی نمونه    دوادعه 

 سد ف انجد  شه.   4و  2

اازا  حدصل عد اساادی  ای نت    طهدیای   زکآندل  و   ImageJ اازا ای نت   اساادی  عد حدص ه نک پتوتل غ ظف:  هاداده  یآمار  ز یآنال

Prism 8    ای نمونه ی  ن    حدص ه عدنه شه   سهیسقد.  ه یگتی  اجتاتوک   و آیسودSDS-PAGE   ست    نکسشصص پتوتل  تیعد سقدی  

 .شه سحدسسهحدصل ای ضصدسف عدنههد   خط ودکعد  سم  گتس و (BSA  طگدو نکآلسوس

 

 نتایج و بحث

 80/40 ،12پکچ تصدیا  ی صه ۹8/38  شدسل نکیو  پتوتل سدخاد    کواناو سدتکع   عت س  ای حدصل   یناد  اسدک  عت:  یتوال  زیآنال

  عوی    ویالاودکک  31 حهوی  وید سولدول طیا ا نکلپتوتاین  هساده.  13گسناتی  صناحد صنو    ی صنه عه 22/20و   دسکی صنه آلاد ه 

 گتااه  نظت ی  ها یپد نکپتوتل دواد  عه  E. coli طسننند اه ی  عدکات 10  طها یپد   متمهکن و،  8۶/34  طها یندپداسننندک شننندخص    عت

 نکپتوتل دواد  عه  -Grand average of hydropathicity  )3۶۶/0   که وپدتکه کل نکدنعکساسنندک شنندخص    عت.  شننوی س

 .اسف 7۹/7آد سیدی   pIو  گتیی س طعدهیوسف یساهآب

 طهدمیآنز   عتشن  طهدعد یجد طستعوره یا ا  طتهدآغدیگعد اسناادی  ای  EcoRI  ند طجهاسندی:  آن  دییتأ و  یستازهمستانه

NcoI و XhoI   .سحصنو    میای هضنم آنز پسانجد  شنهPCR   دنکع ندقلو   pET28 پلاسنمکه. صنحف  شنهانجد    الحدق، واکدش  

ل   شند   شنه  هیکتأ  آگد ی ن  ی نوک لوتکه   833  عدنه  سشندهه  عد  ، میآنز هضنمو سنسس   PCR  ای  اسناادی عد  EcoRI-pET28 بکنوتتک

1). 

عوید آنزیم   یوسنننفآب  عکواناو سدتکد  و همچدکن سدهکف دکعشکپعت اسننندک  :  ی بیان پروتئین نوترکیبستتازنهیبه

EcoRI   سح و  عکدد گتیی صننو  عه سننکه که  مه  پتوتلکن تولکه شننه   ، عه نظت س  Qing et al., 2022.) طاجزا زکی  آندل 

 
11 Cut off 
12 Random coil 
13 extended strand 
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. عدنه شه هیکتأحضنو  اجسند  اند وییون     PAGE-SDS زکعد اسناادی  ای آندل 14ی دیسن و  عدکات  حدصنل ای تصتیب تسح و کسح و  و غ

 (.22شدل  اسف اجسد  اند وییون  صو   عه بکنوتتک نکپتوتل ددکیهده  عسو ینظت نشدد  ی  وید سولدول نکپتوتل مکضص

  

 

                        

و سایر اجزای تنظیمی.    XhoIو     NcoIحاوی: توالی آنزیمهای برشی    EcoRIسازواره ژن نوترکیب    :A  .1  شکل 

B :یکلن محصول الکتروفورز PCR بینوترک  دی پلاسم دییتأ جهت EcoRI-pET28 .۲ ،یمنف کنترل: 1 نیلا-

  ی گوال  :C(.  Thermo, SM0333)  ی: مارکر وزن  Mو    bp  833با وزن    EcoRIنوترکیب  دارای ژن    ی +ها: کلن۶

 پلاسمید    :1: مارکر وزنی،  Mن  لای.  XhoIو    NcoIی  الکتروفورز هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب با آنزیم برش

EcoRI-pET28   از پلاسمید  ۲هضم،  قبل   :pET28    ،3  دوگانه نوترکیب:هضم  اندازه  پلاسمید   ،

 bp 833( و اندازه قطعه 5.3kbپلاسمید) 

Figure 1. A: Construct of recombinant EcoRI gene contains the sequences of restriction 

enzymes NcoI and XhoI, along with other regulatory components. B: Electrophoresis of the 

colony PCR product to confirm the recombinant EcoRI-pET28 plasmid. Lane 1: Negative 

control, Lanes 2-6: Positive clones, M: Weight marker (Thermo, SM0333). C: 

Electrophoresis pattern of the enzymatic digestion of the recombinant plasmid with the 

restriction enzymes NcoI and XhoI. Lane M: Weight marker, 1: EcoRI-pET28 plasmid 

before digestion, 2: pET28 plasmid, 3: Double digestion of the recombinant plasmid, 

plasmid size (5.3 kb) and fragment size 833 bp 
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یهده  عکدد پتوتلکن عه  عوید ی  پتوتلکن لزوسدً نشندد یوسنفآباسنف    شنه یای نشنددکه ی  سطدلید  قس    رو همدد  ن،یعددعتا

تجم  پتوتلکن عه ات  اجسننند  اند وییون  عه خصنننوصنننکد  سننندخاد ط و   (.Katalani et al., 2020   عدشنننهات  سح و  نم 

هدط ت  یوسکد  عد عسنناع  یا ی. پتوتلکن  هکه واوعک  و غکت 15هدطسدنه سدنده وید سولدول ، تیهای عدق  اکزیدوشننکمکدی  پتوتلکن

ط تدخو یگ  کماتط نکدی هدعه واسنطه  تایی  شنونه  سسح و  و عد حاظ سندخاد   م دتیط تولکه   صنو  عه  سیمو ًوید سولدول  کم، 

 دااهیتجم ات   و حضو   اگتچه عه   ف پدیها ط سددنکد  و شکمکدی  اجسد  اند وییون ،  (.Dyson et al., 2004   یا نه و عت دس

اجسد  صو    عه، و عه همکن یلکل عکدد پتوتلکن  اسفهدط عکدد شه   تت ای سدیت پتوتلکنهد ستی ط آدسدیخدلصیدسدد عد چعدل  عد   

عتخ  ای تحقکقد  ثدعف  نیعت ا(.  لاو  Marco et al., 2019اسننف  آ  اند وییون  ی  صننددی  یا وی  ی  عسننکد ط ای سوا ی ایه 

 (. Singh et al, 2020; Singhvi et al., 2020   ا  عدشدههدط اید  ییستوانده شدسل پتوتلکناجسد  اند وییون  س  انه کهکتی 

ط پتوسوتتهند  ایجم نه  lacپتوسوتت اپتاد  :  EcoRIپروتئین نوترکیتب    انیت ب  زانیبر م و مقتدار آن    نوع القتاگر  ریتتأ 

سزایدط  ایجم ه.  شنوی ساید    و  کاوی IPTGهدط القدگت عد. این پتوسوتت شنونه ساسناادی    E. coliکه ی  عدکاتط    اسنفتدظکم  

هدط سصا ف القدگت اسننف.  ط شننکمکدی  وجوی یانش کدا ، قدع کف القد ی  یسدط پدیکن و اسددد اسنناادی  ای غ ظفالقدگتهداسنناادی  ای 

  شنویس  طعدهیسناهط ساوسنی ی  سکزاد عکدد،  القدگتهد ایجم های القدگتهدط شنکمکدی  عسنکد  قوط اسنف. القدگت  کاوی   IPTGالقدگت 

 Faust et al., 2015  توسنی    القدشنه (. عت اسندک نادی  حدصنل ای سقدیسنه سکدنعکن سکزاد عکددIPTG  سو   عد  سک   8/0ی  غ ظف

 (.3 شدل یا ط نسسف عه سدیت تکمد هد یا یلکات اخالا  عسکد  سید گت  ی  سک  سک   38/2± 07/0سقها  

 .E  طهدسن و  طعت  و   دکعد  سادعول  ددهیعهود ا  توانه کشنف س یکی  سح IPTG طهدغ ظف اازایششنه  اسنف که  ثدعف

coli  ،سط وب اسنننف    بکننوتتک  طهندنکپتوتل   کصنننح   تندخو یگ  طعتا  فینکنه ی  نهند  یهنه  اازایش ا    نکپتوتل  ددکنع زادکس  وا ی کدنه

 Gholami et al., 2017; Katalani et al., 2020  اسنف که تغککت سقدییت   شنه  یای  نشندد(. اگتچه ی  عتخ  ای سطدلید  نکز

IPTG  ط عت اازایش سکزاد پتوتلکن سح و  نها ی  یا  سید  تکتأثPapaneophytou et al., 2012; Larentis et al., 2011  .)

( اسد عه رو  ک   B2اسنف که سکزاد عکدد پتوتلکن سح و  ی  هت یو القدگت تغککت چدهان  نهاشنف  شدل    شنه   یای نشنددی  این سطدلیه 

آد عت سکزاد   تکتأثنوع و غ ظف القدگت و    نیعددعتا (.3عدشنه  شندل  عکشنات ای  کاوی س  IPTGسکزاد عکدد پتوتلکن القد شنه  توسنی  

تواد  هدط تولکه س کدهش هزیده  سدظو عهپتوتلکن سح و  عسناع  عه نوع پتوتلکن نوتتککب عکدد شنه  ی  سن و  سکزعدد یا ی. اگتچه 

 اساادی  نموی. IPTGط جدعهجدیعزید  ا یاد   دوادعه کاوی  ا 

  

 

 
15 Residue 
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، نمونه پروتئین ستلولی قبل  A:T0نوع و غلظت القاگر و دما بر میزان بیان پروتئین نوترکیب.    ریتأ . ۲شتکل  

. سرم  مولاریلیم   8/0و   ۶/0های  با غلظت  IPTGگرم در لیتر و القاگر    ۶و   3از القا، القاگر لاکتوز در دو غلظت  

 استتاندارد  رنگی  پروتئینی مارکر: B :1. 1و    mg/ml  ۲  دو غلظتاستتاندارد در  عنوانبه(  BSAآلبومین گاوی )

(Thermo 26616)،۲:    ،القتاگر لاکتوز و   :4القتاگر لاکتوز و پروتئین اجستتام انکلوزیونی،   :3نمونته قبتل از القتا

: C  :1و پروتئین محلول . IPTG: القتاگر ۶و پروتئین اجستتام انکلوزیونی،   IPTG: القتاگر ۵پروتئین محلول، 

 ۲8: القتای بیان پروتئین نوترکیب در دمای IPTG،۲درجه و القتاگر   3۷القتای بیتان پروتئین نوترکیتب در دمای 

القتای بیتان   4و القتاگر لاکتوز.    درجته  3۷  یدمتاالقتای بیتان پروتئین نوترکیتب در    :IPTG  .3درجته و القتاگر  

 و القاگر لاکتوز درجه ۲8پروتئین نوترکیب در دمای 

Figure 2. The effect of factors such as type of inducer, concentration, and temperature on 

the level of recombinant protein expression. A: T0 represents the cell protein sample before 

induction, with lactose inducer at concentrations of 3 and 6 grams per liter, and IPTG 

inducer at concentrations of 0.6 and 0.8 mM. Bovine Serum Albumin (BSA) was used as a 

standard at two concentrations. B: 1: Standard colored protein marker (Thermo 26616), 2: 

Sample before induction, 3: Lactose inducer and inclusion body protein, 4: Lactose inducer 

and soluble protein, 5: IPTG inducer and inclusion body protein, 6: IPTG inducer and 

soluble protein. C: 1: Induction of recombinant protein expression at 37°C with IPTG 

inducer, 2: Induction of recombinant protein expression at 28°C with IPTG inducer, 3: 

Induction of recombinant protein expression at 37°C with lactose inducer, 4: Induction of 

recombinant protein expression at 28°C with lactose inducer 
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در دو غلظتت   IPTGنوع و غلظتت القتاگر بر میزان بیتان پروتئین نوترکیتب. دو القتاگر لاکتوز و   ریتتأ .  3شتتکتل  

ستتاره، به ترتیب   ۲و 1. استتلیتر  در میلی  گرمیلیم استت. میزان بیان بر استا    شتدهدادهشینمامختلف 

 دهنده اختلاف غیر معنی دار استنشان ns و درصد 01/0و  0۵/0دار در سطح نمایانگر اختلاف بسیار معنی

Figure 3. The effect of inducer type and concentration on the level of recombinant protein 

expression. Two inducers, lactose and IPTG, are shown at two different concentrations. The 

expression level is measured in milligrams per milliliter. Asterisks 1 and 2 indicate highly 

significant differences at the levels of 0.05% and 0.01%, respectively and, ns: indicates non-

significant difference 

گتای عه عهکده  شنننه و  ی جه سننندنا  37سدظو  عت سننن  تأثکت یسد عت سکزاد عکدد پتوتلکن، اعاها عدکاتط ی  یسدط  عه: تأ یر دما

شنوی. گتای سوجب القدط آهسناه عکدد س ی جه سندنا  28عکشناتین سقها  توی  سن ول   سنکه  و سنسس ی  ادی عیهط عد کدهش یسد 

 دواد کدات  سو ی عت سنن  قتا  گتاف. عت اسنندک نادی  حدصننل ای آیسود گتای نکز عهی جه سنندنا   37همچدکن سکزاد عکدد ی  یسدط  

گتای ی  یو القدگت سشندهه  نشنه. سکزاد  ی جه سندنا   28و  37یا ط ی  عکدد پتوتلکن نوتتککب ی  یسدط  سقدیسنه سکدنعکن اخالا  سید 

لکات، و سکزاد عکندد عد القدگت گت  ی  سک  سک    40/1و   45/1عه تتتکنب گتای  ی جه سننندنا   28و  37ی  یو یسدط   IPTGعکندد عد القندگت 

(. ی  عتخ  ای سوا ی 4لکات عه یسف آسه  شدل  گت  ی  سک  سک   58/0و  ۶/0گتای عه تتتکب  ی جه سدنا  28و   37 کاوی ی  یو یسدط 

 ,.Larentis et alگتای تأثکت عسنزای  ی  سکزاد عکدد پتوتلکن نها ی  ی جه سندنا  28تد   37گزا ش شنه  اسنف که سنطوح یسدی  

2014 .) 
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و   IPTGگراد، و دو القاگر  درجه ستانتی 3۷و  ۲8دمایی . میزان بیان پروتئین نوترکیب تحت شترایط  4شتکل  

 دار: اختلاف غیرمعنیnsلاکتوز. 

Figure 4. The level of recombinant protein expression under temperature conditions of 28°C 

and 37°C, using two inducers, IPTG and lactose. ns: Indicates non-significant difference 

 

شه  عه شدل اجسد  اند وییون   ی  این عت سن  پس ای تأیکه پتوتلکن نوتتککب عکدد: و بازآرایی  EcoRIتخلیص پروتئین 

سندیط اجسند  اند وییون ، اسناادی  ای یو  اهدد  عتاط عدیآ ای  سجهی اجسند  اند وییون  ی  نظت گتااه شنه. اولکن  اهدد  پس ای جها

سدیط سدظو  تدخو یگ  پتوتلکن نوتتککب اسف. سسس پتوتلکن عدیآ ای  شه  عد اساادی  ای ساود تمدی   خدلصییدلکز و عدات عدیآ ای  عه

هد عه شندل اجسند  اند وییون ، عدیآ ای  شنهنه و عت  وط سناود عد گذا ط ی صنه پتوتلکن 7/1گتییه. عد اسناادی  ای این  وش ی  حهوی 

لکات عوی. ی  گت  ی  سک  سک   7۹/0خدلص سندیط شنه  ی  این  وش ی  حهوی  (. ی  سجموع سقدییت پتوتلکن B5و  A5شنهنه  شندل  

سو   انجد  شنه و سکزاد   3سندیط عت  وط سناود و عد اسناادی  ای او     وش یو  ستح ه ییدلکز حذ  و هت یو ستح ه عدیآ ای  و خدلص

آسه ، عد توجه عه  یسننفلکات عهسننف آسه. عت اسنندک نادی  عهگت  ی  سک  سک   8۶/0پتوتلکن الو  شننه  ای سنناود ی  این  وش حهوی 

سندیط پتوتلکن عکشنات ای  وش ییدلکز عوی  صنت  وقف و هزیده کمات، عدییه  اسناادی  ای سناود هدط نکدل عه سدظو  عدیآ ای  و خدلص

 آیسدیشند  عیهط اناصدب شنهاسنف. عهیدمدظو   وش خدلص سندیط و عدیآ ای  همزسدد پتوتلکن عد اسناادی  ای سناود عمدظو  اسناادی  ی  

سندیط و عدیآ ای  ی  (. ی  این  وش عد اتصند  پتوتلکن نوتتککب واسنتشناه  یا اط عتچسنب هکسناکهید ( عه  یین، اتایده خدلص۶ شندل  

شنوی. عهین صنو   که پتوتلکن ی  حدلف  قکق شنه  و ساصنل عه سناود، اسددد ایجدی تدخو یگ  صنحک  شنسناشنوهدط ساوال  انجد  س 

سندیط شنه  عد اسناادی  ای این  وش، سندخاد   م دتیط انه که پتوتلکن خدلصنشندد یای   Katalani et al. (2020) ا خواهه یاشنف.  

 ,.katalani et alسندیط شنه  اسنف نها ی  صنو   سح و  خدلصکده و ای نظت سندخاد ط تادوت  عد پتوتلکد  که عهخوی  ا حاظ س 
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هندط پتوتلکن  ا ی  حندلنف  وجوی یا ی کنه سولدو   1۶کتید سلایمکتید اجسننند  اند وییون ، چدنهین  وش حنل(. عتاط حنل2020

هدط پتوتلکن سح و  شننه  ای ی  ات  نکمه تدشننه  هد، عدیآ ای  سجهی سولدو یا ی. عد این  وشپذیت و نکمه تدشننه  نعه س انحلا 

عنه ایددنه پتوتلکن (. عندتوجنهTrinh et al., 2021کدنه  تندخو یگ  عینهط ج وگکتط س شنننوی و ای تجم  سجنهی ی  ر  شنننتوع س 

EcoRI یهده  این اسنف  سو   حل شنه، نشندد  3سندیط او   عه شندل اجسند  اند وییون  عکدد گتییه و تحف شنتایی سلایم واسنتشناه

کدده ، اجسنند  اند وییون  عدیآ ای  نسننس  خوی  ا عه یسننف  عد حذ   واسل حل  که اجسنند  اند وییون  ای نوع غکتکلاسننک  اسننف.

شنه  ی  شنه  و ییدلکز پتوتلکن حلسندیط پتوتلکن حلهدط ستسنو  عتاط عدییدع   احکدط( ایدلکف پتوتلکن  قکقآو نه. ایجم ه  وشس 

رتا  کد ای  عدیآ ای  حضننو  عدات عدیآ ای  اسننف. ای جم ه سیدیب این  وش ییدی عوید حجم عدات سو ینکدی ی  سقکدک انسو  اسننف، ای 

هندط جندیعزین عتاط عهسوی ککاکنف پتوتلکن عندیآ ای  شنننه  و اسدندد اازایش سقکندک ی  پتوتلکن ی  این  وش کم اسنننف.  وش

هد اسنف. اتایده عدیآ ای  پس ای انه. عدیآ ای  پتوتلکن عت  وط سناود کتوسدتوگتاا  ای جم ه این  وشهدط صندیا ، اعهاع شنه کد عتط

هدط یهه که سدجت عه جهاسدیط پتوتلکنهدط کتوسدتوگتاا (  وط س هدط تمدی    و ید سدیت انواع ساودتثسکف پتوتلکن عت  وط  یین

اتایده تدخو یگ  (.  Oganesyan et al., 2005; Singh et al., 2015گتیی  سولدول  س کدش عکنعدیآ ای  شه  و کدهش عتهم

هدط عد ط پتوتلکن انجد  یای. همچدکن، اتایده تدخو یگ  سجهی عد  تواد ی  غ ظف   ا س سجهی پتوتلکن ی  عسننناتهدط کتوسدتوگتاا

سنندیط سنندیط پتوتلکن هه  همتا  اسننف. این کد  سوجب کدهش ستاحل ی  اتایده خدلصحذ   واسل واسننتشنناه کدده  و خدلص

شنه  عتاط عدیآ ای  پتوتلکن تد حهط کد گتااه(. سواقکف  وش عهJungbauer et al., 2004; katalani et al., 2020شنوی  س 

 عه تتککب عدات عدیآ ای  عساع  یا ی. 

نادی  حدصل ای عت س  ایدلکف آنزیم نشدد یای  اسف که آنزیم عدیآ ای  شه ، پتوتلکد   :  بررسی فعالیت آنزیم نوترکیب 

هت یو  وش عدیآ ای  عد اساادی  ای ییدلکز و کتوسدتوگتاا  قدی  عه عدیآ ای  پتوتلکن عه شدل  م دتیط خوی شهنه  شدل     اید  اسف.

و    100 1سدیط، ی  یو غ ظف ، پتوتلکن حدصل ای هت یو  وش خدلص pET28(. عت اسدک نادی  حدصل ای آیسود هضم عت پلاسمکه 7

عه نوع   (. ی  این عت س  و  عد توجه 7عت  وط پلاسمکه ایجدی کتی و ایدلکف سشدعه عد آنزیم تجد ط یاشف  شدل  17، عتش یعدنه 400 1

صتاه و کد اتت اسف. ی  عتخ  ای سددع  کد ای  عدیآ ای  عت  وط ساود  ا حا  ی  سو ی پتوتلکن سهنظت عدیآ ای  عت  وط ساود  وش  عه 

 (.  Oganesyan et al., 2005هدط یا اط چده عدنه یط سولاکهط عد  توصکف کتینه  پتوتلکن

 

 
16 mild solubilization 
17 Single digest 
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: محتوای 1ستون   : A بازآرایی و تخلیص پروتئین نامحلول )اجسام انکلوزیونی( با استفاده از دیالیز. .۵شتکل  

: پروتئین محلول 3از القا شتماره    انکلوزیونی( بعداجستام  )غیرمحلول  : پروتئین  ۲کل ستلول قبل از القا، شتماره  

محلول  :Spمراحل تخلیص پروتئین بازآرایی شتتده با استتتفاده از دیالیز.   : Bپس از بازآرایی توستتط دیالیز.  

 ۲و  1الوشن  e2:و  e1، 4تا  1 شستشو W4 :تا  W1محلول پس از عبور از رزین،  :Ftشناور رویی، 
Figure 5. Refolding and purification of insoluble protein (inclusion bodies). A: Lane 1: Total 

cell content before induction, Lane 2: Insoluble protein (inclusion bodies), Lane 3: Soluble 

protein after refolding. B: Steps of purification for the refolded protein. Sp: Supernatant, 

Ft: Solution after passing through the resin, W1 to W4: Wash steps 1 to 4, e1 and e2: Elution 

1 and 2 
 

 
محتوای سلولی    T0تخلیص و بازآرایی پروتئین نوترکیب نامحلول با استفاده از رزین نیکل. ستون:  .  ۶شکل  

لیز شده.  spباکتری در زمان صفر پس از القا، ستون:   : محلول شناور رویی حاوی محتوای پروتئین سلولی 

  e1، ستون:  4تا    1: بافر شستشوی W4تا   W1: محلول شناور رویی پس از عبور از رزین، ستون:  Ft ستون:  

 که برای جداسازی پروتئین از نیکل مورد استفاده قرار گرفت   ۲و  1: الوشن e2و 

Figure 6. Purification and refolding of insoluble recombinant protein on the column. T0 

represents the bacterial cell content at time zero after induction, sp: Supernatant containing 

protein content of lysed cells. Ft: Supernatant after passing through the column, W1 to W4: 

Wash buffers 1 to 4, e1 and e2: Elution 1 and 2 used for separating the protein from nickel 

 

T0           Sp         Ft        W1       W2        W3     W4         e1         e2 

3       2       1 Sp      Ft        w1        w2       w3        w4      e1     e2 

A B 
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 pET28: پلاسمید  1ساعت. ستون    4بررسی فعالیت آنزیم نوترکیب، نتایج هضم آنزیمی بعد از   .۷شکل  

: ۲(، ستتون  100به   1شتده )(توستط آنزیم نوترکیب )بازآرایی بر ستتون( رقی 5368bpهضتم شتده ) با وزن

: 3(، ستتون  400به  1شتده )هضتم شتده توستط آنزیم نوترکیب )بازآرایی بر ستتون( رقی   pET28پلاستمید  

(، 100به  1شتده )هضتم شتده توستط آنزیم نوترکیب )بازآرایی با استتفاده از دیالیز( رقی   pET28پلاستمید  

به  1شتده )هضتم شتده توستط آنزیم نوترکیب )بازآرایی با استتفاده از دیالیز( رقی  pET28: پلاستمید  4ستتون  

: ۶، ستتون  Thermoشترکت    EcoRIری هضتم شتده توستط آنزیم تجا  pET28: پلاستمید  ۵(، ستتون  400

 عنوان کنترلهضم نشده به pET28پلاسمید 

Figure 7. Evaluation of recombinant enzyme activity, showing results of enzymatic digestion 

after 4 hours. Lane 1: pET28 plasmid digested by recombinant enzyme (refolded on 

column), diluted (1 to 100); Lane 2: pET28 plasmid digested by recombinant enzyme 

(refolded on column), diluted (1 to 400); Lane 3: pET28 plasmid digested by recombinant 

enzyme (refolded using dialysis), diluted (1 to 100); Lane 4: pET28 plasmid digested by 

recombinant enzyme (refolded using dialysis), diluted (1 to 400); Lane 5: pET28 plasmid 

digested by commercial enzyme EcoRI from Thermo; Lane 6: Undigested pET28 plasmid 

as a control 

 

تواد  سنندیط پتوتلکن نوتتککب واعسنناه عه  واسل سایهیط اسننف و نم اناصدب  وش عهکده عتاط تولکه و خدلص گیری:نتیجه

صننو   سح و  سوجب حذ  ستاحل عیهط عدیآ ای  و هد پکشنندهدی نموی. اگتچه عکدد پتوتلکن عه وشنن  یدسنندد عتاط همه پتوتلکن

هد تتین آدصننو   اجسنند  اند وییون  که ید  ای سهمهد عهشننوی، اسد عه یلکل سزایدط تولکه پتوتلکنتص کص اجسنند  اند وییون  س 

حادظف ی  عتاعت هضنم توسنی پتوتلدیهدط سن ول  و حاظ سندخاد   م دتیط پتوتلکن ی  سکدد این اجسند  اسنف، تولکه پتوتلکن عه این 

کص اجسنند  اند وییون  حد ز اهمکف اسننف. نادی  این هدط عهکده عدیآ ای  و تص  وش سو یتوجه اسننف  عددعتاین یسنناکدع  عه  وش

عت  وط سناود  وشن  سنتی  و کد آسه ی  سقدیسنه عد  وش   EcoRIیسدد آنزیم سندیط و عدیآ ای  همتحقکق نشندد یای  اسنف که خدلص

 ییدلکز اسف.

M    1      2       3        4       5      6 
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این پژوهش عد حمدیف سدل  پژوهشنده  نناک  و ییسنف اددو ط رستسنادد، یانشنعد    و  کشندو یط و سددع     :ستااستگزاری

 انجد  شه  اسف. GABIT-93/D/PI186رسکی  سد ط تحف قتا  یای شمد   

References 

Akiba, H., Tsumoto, K. (2016). Expression in Bacteria and Refolding. In: Senda, T., Maenaka, 

K. (eds) Advanced Methods in Structural Biology. Springer Protocols Handbooks. 

Springer, Tokyo. https://doi.org/10.1007/978-4-431-56030-2_1 

Al-Ayoubi, S. R., Schummel, P. H., Golub, M., Peters, J., & Winter, R. (2017). Influence of 

cosolvents, self-crowding, temperature and pressure on the sub-nanosecond dynamics and 

folding stability of lysozyme. Phys Chem Chem Phys, 19(22), 14230-14237. 

https://doi.org/10.1039/c7cp00705a 

Belková, M., Koszagova, R., & Nahálka, J. (2022). Active inclusion bodies: The unexpected 

journey. Journal of microbiology, biotechnology and food sciences, 12(1), e5951-e5951. 

https://doi.org/10.55251/jmbfs.5951 

Blount, Z. D. (2015). The unexhausted potential of E. coli. elife, 4, e05826. 

https://doi.org/10.7554/eLife.05826  

Buckhout-White, S., Person, C., Medintz, I. L., & Goldman, E. R. (2018). Restriction enzymes 

as a target for DNA-based sensing and structural rearrangement. ACS omega, 3(1), 495-

502. https://doi.org/10.1021/acsomega.7b01333  

Burnett, M. J., & Burnett, A. C. (2020). Therapeutic recombinant protein production in plants: 

Challenges and opportunities. Plants, People, Planet, 2(2), 121-132. 

https://doi.org/10.1002/ppp3.10073  

de Marco, A., Ferrer-Miralles, N., Garcia-Fruitos, E., Mitraki, A., Peternel, S., Rinas, U., Trujillo-

Roldan, M. A., Valdez-Cruz, N. A., Vazquez, E., & Villaverde, A. (2019). Bacterial 

inclusion bodies are industrially exploitable amyloids. FEMS Microbiol Rev, 43(1), 53-72. 

https://doi.org/10.1093/femsre/fuy038  

Dyson, M. R., Shadbolt, S. P., Vincent, K. J., Perera, R. L., & McCafferty, J. (2004). Production 

of soluble mammalian proteins in Escherichia coli: identification of protein features that 

correlate with successful expression. BMC biotechnology, 4, 1-18. 

https://doi.org/10.1186/1472-6750-4-32  

Faust, G., Stand, A., & Weuster‐Botz, D. (2015). IPTG can replace lactose in auto‐induction 

media to enhance protein expression in batch‐cultured Escherichia coli. Engineering in Life 

Sciences, 15(8), 824-829. https://doi.org/10.1002/elsc.201500011  

Gholami, S., Goodarzvand Chegini, K., Gheibi, N., Mokhtarian, K., Mohamadi, M., & Falak, R. 

(2017). Cloning, expression, and spectral analysis of mouse betatrophin. Med J Islam 

Repub Iran, 31, 102. https://doi.org/10.14196/mjiri.31.102  

Goppelt, M., Pingoud, A., Maass, G., Mayer, H., Koster, H., & Frank, R. (1980). The interaction 

of the EcoRI restriction endonuclease with its substrate. A physico-chemical study 

https://doi.org/10.1007/978-4-431-56030-2_1
https://doi.org/10.1039/c7cp00705a
https://doi.org/10.55251/jmbfs.5951
https://doi.org/10.7554/eLife.05826
https://doi.org/10.1021/acsomega.7b01333
https://doi.org/10.1002/ppp3.10073
https://doi.org/10.1093/femsre/fuy038
https://doi.org/10.1186/1472-6750-4-32
https://doi.org/10.1002/elsc.201500011
https://doi.org/10.14196/mjiri.31.102


 ( 1404مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره ، شماره ، 

130 

 

employing natural and synthetic oligonucleotides and polynucleotides. Eur J Biochem, 

104(1), 101-107. https://doi.org/10.1111/j.1432-1033.1980.tb04405.x  

Hannig, G., & Makrides, S. C. (1998). Strategies for optimizing heterologous protein expression 

in Escherichia coli. Trends Biotechnol, 16(2), 54-60. https://doi.org/10.1016/s0167-

7799(97)01155-4  

Huang, C. J., Lin, H., & Yang, X. (2012). Industrial production of recombinant therapeutics in 

Escherichia coli and its recent advancements. J Ind Microbiol Biotechnol, 39(3), 383-399. 

https://doi.org/10.1007/s10295-011-1082-9  

Idalia, V.-M. N., & Bernardo, F. (2017). Escherichia coli as a model organism and its application 

in biotechnology. Recent Adv. Physiol. Pathog. Biotechnol. Appl. Tech Open Rij. Croat, 

13, 253-274. https://doi.org/10.5772/67306 

Jungbauer, A., Kaar, W., & Schlegl, R. (2004). Folding and refolding of proteins in 

chromatographic beds. Curr Opin Biotechnol, 15(5), 487-494. 

https://doi.org/10.1016/j.copbio.2004.08.009  

Kachhawaha, K., Singh, S., Joshi, K., Nain, P., & Singh, S. K. (2023). Bioprocessing of 

recombinant proteins from Escherichia coli inclusion bodies: insights from structure-

function relationship for novel applications. Prep Biochem Biotechnol, 53(7), 728-752. 

https://doi.org/10.1080/10826068.2022.2155835 

 Katalani, C., Nematzadeh, G., Ahmadian, G., Amani, J., Kiani, G., & Ehsani, P. (2020). In silico 

design and in vitro analysis of a recombinant trivalent fusion protein candidate vaccine 

targeting virulence factor of Clostridium perfringens. Int J Biol Macromol, 146, 1015-1023. 

https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.09.227  

Kato, A., & Ohashi, H. (2021). Quick refolding of high-concentration proteins via microchannel 

dialysis. Industrial & Engineering Chemistry Research, 60(28), 10076-10082. 

https://doi.org/10.1021/acs.iecr.1c00410  

Kaur, J., Singh, A., Panda, A. K., & Lal, R. (2021). Protocol for in-vitro purification and refolding 

of hexachlorocyclohexane degrading enzyme haloalkane dehalogenase LinB from 

inclusion bodies. Enzyme Microb Technol, 146, 109760. 

https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2021.109760  

Laemmli, U. K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of 

bacteriophage T4. Nature, 227(5259), 680-685. https://doi.org/10.1038/227680a0  

Larentis, A. L., Argondizzo, A. P., Esteves Gdos, S., Jessouron, E., Galler, R., & Medeiros, M. 

A. (2011). Cloning and optimization of induction conditions for mature PsaA 

(pneumococcal surface adhesin A) expression in Escherichia coli and recombinant protein 

stability during long-term storage. Protein Expr Purif, 78(1), 38-47. 

https://doi.org/10.1016/j.pep.2011.02.013  

Larentis, A. L., Nicolau, J. F. M. Q., Esteves, G. d. S., Vareschini, D. T., de Almeida, F. V. R., 

dos Reis, M. G., Galler, R., & Medeiros, M. A. (2014). Evaluation of pre-induction 

https://doi.org/10.1111/j.1432-1033.1980.tb04405.x
https://doi.org/10.1016/s0167-7799(97)01155-4
https://doi.org/10.1016/s0167-7799(97)01155-4
https://doi.org/10.1007/s10295-011-1082-9
https://doi.org/10.5772/67306
https://doi.org/10.1016/j.copbio.2004.08.009
https://doi.org/10.1080/10826068.2022.2155835
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.09.227
https://doi.org/10.1021/acs.iecr.1c00410
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2021.109760
https://doi.org/10.1038/227680a0
https://doi.org/10.1016/j.pep.2011.02.013


 1404و همکاران،  کتالانی

131 

 

temperature, cell growth at induction and IPTG concentration on the expression of a 

leptospiral protein in E. coli using shaking flasks and microbioreactor. BMC research 

notes, 7, 1-13.https://doi.org/10.1186/1756-0500-7-671  

Liu, W., Chen, Y., Watrob, H., Bartlett, S. G., Jen-Jacobson, L., & Barkley, M. D. (1998). N-

Termini of Eco RI Restriction Endonuclease Dimer Are in Close Proximity on the Protein 

Surface. Biochemistry, 37(44), 15457-15465. https://doi.org/10.1021/bi980557f  

Loenen, W. A., Dryden, D. T., Raleigh, E. A., Wilson, G. G., & Murray, N. E. (2014). Highlights 

of the DNA cutters: a short history of the restriction enzymes. Nucleic Acids Res, 42(1), 3-

19. https://doi.org/10.1093/nar/gkt990  

Lozano Terol, G., Gallego-Jara, J., Sola Martinez, R. A., Martinez Vivancos, A., Canovas Diaz, 

M., & de Diego Puente, T. (2021). Impact of the Expression System on Recombinant 

Protein Production in Escherichia coli BL21. Front Microbiol, 12, 682001. 

https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.682001  

McCarty, N. S., & Ledesma-Amaro, R. (2019). Synthetic Biology Tools to Engineer Microbial 

Communities for Biotechnology. Trends Biotechnol, 37(2), 181-197. 

https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2018.11.002  

Oganesyan, N., Kim, S.-H., & Kim, R. (2005). SOn-column protein refolding for crystallization. 

Journal of structural and functional genomics, 6, 177-182. https://doi.org/10.1007/s10969-

005-2827-3  

Papaneophytou, C. P., & Kontopidis, G. A. (2012). Optimization of TNF-alpha overexpression 

in Escherichia coli using response surface methodology: Purification of the protein and 

oligomerization studies. Protein Expr Purif, 86(1), 35-44. 

https://doi.org/10.1016/j.pep.2012.09.002  

Peternel, S., & Komel, R. (2011). Active protein aggregates produced in Escherichia coli. Int J 

Mol Sci, 12(11), 8275-8287. https://doi.org/10.3390/ijms12118275 

Pingoud, A., Wilson, G. G., & Wende, W. (2014). Type II restriction endonucleases--a historical 

perspective and more. Nucleic Acids Res, 42(12), 7489-7527.  

https://doi.org/10.1093/nar/gku447  

Pollastri, G., & McLysaght, A. (2005). Porter: a new, accurate server for protein secondary 

structure prediction. Bioinformatics, 21(8), 1719-1720. 

https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bti203  

Qing, R., Hao, S., Smorodina, E., Jin, D., Zalevsky, A., & Zhang, S. (2022). Protein Design: From 

the Aspect of Water Solubility and Stability. Chem Rev, 122(18), 14085-14179. 

https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.1c00757  

Sambrook, J. (1989). Molecular cloning: a laboratory manual. Cold Spring Habor Laboratory.  

Sanchez-Garcia, L., Martin, L., Mangues, R., Ferrer-Miralles, N., Vazquez, E., & Villaverde, A. 

(2016). Recombinant pharmaceuticals from microbial cells: a 2015 update. Microb Cell 

Fact, 15, 33. https://doi.org/10.1186/s12934-016-0437-3  

https://doi.org/10.1186/1756-0500-7-671
https://doi.org/10.1021/bi980557f
https://doi.org/10.1093/nar/gkt990
https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.682001
https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2018.11.002
https://doi.org/10.1007/s10969-005-2827-3
https://doi.org/10.1007/s10969-005-2827-3
https://doi.org/10.1016/j.pep.2012.09.002
https://doi.org/10.3390/ijms12118275
https://doi.org/10.1093/nar/gku447
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bti203
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.1c00757
https://doi.org/10.1186/s12934-016-0437-3


 ( 1404مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره ، شماره ، 

132 

 

Schildkraut, I. (1984). Screening for and characterizing restriction endonucleases. In Genetic 

engineering: principles and methods (pp. 117-140). Springer.  

Schramm, F. D., Schroeder, K., & Jonas, K. (2020). Protein aggregation in bacteria. FEMS 

Microbiol Rev, 44(1), 54-72. https://doi.org/10.1093/femsre/fuz026  

Sen, S., & Nilsson, L. (1999). Structure, interaction, dynamics and solvent effects on the DNA-

EcoRI complex in aqueous solution from molecular dynamics simulation. Biophys J, 77(4), 

1782-1800. https://doi.org/10.1016/S0006-3495(99)77024-4  

Singh, A., Upadhyay, V., & Panda, A. K. (2015). Solubilization and refolding of inclusion body 

proteins. Methods Mol Biol, 1258, 283-291. https://doi.org/10.1007/978-1-4939-2205-

5_15  

Singh, A., Upadhyay, V., Singh, A., & Panda, A. K. (2020). Structure-Function Relationship of 

Inclusion Bodies of a Multimeric Protein. Front Microbiol, 11, 876. 

https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.00876  

Singhvi, P., & Panda, A. K. (2022). Solubilization and refolding of inclusion body proteins. In 

Insoluble proteins: methods and protocols (doi:10.1007/978-1-0716-1859-2_22pp. 371-

387). Springer. https://doi.org/doi:10.1007/978-1-0716-1859-2_22  

Singhvi, P., Saneja, A., Srichandan, S., & Panda, A. K. (2020). Bacterial Inclusion Bodies: A 

Treasure Trove of Bioactive Proteins. Trends Biotechnol, 38(5), 474-486. 

https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2019.12.011  

Trinh, N. T. M., Thuoc, T. L., & Thao, D. T. P. (2021). Production of PEGylated GCSF from 

Non-classical Inclusion Bodies Expressed in Escherichia coli. Avicenna J Med Biotechnol, 

13(4), 192-200. https://doi.org/10.18502/ajmb.v13i4.7204  

Ventura, S., & Villaverde, A. (2006). Protein quality in bacterial inclusion bodies. Trends 

Biotechnol, 24(4), 179-185. https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2006.02.007  

Yamaguchi, H., & Miyazaki, M. (2014). Refolding techniques for recovering biologically active 

recombinant proteins from inclusion bodies. Biomolecules, 4(1), 235-251. 

https://doi.org/10.3390/biom4010235 

https://doi.org/10.1093/femsre/fuz026
https://doi.org/10.1016/S0006-3495(99)77024-4
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-2205-5_15
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-2205-5_15
https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.00876
https://doi.org/doi:10.1007/978-1-0716-1859-2_22
https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2019.12.011
https://doi.org/10.18502/ajmb.v13i4.7204
https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2006.02.007
https://doi.org/10.3390/biom4010235

