
 

Expression of human alpha-lactalbumin using a chloroplast-based 

construct in Escherichia coli 

 

Maryam Ehsasatvatan   

Post-Doctoral Researcher, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Faculty of 

Agriculture, University of Tabriz, Tabriz, Iran. E-mail: ehsasatvatan@tabrizu.ac.ir 

Bahram Baghban Kohnehrouz   

*Corresponding author. Professor, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Faculty of 

Agriculture, University of Tabriz, Tabriz, Iran. E-mail: bahrambaghban.kr@tabrizu.ac.ir 

 

Abstract  

Objective 

With the increasing global demand for high-quality protein sources, the recombinant production 

of human milk proteins has gained attention as a safe, nutritious, and sustainable alternative. This 

study aimed to design and perform a preliminary evaluation of a chloroplast-compatible 

expression cassette containing the human α-lactalbumin gene in Escherichia coli, as an initial step 

toward plant-based production of this protein. 

 

Materials and methods 

The coding sequence of human α-lactalbumin was codon-optimized based on the preferred codon 

usage of tobacco chloroplasts and assembled into an expression cassette consisting of the rrn 

promoter, the 5′ untranslated region (UTR) of T7 phage gene 10, and the rrnB terminator. The 

cassette was cloned into the chloroplast vector pPRV111A and validated by polymerase chain 

reaction and restriction enzyme analysis. Translational efficiency was assessed by transformation 

of the recombinant plasmid into E. coli strain BL21 (DE3) and protein expression induction using 

IPTG. The recombinant protein was purified via nickel-based affinity chromatography, followed 

by His-tag removal using TEV protease. The HAMLET complex was formed by combining the 

purified protein with oleic acid, and its biological activity was assessed using the MTT assay on 

WiDr colorectal cancer cells. 
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Results 

Human α-lactalbumin was successfully expressed in in E. coli in soluble form, with an 

approximate molecular weight of 16 kDa. Efficient purification from the soluble protein fraction 

and successful removal of the His-tag yielded a final product of ~14 kDa. Western blotting and 

SDS-PAGE verified successful expression and high protein purity. The HAMLET complex 

formed by combining the purified protein with oleic acid significantly reduced the viability of 

WiDr cells in the MTT assay. Specifically, treatment with 21 µM HAMLET resulted in a 96% 

decrease in cell survival, whereas treatments with α-lactalbumin or oleic acid alone had no 

significant effect. These findings demonstrate that the expressed protein retained both correct 

structural integrity and expected biofunctional properties. 

 

Conclusions 

The designed expression cassette showed high efficiency in the bacterial system and enabled the 

production of biologically active human α-lactalbumin. This study provides experimental 

evidence supporting the feasibility of using the designed construct for chloroplast transformation 

in plants, representing a promising step toward the industrial production of recombinant α-

lactalbumin and its bioactive derivatives such as HAMLET. 
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Introduction 

The rising global need for safe, high-quality protein sources has sparked significant interest 

in developing alternative biotechnological methods for producing functional proteins. Human α-

lactalbumin (hLA), a key whey protein found in breast milk, has garnered attention due to its rich 
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nutritional content, bioavailability, and strong biological activity. It is crucial for lactose 

biosynthesis and plays a vital role in neonatal development by supplying essential amino acids. 

Remarkably, α-lactalbumin can form a cytotoxic complex with oleic acid, known as HAMLET 

(Human Alpha-Lactalbumin Made Lethal to Tumor cells), which selectively triggers apoptosis in 

tumor cells while leaving normal cells unharmed. Despite its therapeutic and nutritional potential, 

the large-scale production of recombinant hLA is hindered by the limitations of traditional 

expression systems. Mammalian systems are expensive and present biosafety issues, whereas 

microbial hosts, such as Escherichia coli, often produce misfolded proteins or inclusion bodies. 

In this scenario, chloroplast genetic engineering in plants has emerged as a promising alternative. 

Chloroplasts can express recombinant proteins at high levels, have prokaryotic-like transcription 

and translation systems, and allow stable transgene integration without silencing. However, the 

successful expression of eukaryotic proteins in chloroplasts necessitates the careful design of 

specialized expression cassettes that are compatible with plastid-specific regulatory elements.  

This study aimed to design a chloroplast-targeted expression cassette for human α-lactalbumin 

and assess its translational efficiency in a bacterial model (E. coli). The successful validation of 

this system in prokaryotic cells would support its subsequent use in chloroplast transformation 

and plant-based biomanufacturing. 

 

Materials and methods 

The amino acid sequence of human α-lactalbumin was obtained from UniProt (Accession 

No. P00709), and the corresponding nucleotide sequence was optimized for chloroplast 

expression in tobacco (Nicotiana tabacum) using EMBOSS Backtranseq. A synthetic gene was 

constructed by incorporating key regulatory elements: the Prrn promoter from the tobacco rrn 

operon, the 5′ untranslated region (5′ UTR) of T7 gene 10 (T7g10), which is known to enhance 

translation efficiency, and the rrnB terminator from E. coli for transcriptional termination. A 

6xHis tag and TEV protease cleavage site were added at the N-terminus of hLA protein to 

facilitate purification and tag removal, respectively. The synthetic cassette was cloned into pUC57 

and then subcloned into the HindIII and PstI restriction sites of pPRV111A plastid vector. 

Restriction digestion and PCR amplification using gene-specific primers was used to 

confirmation of the recombinant plasmid (pPRV-hLA). The recombinant plasmid was introduced 

into E. coli strain BL21 (DE3) using a heat shock method. When the culture reached an OD600 

of 0.6–0.8 expression was induced with 1 mM IPTG, and the cells were incubated for 16 h at 

25°C to promote soluble expression. Bacterial pellets were collected by centrifugation and lysed 

using a sonicator in the presence of a protease inhibitor. Total soluble proteins were isolated by 

centrifugation and stored at –20°C. Ni-NTA affinity chromatography was used purification of 
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recombinant hLA from the soluble fraction. The His-tag was enzymatically removed by 

incubation with TEV protease, and the Ni- Same Ni-NTA column was used to separate cleaved 

product from the mixture. To assess the functional activity of the recombinant protein, the 

HAMLET complex was prepared by incubating purified hLA with oleic acid under mild heat and 

agitation. MTT assay was used to evaluate the cytotoxic activity of HAMLET on WiDr colorectal 

cancer cells. The treatments included: (i) 21 μM HAMLET, (ii) 21 μM purified hLA, (iii) 2.5 mM 

oleic acid, (iv) total soluble protein (TSP) from non-recombinant E. coli, and (v) culture medium 

as the negative control. 

 

Results 

Successful integration of the synthetic gene into the pPRV111A vector was confirmed using 

PCR analysis and restriction digestion. SDS-PAGE analysis revealed a prominent protein band at 

~16 kDa in the soluble protein fraction of recombinant E. coli cultures, consistent with the 

expected size of His-tagged hLA. This band was absent in the control cells containing the empty 

vector. Specific expression of the recombinant protein was confirmed via western blot analysis 

using an anti-His antibody. Ni-NTA purification produced high-purity hLA, as evidenced by a 

single band on SDS-PAGE. TEV protease treatment resulted in protein's molecular weight shifted 

to ~14 kDa, indicating the successful removal of the His-tag while retaining the core hLA 

sequence. The HAMLET complex was successfully formed by incubating purified hLA with oleic 

acid. MTT assay results demonstrated a strong cytotoxic effect of HAMLET on WiDr cells, with 

a 96% reduction in cell viability after 6 hours of treatment. In contrast, treatment of cells with 

hLA or oleic acid alone showed minimal cytotoxicity, confirming the necessity of both 

components for their full activity. Cells treated with protein extracts from non-recombinant 

bacteria showed no significant effects compared to the negative control. These findings 

collectively validate the correct expression, purification, and functional activity of recombinant 

hLA derived from the chloroplast expression cassette in a bacterial system.  

 

Conclusions 

The chloroplast-compatible expression cassette designed in this study demonstrated high 

translational efficiency and enabled the production of soluble, biologically active human α-

lactalbumin in E. coli. The use of chloroplast-specific regulatory elements such as the Prrn 

promoter, T7g10 5′ UTR, and rrnB terminator proved effective in directing strong expression in 

a prokaryotic host, supporting their anticipated performance in plastid environments. The 

successful formation of the HAMLET complex and its pronounced cytotoxic effect on WiDr 

cancer cells confirmed the functional integrity of the recombinant protein. These results serve as 
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a robust proof-of-concept for future implementation of this cassette in plastid transformation of 

tobacco and potentially other plant species for the production of functional milk-derived proteins. 

Given the scalability, safety, and cost-effectiveness of plant-based expression systems, this study 

establishes a foundational step toward the industrial-scale biosynthesis of therapeutic and 

nutritional proteins such as hLA. Moreover, the plant-based production of HAMLET may offer a 

novel and sustainable approach to cancer therapy and nutritional supplementation in the future. 
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 Escherichia coli یدر باکتر یبا استفاده از سازه کلروپلاست یانسان نیلاکتالبوم -آلفا نیپروتئ انیب
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  چکیده

ا  عنوان گزین ه   شگگیس انکگگ نی ب ب  افزایش تق ضگگ   اه نی بسا  :ن بپ پسوت ینی ب   یتیت ب  ، تولیش نوتس یپ پسوت ی   هدف:

ای  پژوهش ب  هشف طساحی و اشگی بی اولی  یک   سگت بی نی  رسوپلاسگ ی ح و    ایم ، :غذ  و پ یشاش :وش  توا  قساش گسف   اسگت.

 عنوان گ م :قش: تی  ش :کیس تولیش گی هی ای  پسوت ی  انج م شش.ب  Escherichia coli    لبو:ی  انک نی  ش ب   س  -ژن آلت 

سگگ گ  و  ش ق لپ یک ه   تسایحی  رسوپلاسگگت توتون بهین     لبو:ی  انکگگ نی ب   شون-توالی ش:ز ننشه آلت   :هاروشمواد و 

طساحی گس یش. ای  سگ گه  ش ن قل  رسوپلاسگ ی   rrnB هنشه  و پ ی ن  7Tف ژ    10ژن  UTR′5، ن حی   rrnانشاگ    سگت بی نی شگ :ل شاه

pPRV111A  ا  پریمساگ و بسش آنزیمی، صگحت سگ ا  ش  آن تیییش شگش. اهت سگ گ  شگش و ب  اسگ ت  ه اگ وا نش گنجیسههمکگ ن

انج م شگگش. پسوت ی   IPTG:ن قل و الق   بی ن ب    BL21 (DE3)سگگوی    E. coliاشگی بی   شایی تسام ، پلاسگگمیش نوتس یپ ب   

، :جموع   TEVف بسچکگگپ هیکگگ یشینی ب  آنزی  ح صگگل ب  شوش  سو: توگسافی تم یری بس پ ی  شگی  نیکل تیریو و پا اگ حذ

HAMLET  ب  اسیش اول یک تولیش گس یش. فع لیت گیک ی ای  :جموع  ب  آگ:ونMTT  شو  ش ه سرولیWiDr .اشگی بی شش 

سگ گ  :ثرس صگوش  :حرو   ش ب   س  بی ن شگش. ا لو یرو  ال ون ب   16    لبو:ی  انکگ نی ب  وگن تقسیبی -پسوت ی  آلت   :نتایج

 یرو  ال ون  14پسوت ی  اگ بیش :حرو  سگگرولی و حذف :وفب بسچکگگپ هیکگگ یشینی، :نجس ب  تولیش پسوت ینی ب  وگن نه یی حشو  

:جموع    بی ن :وفب و اروص ب    پسوت ی  شا تیییش  س نش.  SDS-PAGEگذاش  وسگگ سن و ه   تیییش  شگگ :ل لک شگگش. آگ:ون

HAMLET  شگگشه ب  تس یپ ای  پسوت ی  و اسگگیش اول یک،  ش آگ:ون  تهیMTT  نی ش ه سگگرولی توا  گنشه:واپ   هش ق بل :
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WiDr   یکسو:و ش  21ه  ب   طوش ا ص، تیم ش سگرو شگش. ب:HAMLET    شصگش  بق   سگرولی گس یش،  ش ح لی  96ب عث   هش    

تنه  اگ  اش بو نش. ای  ن  یج نشگ ن  ا نش    پسوت ی  تولیششگشه ن     لبو:ی  ی  اسگیش اول یک ف قش ارس :عنی-تیم شه   اشاگ ن  ب  آلت 

 ه   عمرکس   و گیک ی :وش  ان ظ ش او  شا نیز حتظ  س ه است.نظس س ا  ش  صحیح است، برک  ویژگی

شگشه  اشا    شایی ب    ش سگیکگ   ب   سی یی بو ه و توانکگ   پسوت ینی ب  فع لیت گیکگ ی : رو    سگت بی نی طساحی گیری:نتیجه

سنجی اس ت  ه اگ ای  س گه  ش تساشیی ی  رسوپلاست گی ه ن فساه   س ه و گ :ی تولیش  نش. ای  :  لع  شواهش  تجسبی بسا  ا:ک ن

 شو .:حکو  :ی HAMLETفع   :ش ب اگ آن : ننش     لبو:ی  انک نی و تس یب   گیکت-:ثرس  ش :کیس تولیش صنع ی آلت 

 . ن قل  رسوپلاس ی، پسوت ی  و ، بی ن ب   سی یی،     لبو:ی  انک نی-آلت   هاکلیدواژه

 پژوهشی.  نوع مقاله

  ی ب  اس ت  ه اگ س گه  رسوپلاس   یانک ن   ی    لبو:-آلت     یپسوت    نیب  (1405)  شوگ بهسامب غب ن  هن ،  وط  :سی احک س    استناد:

 .96-77(، 1)18، :جر  بیوتکنولوژ   ش وشگ . Escherichia coli   ش ب   س
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 مقدمه

ه   بینیافزایش امعیت اه ن، تق ضگگگ  بسا  پسوت ی  غذایی ب   یتیت ب   ب  سگگگسعت  ش ح   افزایش اسگگگت. طبب پیشب  

ه    شصش  تق ض  بسا  پسوت ی   23:یری ش  نتس اواهش شسیش.  ش ن یج ، ب  افزایش    7/9ب     2050س گ: ن :رل، امعیت اه ن ت  س    

ب    2050گسم پسوت ی   ش شوگ نی گ  اشگ   ب شگش، :یزان تق ضگ   اه نی بسا  پسوت ی  ت  سگ    80طوش : وسگ  ب   غذایی، اگس هس فس  ب 

ه   غذایی  :حصگو   غذایی ب  :نبپ حیوانی نقش :همی  ش شژی   .(Willett et al., 2019)  شی:یریون ت  اواهش شسگ 280حشو  

.  ( Miller et al., 2022)نش  ن شصگش اگ پسوت ی  شوگان  شا تی:ی  :ی 35 شصگش اگ انسژ  و    17طوش :ی نپی   ننش و ب اه نی ایت  :ی

گیکگگت، تغییسا  اقریمی و :حشو یت :ن بپ، توان یی  ه یی همچون آلو گی :حی ه   سگگن ی تولیش :وا  غذایی، ب   لیل چ لششوش

هگ یی :گ ننگش  ای  شو، توسگگگعگ  اگ یپزی . اگ  (Crippa et al., 2021)هگ   غگذایی :وش  نیگ گ شا نگشاشنگش تگی:ی  پگ یگشاش و ایم  پسوت ی 

:حصگو   لبنی گی هی  ش  سگ وش   ش :سا ز تحقیق تی و صگن یپ غذایی قساش گسف   اسگت. ب  واو  ای ، تس یب   گی هی ق  ش ب  تی:ی  

شم ش  ه   ضسوش  ب ه   ب  اشگش گیک ی ب   و شیز:غذ ا  لبنی   نیک نش؛ چسا   لبنی   :نبعی غنی اگ پسوت ی   :ل  یتیت تغذی 

ه   گی هی : ننش حلالیت، توان ژ  ششن  ه   فیزیکوشیمی یی پسوت ی . همچنی ، ویژگی(Springmann et al., 2018)ش  شون:ی

  توا  ب   ب.  (Qamar et al., 2020)  ه   شگگگیس گزاشش شگگگشه اسگگگتتس اگ پسوت ی  ننشگی غ لب ً پ یی و ا صگگگیت ا:ولکگگگیون

،  ( Whey) ه   و ویژه پسوت ی ه   طبیعی شگگیس، ب ه   ا یپزینی   :ل شگگیس ب  :ن بپ گی هی، تولیش نوتس یپ پسوت ی :حشو یت
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 لیل  اشگ   تم م اسگیشه   آ:ین  ضگسوش  و غیسضگسوش  ه   شگیس ب عنوان یک شاهک ش عرمی و فن وشان  : سح شگشه اسگت. پسوت ی ب 

 ,Séverin & Wenshui)ش  ب  یی بساوش اشن  (Bioavailability) فساهمیبسا  ششگگش و نمو انکگگ ن، اگ ق بریت اذ  و گیکگگت

هگ   اگ ص :گ ننگش عنوان :کمگل غگذایی بسا  گسوهتوان  ش تولیگش پو شهگ   پسوت ینی اهگت اسگگگ تگ  ه بگ هگ  شا :ی  پسوت ی ای. (2005

انش  نوع پسوت ی  شگن سگ یی شگشه  400شگیس انکگ ن بیش اگ  ش .  (Desbrow et al., 2019)ت   ش گسفنواوان ن، وشگشگک شان و گن ن ب 

عنوان  ه   و ، ب  شصگگش اگ پسوت ی   41 شصگگش اگ  ل پسوت ی  شگگیس و  35ت    25    لبو:ی  ب  سگگه  حشو  -ه ، آلت     ش :ی ن آن

ی  پسوت ی   سو   وچک ب  وگن  ا .(Kim & Yi, 2020; Park & Haenlein, 2013)  شگگگوپسوت ی  غ لپ شگگگنگ ا گ  :ی

عنوان یکی اگ  و ،  اشا  غرظت ب  یی اگ سیک ی  و تسیپ وف ن است و ب 5ت    4ایزوالک سیک  pH  یرو  ال ون و  14:ولکولی تقسیبی  

. همچنی ،  اشا  یک :حل اتصگگ   (Sadovnikova et al., 2021)ش   نگیسواحش آنزی     وگ سگگن  گ  ش سگگن ز    وگ عمل :ی

  لع   : عش    : .(Permyakov, 2020) نش  عمل :ی Ca+2  ب  یب  عنوان یک :ش  سگگ  ه پسوت ی  اتصگگ ل بو ه و Ca+2 قو 

اگ امر  بهبو  عمرکس  شگگن ا ی  ش شگگسای  اسگگ سل، فع لیت ضگگشب   سی یی و الق     ،    لبو:ی -ا  و  ش: نی آلت ارسا  :تیش تغذی 

 ,.Chetta et al., 2021; Hakansson et al., 2011; Layman et al) انشه   تو:وش  شا نشگگ ن  ا هآپوپ وگ  ش سگگرو 

:یریون   ش  ش  950شگو  اگ  بینی :ی    لبو:ی  شونش  شو ب  ششگش  اش  و پیش-ه ، ب گاش اه نی آلت ب  توا  ب  ای  ویژگی  .(2018

  ای  واو ، تولیش ای  . ب(Market Research Intellect, 2023)ش  بسسگگگ 2031:یریون   ش ت  سگگگ     1748ب    2023سگگگ    

ه   بی نی نوتس یپ، اگ امر  ب   س ، :یمس، سگرو  پکگ  نشاشان و ه یی  اش  و اسگ ت  ه اگ سگیکگ  پسوت ی  اگ :ن بپ حیوانی :حشو یت

ه   بی ن سگن ی   شایی ب  یی  اشنش، ا:  هزین  گی  ، نی گ ب   اگسچ  سگیکگ    .انشه   ا یپزی  : سح شگشهعنوان گزین اایساً گی ه ن، ب 

ه   انکگ نی اگ :ع یپ سگ گ ، و ا س آلو گیشه، نی گ ب  گنجیسه سگس   ش خایسهشگسای  اسگ سیل، فسآینشه   اسگ یسا  و تیریو پیچی

ویژه اگ ه   نوتس یپ  ش گی ه ن، ب . بی ن پسوت ی (Daniell, Singh, et al., 2009; Kwon et al., 2013) ه  هکگگ نشآن

 لیل ه   بی ن  رسوپلاسگگ ی ب هزین  و ب  ظسفیت تولیش ب   فساه   نش. سگگیکگگ  توانش ا یپزینی ایم ،   طسیب  رسوپلاسگگت، :ی

پروئیش ، سگگگ ح بی ن ب  ،  ش  هشفمنش ژن، و نبو  ا :وشگگگی ژن، گزین  :ن سگگگبی بسا  تولیش ه یی نظیس تواشث :  ش ، پریویژگی

ه   بی ن  رسوپلاسگ ی اگ :نظس اق صگ   ، سگیکگ  . (Adem et al., 2017; Khan, 2012)  شونششگم ش :یه   غذایی ب پسوت ی 

تس نکگگگبگت ب   صگگگسف ب ا  :قسون لیگل هزینگ  پ یی  تولیگش، عشم نیگ گ ب  تجهیزا  اسگگگ سیل و ق بریگت تولیگش انبوه، گزینگ  ش گیگ ه ن ب 

 ه  بسابس   هش  هنشه   نوتس یپ شا ت   هتواننش هزین  تولیش پسوت ی شگگونش و :یه   پکگگ  نشاش  ی  تیمیس  :حکگگو  :یسگگ : ن 

(Adem et al., 2017; Daniell, Ruiz, et al., 2009; Maliga & Bock, 2011).   ب  توا  ب  نبو  گزاشش :کگ نش  اگ

شگشه ح و  ژن     لبو:ی  انکگ نی  ش  رسوپلاسگت گی ه ن، هشف ای  پژوهش طساحی یک   سگت بی نی  رسوپلاسگ ی بهین -بی ن آلت 

نی گ بسا  اسگ ت  ه  ش پیشو عنوان :یزب ن :ش  ب   E. coli    لبو:ی  انکگ نی و اشگی بی اولی    شایی آن  ش سگیکگ   ب   سی یی -آلت 

توانش :بن   توسگع  :کگیس تولیش صگنع ی ای  پسوت ی  عمرکس    ش تساشیی ی  رسوپلاسگت توتون اسگت. :وفقیت  ش بی ن ب   سی یی، :ی

  .گی ه ن شا فساه  س گ 
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 هامواد و روش

ب     UniProt ا ه   پ هیاگ پ   یانکگ ن   ی    لبو:-آلت   شینواسگیآ: یتوال :یکدون  یساازنهیو به  نیپروتئ  یتوال  یابیباز

  شینو ر وت  یآن حذف شگگش. توال ینیآ:   نشگگ ن  اگ ان ه   شیپپ   یو توال  ی بیب گ FASTA ش ق لپ   P00709  یشگگم شه  سگگ سسگگ

 رسوپلاسگت توتون اگ   یحیتسا  ه ب  اسگ ت  ه اگ  شون ینیپسوت   ی ش  رسوپلاسگت توتون اگ تسام  :عکول توال   نیب  بسا  شگشهن یبه 

 ب   ست آ:ش. EMBOSS Backtranseq  یابزاش آنلا بیطس

  یو ب   سگت آوش ن توال   یکیوانتوش: تیب  ه یپا اگ بسشسگ  :یانساان  نیژن آلفا لاکتالبوم  یحاو  یانیکاسا  ب یطراح

  سگت   ی هنشه، اقشام ب  طساحو ا تم  UTR ´5انشاگ،  شگ :ل شاه  یکگیشونو  گیو ق ع   :وش  ن  یانکگ ن   ی    لبو:-آلت   شینو ر وت

:سبوط ب     شینو ر وت یه  اگ توالشگشه  ش پلاسگت شیتول  یانکگ ن   ی    لبو:-آلت   یپسوت   سگ گا لو لیشگش. ب  :نظوش تکگه   ی نیب

بسش   پ هیاگ ا    ،یپسوت   سگ گپا اگ ا لو ینیشیکگ یبسچکگپ ه  و اهت اشاسگ گ ینیآ:   : صگل ب  ان ه   ینیشیکگ یبسچکگپ ه

 NcoI  یبسشگ  ه اسگ ت  ه شگش. :ک ن  یانکگ ن   یلبو:    -ش:ز  ننشه آلت  یو توال  ینیشیکگ ی ش حشف صگل بسچکگپ ه TEV  پسوت  گ

توتون    rrnانشاگ  شاه ی ش نظس گسف   شگگگش. اگ توال  یانکگگگ ن   ی    لبو:-ش:ز  ننشه آلت   توالی 3ˊ و 5ˊ   ش ان ه  پیگب  تست   XhoIو 

(Prrnو توال )5  ی´ UTR  7ف ژ  10شگشه ژن    سگ گن یبهT (T7g10)  اپسون   هنشه نیپ   یاسگ ت  ه شگش. اگ توال  rrnB  ب   س   E. 

coli  یبسشگ  ه اسگ ت  ه شگش. :ک ن  یانکگ ن   ی    لبو:-ش:ز  ننشه ژن آلت   ی سگت توال   یی ش پ   زین  HindIII  انشاگ،  شاه    ش اب شا

SalI  5ˊ   ش اب شا UTR   وPstI/KpnI/SacI   ب  شگگس ت   شگگشهی ش نظس گسف   شگگش.   سگگت طساح   هنشه نیپ   یتوال   ش ان ه

GenScript حشه( اشس   و پا اگ سن ز،  ش و  وش     ی)ا :pUC57  ش :حل بسش EcoRV  شش.   س گهمک ن 

ژن    شگشه پا اگ  شی فت   سگت سگن زلاکتالبومین انساانی:  -تهیه ناقل پلاساتیدی توتون حاوی ژن رم  کننده آلفا

( A،  1)شگکل  انج م شگش pPRV111A سگ گ  آن  ش ن قل  رسوپلاسگ ی، گیسهمکگ ن pUC57ن قل     لبو:ی  انکگ نی  ش -آلت 

(Zoubenko et al., 1994) نظوش، پلاسمیشای . ب:  pUC57-hLA  بسشی  ه    ب  اس ت  ه اگ آنزیHindIII و  PstI   بسش  ا ه

 لیپ گ ب  ا یپ ه همکگ ن T4 DNA ح صگل ب  اسگ ت  ه اگ آنزی  ق ع  .ب گ اسگ یسا  شگشاتت 815نوتس یپ ب  طو   و ق ع  شگش

HindIII/PstI ش ن قل  pPRV111A    ب   س    تساشیی یواش  شگگش. فسآینشE. coli   سگگوی  DH5α   خو  انج م  -ب  شوش انجم

  µg/mL) سگگیری بیوتیک آ:پیه   نوتس یپ ب  اسگگ ت  ه اگ :حی  ح و  آن ی رنی  .(Sambrook & Russell, 2001) گسفت

انج م شگش و   mini-prep  (Bimboim & Doly, 1979) ه   :ن یپ ب  شوشاسگ یسا  پلاسگمیش اگ  رنی  .ان ی   شگشنش( 100

 .(1اا ص صی و بسش آنزیمی صوش  گسفت )اشو   PCR تیییش صحت  ش  ژن هشف  ش و  وش نوتس یپ، ب  اس ت  ه اگ آن لیز

بسا  اشگی بی   شایی   سگگت بی نی  لاکتالبومین انساانی در باکتری و اساتاراپ پروتئین کل: -بیان پروتئین آلفا

  BL21 (DE3)سگگوی    E. coli      لبو:ی  انکگگ نی ب  شوش شگگوا حساشتی ب -شگگشه، پلاسگگمیش نوتس یپ ح و  ژن آلت طساحی

 شگت  (µg/mL  100) سگیری و آ:پی (µg/mL  80) ح و  اسگپک ینو: یکگی  LB ه   تساشیی    ش :حی  : یپ:ن قل شگش. ب   س 
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لی س اگ  شگت :یری 20پا اگ آن،    .سگ عت انکوب  شگشنش 16:ش   ب  rpm 180گسا  ب  سگسعت   شا  سگ ن ی 37 ا ه شگشنش و  ش  :    

ا ا:  ی فت. الق   بی ن پسوت ی  ب    8/0ت   6/0بی   OD600 شگب ن  ب  یک لی س :حی  ت گه :ن قل شگش و ششگش ب   س  ت  شسگیشن ب 

 شا    25سگگ عت  ش  :      16:ش   انج م شگگش و  شگگت ب (  IPTGتیوگ    وپیسانوگیش )-β-D-ایزوپسوپیل  :و ش:یری  1افزو ن 

 200لی س ب فس لیز ح و  :یری 30 قیق ، شسو  سرولی  ش  5:ش   ب   rpm 10000پا اگ س ن سیتیوژ ششن  ش   .گسا  ا ا:  ی فتس ن ی

ه   ش پنج چسا  ه   پسوت  گ حل شگگش. سگگپا سگگرو و :ه ش ننشه NaCl :و ش:یری 300( 8بسابس ب    pH)  Tris-HCl  :و ش:یری

  rpm( لیز شگشنش. :یروط ح صگل ب  سگ ن سیتیوژ  ش  شصگش  70ر نی  اسگ ساحت شو  یخ، ب  شگش    40ر نی  پ لا و  10سگونیک سگیون )

 شا   -20گسا  صگ ف شگش. پسوت ی  :حرو   ش ف گ فوق نی ت  گ: ن اسگ ت  ه  ش  :    شا  سگ ن ی 4 قیق   ش  :    10:ش   ب  6000

 .(Bradford, 1976) گسا  نپهشاش  شش. غرظت پسوت ی  ب  شوش بسا فوش  تعیی  گس یشس ن ی

 

 . توالی آغازگرهای مورد استفاده برای تأیید درپ تراژن 1جدول  

Table 1. Sequences of used primers for confirmation of gene integration 

 Tm (˚C)  (C˚دمای ذوب ) Sequence (5´-3´)    5′-3′توالی  Primer  آغازگر
P1 AGGTACTTGAGAAGATTTACACCA 57.3 
P2 TGGAGGAATTGCTTTACCTGAA 57.6 

    

 5:ش   شگگشه ب  ب فس نمون  تس یپ و ب   پسوت ی   ل اسگگ یسا بسا  تیییش بی ن پسوت ی  هشف، نمون گذاری وسااترن:  لکه

  Laemmli  بس پگ یگ  شوش   شصگگگش  12ا سیلا:یگش  هگ  شو  ژ  پریگسا  حساش   ا ه شگگگش. نمونگ  شاگ  سگگگ ن ی  95 قیقگ   ش  :گ    

(Laemmli, 1979)  ه  ب  غشگ   نی سوسگرولز ب   سگ پ هب شگذاش  و الک سوفوشگ شگشنش. ان ق   پسوت ی  Mini Trans-Blot (Bio-

Rad)      :  لبو:ی  ح و  -شگگن ا ی پسوت ی  آلت شگگن سگگ یی ایمنی  .سگگ عت انج م شگگش 1:ش   ولت ب  100 شا  و ول  ژ   4 ش    

 .انج م گسفت HRP ب    ر نوی  بز  : صل ب و آن ی His-tag ب    اولی  اسگوشی ضشبسچکپ هیک یشینی ب  اس ت  ه اگ آن ی

وسگگیر   پسوت ی  نوتس یپ اگ بیش :حرو  پسوت ی   ل ب   س  ب لاکتالبومین انسااانی:  -سااازی پروتئین آلفاخالص

لی س اگ شگی   ش :یری 5/1سگ گ  سگ ون،  :نظوش آ:  هتیریو شگش. ب (  Ni-NTA ،QIAGEN)   سو: توگسافی تم یری ب  شگی  نیکل

 سگگ گ لی س  شیی   و پا اگ حذف ب فس نپهشاشنشه،  و ب ش ب  آ  :ق س اسگگ سیل و سگگپا  و ب ش ب  ب فس : ع   :یری 50لول  ف لکون  

(PBS 1×  و ش:یری 500، ح و: NaCl )سگ گ ( ب   ب  ب فس : ع     1 3شگشه )نکگبت :حرو  ح و  پسوت ی  شقیب  .شگکگ شگو  ا ه شگش

گسا  ب  تک ن آشام انکوب  شگش. سگپا :یروط ب  سگ ون :ن قل شگشه و  شا  سگ ن ی 4سگ عت  ش  :     2:ش   شگی  افزو ه و :یروط ب 

،  NaCl :و ش:یری PBS 1×  ،500و )لی س بس  قیق  ا ش  شگشنش. شگی   و ب ش ب  ب فس شگکگ شگ:یری 1ه   غیس: صگل ب  سگسعت  پسوت ی 

  ×PBS 1   ش  ):و ش ایمیشاگو:یری  200 گ  شگش.  ش نه یت، پسوت ی  : صگل ب  شگی  ب  ب فس وااش سگپ ا( :و ش ایمیشاگو :یری 25
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  بسشسگگی   شصگگش5/12ا سیلا:یش آوش  گس یش. تیریو پسوت ی  ب  ژ  پریه   اسگگ سیل امپاشا و  ش لول (  NaCl  :و ش:یری  500و 

 .شش

بسا  حذف بسچکگگپ هیکگگ یشینی اگ پسوت ی  نوتس یپ، نمون   برش پروتئازی و جداساازی برچساه هیساتیدینی:  

 5/0نکگبت  ب  TEV  ی لیز شگش. سگپا پسوت  گ (Tris-HCl  ،pH 8.0 :و ش:یری 20) شگشه اب شا  ش بسابس :حرو  ب فس  ی لیزا لو

گسا  انج م شگش.  ش پ ی ن،  شا  سگ ن ی 30سگ عت  ش  :     1:ش   گسم پسوت ی  افزو ه و وا نش بسش ب واحش آنزی  ب  اگا  هس :یری

 .آوش  شو عبوش  ا ه شش ت  پسوت ی  بشون بسچکپ امپ Ni-NTA :حرو  وا نش :جش اً اگ س ون

سگ گ  شگشه و اسگیش      لبو:ی  ا لو-اگ تس یپ پسوت ی  آلت  HAMLET:جموع   :  HAMLETتشاکیل مجموهه 

-، پسوت ی  آلت HAMLET  بسا  تشگگکیل :جموع .  (Kamijima et al., 2008)اول یک ب  شوش تیم ش حساشتی ب   سگگت آ:ش 

 شا    50 قیقگ   ش  :گ     15:گش   شقیب گس یگش و بگ  PBS :یکسو:و ش  ش 210شگگگشه بگ  غرظگت نهگ یی   گ لبو:ی  انکگگگ نی اگ لو 

 قیق   یپس  ش هم ن  :  و شگسای    10:ش   گسا  ب  تک ن آشام نپهشاش  شگش. سگپا اسگیش اول یک ب  آن افزو ه و :یروط ب سگ ن ی

 شا   -80انکوب  گس یش. پا اگ سگس  شگشن، اسگیش اول یک اضگ فی ب  سگ ن سیتیوژ حذف شگش و :حصگو  نه یی ت  گ: ن اسگ ت  ه  ش  :   

 .گسا  نپهشاش  ششس ن ی

   ش :حی   WiDr  ، ش ه سرولی سسط ن  ولوش    HAMLET  فع لی :جموع بسا  اشگی بی گیکتسنجش بقای سلولی:  

DMEM    شگت (  لی س:یری/:یکسوگسم 100)  اسگ سپ و: یکگی  و(  لی س:یری/واحش 100)  سگیری پنی  گ و ، انینی سگسم   شصگش10ح و   

 :یکسو:و ش  21تیم شه  شگگ :ل    .شگگشنش تیم ش  سگگ عت 24  اگ پا و    شگگ   ا ا ن   96  پریت   ش 2×601 تسا   ب  ه سگگرو .  شگگش  ا ه

HAMLET  ،21  و ش اسگگیش اول یک، پسوت ی   ل اگ ب   س  غیس  :یری 5/2، اگ ب   س   شگگشه    لبو:ی  ا لو-:یکسو:و ش آلت:

بسا     MTT سگ عت انکوب سگیون  ش :حی  ت گه، آگ:ون 18سگ عت تیم ش و  6نوتس یپ و :حی   شگت ) ن س  :نتی( بو نش. پا اگ  

ن نو: س   570/620:و   سگگولتو کگگیش حل و اذ  آن  ش طو : یلشگگشه  ش    سگگنجش بق   سگگرولی انج م شگگش. فوش: گان تولیش

 .گس یش گزاشش :ک قل تکساش س  اگ :عی ش انحساف ±صوش  :ی نپی  گیس  شش. ن  یج ب انشاگه

 

 نتایج

    لبو:ی  انکگگ نی  -شگگشه بسا  آلت   سگگت بی نی طساحیلاکتالبومین انساانی:  -طراحی کاسا  بیانی پروتئین آلفا

 ه یی اگ امر  ژن :ق و:ت ب  اسگپک ینو: یکگی /اسگ سپ و: یکگی بو . ای  ن قل  اشا  توالی pPRV111A :ب نی بس ن قل  رسوپلاسگ ی

(aadA)  و نواحی نوتس یبی  rps12  و rrn16  ننشاسگگت    ا:ک ن  ش  هشفمنش ژن :وش  نظس شا  ش ژنوم  رسوپلاسگگت فساه  :ی  

و   UniProt (P00709)     لبو:ی  انکگگ نی ب  اسگگ ت  ه اگ تسام  :عکول توالی پسوت ینی-توالی ش:ز ننشه آلت .  (A، 1)شگگکل  

سگگ گ  پسوت ی  :نظوش تکگگهیل تشگگییو و ا لو. ب ه   تسایحی  رسوپلاسگگت توتون طساحی شگگشسگگ گ  بس اسگگ ل  شونبهین 
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اسگیشآ:ین  : والی هیکگ یشی   ش ان ه   آ:ینی پسوت ی  تعبی  شگش. بسا  اشاسگ گ  ای   6نوتس یپ، یک بسچکگپ هیکگ یشینی شگ :ل  

بی  بسچکگپ هیکگ یشینی و توالی ش:ز ننشه پسوت ی   TEVسگ گ  یک ا یپ ه بسش پسوت  گ  بسچکگپ هیکگ یشینی پا اگ ا لو

انشاگ  شاه    لبو:ی  تحت  -    لبو:ی  انکگ نی قساش گسفت. بسا   سگ ی بی ب  ب  تسی  سگ ح بی ن  ش  رسوپلاسگت توتون ژن آلت -آلت 

rrn  ( توتونPrrn  و توالی )5ˊ UTR  7ف ژ  10س گ  ششه ژن  بهینT (T7g10 ش :ل توالی افزاینشه ،)TTAACTTTA    تحت

نو ر وتیش  ف صگر   هنشه پری  10توالی   شگو ،:ی 16S rRNAب     mRNAعنوان :وتیف اپکگیرون    ب عث افزایش تم یل اتصگ   

A   بی  :وتیف اپکگیرون و ا یپ ه اتصگ   شیبوگوم    ب عث بهبو  :یزان تسام  شگشه و توالیTAAGGAGTG   ب  عنوان ا یپ ه

نیز  ش پ یی    E. coliب   س     rrnB هنشه اپسون  . اگ توالی پ ی ن(Takahashi et al., 2013)( بی ن شگش  RBSاتصگ   شیبوگوم )

تواننش تضگمی   ننشه بی ن  ای  عن صگس تنظیمی :ی  .(B، 1    لبو:ی  انکگ نی اسگ ت  ه شگش )شگکل  - سگت توالی ش:ز  ننشه پسوت ی  آلت 

 ب شنش.     لبو:ی  انک نی  ش  رسوپلاست توتون -ب    پسوت ی  آلت 

 
-pPRV( پلاساامید نوترکیه  Bو   pPRV111A( پلاساامید پایه  A. نقشااه زی یکی ناحیه نوترکیبی  1شااکل  

hLA  .rps7/12  ریاباوزومای پاروتائایان  کاناناده  رما   تاوالای   :S12/7  ،Nt-Prrnراه تاوالای  ژن  :  تاوتاون،    rrnاناداز 

5ʹUTR T7g10  7زاژ   10ژن    ʹ5: ناحیه غیرترجمه شاوندهT ،6xHis  ،توالی برچسه هیستیدینی :TEV site  :

: توالی خاتمه دهنده  rrnBلاکتالبومین انسانی،  -: توالی رم  کننده ژن آلفاTEV  ،hLAجایگاه برش پروتئازی  

اهطا کننده   aadAرم کننده ژن  : توالیpsbA،  aadAانداز ژن  : توالی راهE. coli  ،PpsbAاز باکتری   rrnBژن 

: توالی  psbA .rrn16: توالی خااتماه دهناده ژن  TpsbAمقااوما  باه اسااوکتینوماایسااینماسااترپتوماایسااین،  

- : مکاان اتاااال آغاازگرهاای اختاااالاای ژن آلفااP5تاا    P1پلاسااتیادی،    16Sریبوزومی    RNAرم کنناده  

 دهدکتالبومین انسانی را نشان میلا
Figure 1. Physical map of the recombinant region in the chloroplast genome: A)  Backbone 

plasmid pPRV111A and B) Recombinant plasmid pPRV-hLA. rps7/12: ribosomal protein 

S12/7 coding sequence; Nt-Prrn: promoter of tobacco rrn gene; 5ʹUTR T7g10: 5ʹ 

untranslated region of T7 phage gene 10; 6xHis: His-tag sequence; TEV site: TEV protease 

cleavage site; hLA: coding sequence of human α-lactalbumin gene; rrnB: terminator 

sequences from E. coli rrnB gene; PpsbA: promoter of psbA gene; aadA: coding sequence 

for spectinomycin/streptomycin resistance; TpsbA: terminator of psbA gene; rrn16: 

chloroplast 16S ribosomal RNA coding sequence; P1 to P5: binding sites of primers specific 

to the human α-lactalbumin gene 
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پا اگ اسگ یسا  اگ ب   س  ششگش ی ف    ش :حی    pPRV-hLA  پلاسگمیش نوتس یپتأیید مولکولی پلاسامید نوترکیه:  

، یک ب نش ب  انشاگه  PCR  ش آن لیز.  ه   :حشو  ننشه تیییش شگگشو آنزی   (PCR)  ا  پریمساگگزینشگگی، ب  اسگگ ت  ه اگ وا نش گنجیسه

 :ثبت شگ هشانشاگه ب  ب نش ح صگل اگ      لبو:ی  انکگ نی :شگ هشه شگش    ه -ب گ ب  اسگ ت  ه اگ آغ گگسه   اا صگ صگی ژن آلت اتت 148

(pUC57-hLA)   نتی شگ هشبو  و  ش:  (pPRV111A و وا نش بشون  DNA )شگکل    یشه نشگش(2  ،A .)گ ن   بسش آنزیمی تک

نکگگبت ب  ن قل پ ی ،  ش  ژن هشف شا تیییش  س . بسش   pPRV-hLA  تسه  شگگش و انشاگه بزش :نجس ب  ا ی شگگشن ن قل  XhoI ب 

 pUC57-hLA  آگا   س   گ  بگ  ق عگ  :واو   ش نگ قگل اولیگ   pPRV-hLA بگ گ اگاتگت  815ا   ، ق عگ PstI و  HindIII  وگگ نگ  بگ 

 (.B، 2)شکل  ا ش  نششا  چنی  ق ع انشاگه بو ، ا:  اگ ن قل پ ی  ه 

 

.  pPRV-hLA  لاکتالبومین انساانی در پلاسمید نوترکیه-جه  تأیید حضاور ژن آلفا PCR آنالی  (  A.  ۲شاکل  

M :( نشاانگر وزن مولکولیkb DNA Ladder  1 ،Fermentas)  پلاسامید1؛ : pUC57-hLA هنوان شااهد  به

 : واکنش بدون4؛  pPRV-hLA  : پلاسامید نوترکیه3هنوان شااهد منفی؛ به pPRV111A : پلاسامید۲مثب ؛ 

DNA دهدجف  باز( را نشاان می 148هنوان شااهد منفی. پیکان، باند تکثیر شاده مورد انترار )الگو به. B) 

نشاانگر وزن مولکولی  : pPRV-hLA  .M  آنالی  هضام آن یمی جه  تأیید لا   سااختار پلاسامید نوترکیه

(kb DNA Ladder  1 ،Fermentas)  پلاسامید1؛ : pPRV111A   کیه: پلاسامید نوتر۲بدون هضام آن یمی؛ 

pPRV-hLA   برش پلاساامید3بدون هضاام؛ : pPRV111A با آن یم  XhoI  برش پلاساامید نوترکیه4؛ : 

pPRV-hLA با  XhoI برش پلاساامید5؛ : pPRV111A هایبا آن یم HindIII و PstI  برش پلاساامید6؛ : 

pUC57-hLA با HindIII و PstI برش پلاسمید نوترکیه7؛ : pPRV-hLA با HindIII و PstI 
Figure 2. A) PCR analysis to confirm the presence of the human α-lactalbumin gene in the 

recombinant plasmid pPRV-hLA. M: Molecular weight marker (1 kb DNA Ladder, 

Fermentas); 1: pUC57-hLA plasmid as positive control; 2: pPRV111A plasmid as negative 

control; 3: recombinant plasmid pPRV-hLA; 4: no-template control (negative control). The 

arrow indicates the expected amplified fragment of 148 bp. B) Restriction enzyme digestion 

analysis to verify the structure of the recombinant plasmid pPRV-hLA. M: Molecular 

weight marker (1 kb DNA Ladder, Fermentas); 1: undigested pPRV111A plasmid; 2: 

undigested recombinant pPRV-hLA plasmid; 3: digestion of pPRV111A with XhoI; 4: 

digestion of recombinant pPRV-hLA with XhoI; 5: digestion of pPRV111A with HindIII 

and PstI; 6: digestion of pUC57-hLA with HindIII and PstI; 7: digestion of recombinant 

pPRV-hLA with HindIII and PstI 
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ا ،    سگت بی نی نوتس یپ بسا  بسشسگی عمرکس  تسام :  E. coliدر باکتری    لاکتالبومین انساانی-پروتئین آلفابیان  

 16وسگ سن نشگ ن  ا     پسوت ی  هشف ب  وگن تقسیبی  گذاش   لک بی ن شگش. ن  یج آن لیز   BL21 (DE3)  سگوی   E. coli ش ب   س  

)ب   س  غیسنوتس یپ( هیچ ب نش   ش ای  ن حی     شگگ هشه   نوتس یپ بی ن شگگشه اسگگت،  ش ح لی     ش نمون    یرو  ال ون  ش سگگرو 

 .(A، 3شکل ) :ش هشه نشش

ه   صگوش  :حرو  اگ سگرو شگشه ب     لبو:ی  انکگ نی بی ن-پسوت ی  آلت : لاکتالبومین انساانی-پروتئین آلفاتالیص  

نشگگ ن  ا       SDS-PAGE سگگ گ  شگگش. آن لیز مک  سو: توگسافی تم یری :ب نی بس شگی  نیکل ا لوب   س  اسگگ یسا  و ب 

، انشاگه ب نش  TEV  یرو  ال ون بو . پا اگ حذف بسچکگپ هیکگ یشینی ب  آنزی  16شگشه  اشا  ب نش :شگیصگی  ش حشو  پسوت ی  ا لو

 .(B، 3)شکل   یرو  ال ون   هش ی فت    ب  وگن نظس  پسوت ی  بشون بسچکپ :  بقت  اشت 14ب  حشو  

 

با اساتفاده از آنالی  وساترن بلات ت      E. coliلاکتالبومین انساانی در -بررسای بیان پروتئین آلفا (A. 3شاکل  

،  PR911654 ، کدPrestained Protein Ladder) شاادهآمی ینشااانگر پروتئینی رن : M.  شاارایا احیایی

.  غیر نوترکیه : پروتئین م لول کل باکتری  ۲؛  نوترکیه: پروتئین م لول کل باکتری  1؛  (شاارک  ساایناکلون

ساازی  خالص( B .دهدلاکتالبومین انساانی را نشاان می-کیلو دالتون بیان آلفا 16شاده در حدود  نوار مشااهده

: پروتئین م لول کل باکتری  1نشاانگر پروتئینی؛  : E. coli  .Mشاده در لاکتالبومین انساانی بیان-پروتئین آلفا

شده حاوی لاکتالبومین انسانی خالص-: پروتئین آلفا3؛   هنوترکی: پروتئین م لول کل باکتری  ۲  ؛غیرنوترکیه

  لاکتالبومین انساانی پ  از حذف برچساه هیساتیدینی-: پروتئین آلفا4؛  (kDa 16~)هیساتیدینی  برچساه  
(~14 kDa) 

Figure 3. A) Expression analysis of human α-lactalbumin in E. coli using Western blot under 

reducing conditions. M: Prestained Protein Ladder (PR911654, Sinaclon); 1: total soluble 

protein from recombinant E. coli; 2: total soluble protein from non-recombinant E. coli. 

The band around 16 kDa corresponds to the expressed human α-lactalbumin. B) 

Purification of human α-lactalbumin expressed in E. coli. M: Protein marker; 1: total 

soluble protein from E. coli; 2: total soluble protein from recombinant E. coli; 3: purified 

His-tagged human α-lactalbumin (~16 kDa); 4: purified human α-lactalbumin after His-tag 

removal (~14 kDa) 
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، ای  تس یپ اگ  HAMLET  :نظوش بسشسگگی ارس گیکگگ ی :جموع ب : HAMLET  زعالی مجموههارزیابی زیساا 

  شگشه و اسگیش اول یک تهی  گس یش و ارس آن بس شو  ش ه سگرولی سگسط ن  ولوش     انکگ نی    لبو:ی  انکگ نی ا لو-پسوت ی  آلت 

WiDr  نش ن  ا ه ششه است، ن  یج ح صل اگ آگ:ون  4طوش     ش شکل  اشگی بی شش. هم ن  MTT  نی  توا  گنشهبی نپس   هش ق بل :

ب عث   HAMLET  :یکسو:و ش 21ه  ب  غرظت طوش :شگیو، تیم ش سگرو بو . ب   HAMLET  ه   ش ارس تیم ش ب  :جموع سگرو 

شگگشه ی  اسگگیش اول یک     لبو:ی  ا لو-ه  ب  پسوت ی  آلت  ش :ق بل، تیم ش سگگرو  . شصگگش  بق   سگگرولی گس یش 96  هش حشو  

ه  نشاشگت و  شصگش بق    ش ای  تیم شه  نز یک ب  گسوه  ن س  ب قی : نش. همچنی  تیم ش : نی سگرو تواهی بس گنشهتنه یی، ارس ق بلب 

شگشه اگ ب   س  غیسنوتس یپ نیز تغییس   ش بق   سگرولی ایج   نکس . ای  تت و  آشگک ش  ش پ سگخ سگرولی نشگ ن  ب  پسوت ی   ل اسگ یسا 

  گ: ن  و از  پسوت ینی و اسگگگیش چس   ش ق لپ :جموع شگگگشه تنه   ش حضگگگوش ه  هش    ویژگی سگگگ ی وتو کگگگیک :شگگگ هشه:ی

HAMLET سرولی :ثرس نیک نشتنه یی ق  ش ب  الق   :س  یک اگ اازا  ب شو  و هیچایج   :ی. 

 

 ۲1ساااه  تیمار با ترکیبات ماتلش شااامل:   6پ  از  WiDr های ساارطانیارزیابی بقای ساالول.  4شااکل  

شااده از خالص (hLA) لاکتالبومین انسااانی-میکرومولار پروتئین آلفا HAMLET ،۲1  میکرومولار مجموهه

، و غیر نوترکیهشاده از باکتری  اساتاراپ (TSP) مولار اساید اولئی،، پروتئین م لول کلمیلی ۲م5باکتری،  

 معیار ان راف ±لورت میانگین  ها در ساه تکرار مساتقل انجام شدند و نتایج بهم یا کشا  )کنترل(. آزمایش

 از میانگین هستند های خطا بیانگر ان راف معیار. میلهاندشده  گ ارش

Figure 4. Assessment of WiDr cell viability after 6 hours of treatment with 21 µM HAMLET 

complex, 21 µM purified human α-lactalbumin (hLA) from E. coli, 2.5 mM oleic acid, total 

soluble protein (TSP) from non-recombinant E. coli, and culture medium (control). 

Experiments were performed in triplicate, and results are presented as mean ± standard 

deviation 
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 ب ث

 ش سگیکگ          لبو:ی  انکگ نی-شگشه بسا  تولیش پسوت ی  آلت ای  :  لع ، عمرکس  یک   سگت بی نی  رسوپلاسگ ی بهین   ش

ب   سگ گ  یک الپو  طساحی بسا  ان ق   ژن ب   رسوپلاسگت گی ه ن فساه اگ ای  :  لع ، . هشف  شگش  اشگی بی E. coli پسو  شیوتی

 & Khan, 2012; Maliga)بو   ه   ه  و ب   س ا   رسوپلاسگته   شونویکگی و تسام توا  بی  سگ : ن شگب هت ق بلتوا  ب   

Bock, 2011)  .انشاگ  ن  یج ح صل نش ن  ا     تس یپ عن صس تنظیمی قو  ش :ل شاهrrn   5  توتون، ن حیˊ UTR   ششه س گ بهین

 ننگش هگ  اربگ   :یبگ   س ، :نجس بگ  بیگ ن :وفب، پگ یگشاش و :حرو  پسوت ی  هگشف گس یگش. ای  یگ ف گ  rrnB   هنگشهو پگ یگ ن 7T  فگ ژ 10ژن 

سگگ گ  :وفب پسوت ی ، ا لو .   رسوپلاسگگ ی شا  اش شگگشه اگ نظس عمرکس   :ثرس بو ه و ق بریت ان ق   ب  سگگ : ن    طساحی انج م

، بی نپس  HAMLET و حتظ ویژگی گیکگگ ی آن پا اگ تشگگکیل  مپرکا TEV حذف  قیب بسچکگگپ هیکگگ یشینی توسگگ  آنزی 

-ح صگل اگ آلت  HAMLET رکاه   گیکگ ی نشگ ن  ا نش     مپصگحت ت اوش گی و پ یشاش  سگ ا  ش  پسوت ی  اسگت. بسشسگی

   اازا  :نتس   ش ح لی. گس یش  WiDr  ه   سگگگسط نی شصگگگش  بق   سگگگرو   96:واپ   هش    E. coli   لبو:ی  تولیش   ش  

ه   بس سگگرو   HAMLETان ی بی    فع لیتپسوت ی  ی  اسگگیش اول یک چنی  ارس  نشاشگگ نش. ای  ن  یج ب  :  لع   پیشگگی   شب شه 

   وگروبولی ، ب   -    لبو:ی  و ب  -ه   و  شگگگیس، اگ امر  آلت پسوت ی  .(Hakansson et al., 2011) تو:وش  :  بقت  اش 

 ;Kalidas et al., 2001)  شونشا  و گیکگگ ی گکگگ س ه، اگ اهشاف اصگگری تحقیق   :هنشسگگی بی ن ب  شگگم ش :ی لیل نقش تغذی 

Saito et al., 2002; Totsuka et al., 1990)  .ه   یو  شیوتی ه  عمشت ً  ش سگگ : ن ه   اولی  بسا  تولیش ای  پسوت ی تلاش

 Demain) و :حرو  فساه  شگو   گی صگحیحت اوش ب   ه    ه   پکگ  نشاشان انج م شگش ت  ا:ک ن تسشگح پسوت ی : ننش :یمس و سگرو 

& Vaishnav, 2009)  .ه    ا  ن اواسگ   اگ امر  گریکوگیلاسگیون:عمو ً تغییسا  پکگ تسام     :یمسه ب  ای  ح  ،  ش :یزب ن

ه   اایس پیشگسفت .(Bijl et al., 2020)  ه  تیریس :نتی بپذاش توانش بس عمرکس  گیکگ ی پسوت ی شگو     :یغیسطبیعی :شگ هشه :ی

    لبو:ی  انکگ نی شگشه اسگت؛ ب  طوش  -آلت   سگبپ  سگ ی بی ب  سگ وح بی نی ب   بسا   Komagataella phaffii ش اسگ ت  ه اگ  

شگشه بسا   گسم  ش لی س شسگیش    ب  تسی  :یزان گزاشش:یری 3/56تولیش نه یی ای  پسوت ی  ب   ،  α    وشف     ب  اسگ ت  ه اگ پپ یش نشگ ن 

ه   شگیس  ش گی ه ن تساشیی   نیز  ه   اایس، بی ن پسوت ی  ش  ه   .(Deng et al., 2022)  بی ن تسشگحی ای  پسوت ی  ت  نون اسگت

بگ  عنوان شویکس   نویگشبیش بسا  تولیگش ایم ، اشگان و پگ یگشاش ای  تس یبگ   : سح شگگگشه اسگگگت. : گ لعگ   : عگش   بیگ ن :وفب  

 & Takase) ش توتون     ی   گ لبو:-آلتگ انگش. اگ امرگ ،  هگ   نوتس یگپ شگگگیس انکگگگ ن شا  ش گیگ هگ ن :ی رف گزاشش  س هپسوت ی 

Hagiwara, 1998)    و خش(Yang et al., 2002)  گ:ینی  ی   ش سیپ  گئ-، ب(Chong et al., 1997)    و سوی(Philip et 

al., 2001)   ش بسنج     ی   وفسو (Nandi et al., 2002; Suzuki et al., 2003)    و توتون(Choi et al., 2003)   تولیش

ویسول :وگایک  35Sانشاگ  شاهانشاگ      لبو:ی  انکگگ نی تحت  ن س  شاه-آلت Hagiwara  (1998 ،)  و  Takase  انش.  ش :  لع شگگشه

نجس ب   :  ubi-1انشاگ  ب  صگوش  :حرو  و  اشا  فع لیت گیکگ ی   :ل بی ن شگش.  ش خش  نیز بی ن ای  پسوت ی  تحت  ن س  شاه ر   

 ;Bicar et al., 2008)  گسم  انگ  گس یگش  100گسم  ش هس   05/0  تگ   01/0تجمپ پسوت ی  عمرکس    ش آنگشوسگگگپسم بگ  غرظ ی بی   
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Yang et al., 2002)  .ه   عمرکس   شیس انک ن  ه   گی هی توان یی تولیش پسوت ی  هنش    سیک  ای  ن  یج ب  شوشنی نش ن :ی

ه   بی ن پسوت ی  شگشه  ش گ:ین ه   انج مبیشگ س پژوهش  .تس اگ :ق  یس صگنع ی اسگته  هنوگ پ یی شا  اشنش، اگسچ  سگ ح تجمپ آن

پذیس  عرمی ه   بنی    و ارب   ا:ک نسگ   گذشگ   انج م شگشه و  ش آن گ: ن عمشت ً ب  هشف بسشسگی  30ت   10گ: نی   شگیس  ش ب گه

ه   تیمیس ه   بی ن ه سوولو ،   هش هزین ه   اایس، ب  پیشگسفت فن وش انش، ن  تولیش تج ش  ی  غذایی. ا:   ش سگ  صگوش  گسف  

ه   شیس توا   فن وشان  بسا  تولیش پسوت ی یکس ه   گیکت:حی ی، شوس گ ، و افزایش حک سیت عمو:ی ب  پ یشاش  گیکتو ا لو

اگ   Pigmentو    Perfect Day  ،New Culture  ،Formo  ،The Vegan Cowboysه یی نظیس  انش. اسگ  شت  ا  ی ف  ویژه

ت  نون :وفب ب   شی فت تیییشی  نظ شتی بسا  پسوت ی  و  شگشه و  Perfect Day ه ، تنه پیشگپ : ن ای  حوگه هکگ نش.  ش :ی ن آن

ه  بس   هش    تمس ز عمشه آنه  و ربت اا ساع   :سبوط  نش ن :یانش. اطلاع   :ن شسششه اگ ای  شس ت:حصو تش واش  ب گاش ششه

 ,.Gibson et al) ه ، اسگتویژه :یمسه  و ق شچه   :ی رف، ب ه   و  انکگ نی ب  اسگ ت  ه اگ :یزب نه  و پسوت ی سگن ز   گئی 

اگ  یشگ ه   .ه   آگ: یشگپ هی ب  تولیش واقعی غذاه   بشون :نشگی حیوانی اسگتای  تحو   صگنع ی، بی نپس گذاش اگ پژوهش.  (2022

    لبو:ی ، ب   لیل ظسفیت  -آلت  ویژهه   شگیس انکگ نی، ب ه    رسوپلاسگ ی بسا  تولیش پسوت ی فن وش ، اسگ ت  ه اگ سگیکگ  گیکگت

  شگو ا  بکگی ش :ن سگپ :حکگو  :یب    بی ن، ایمنی گیکگ ی، هزین  پ یی  تولیش و عشم نی گ ب  تجهیزا  تیمیس  پیچیشه، گزین 

(Adem et al., 2017; Maliga & Bock, 2011).  ی ن :وفب ای  پسوت ی   ش سگیکگ   ب   سی یی تیییش  بس ق بریت طساحی  ب

 هش    ب  طوش  ری، ن  یج ای  پژوهش نشگ ن :ی  .توانش گ :ی :قش: تی بسا  ان ق   :ثرس آن ب  گی ه :یزب ن ب شگش  سگت اسگت و :ی

ا    شآ:ش بو ه و پسوت ی  ح صگل، اگ لح   سگ ا  ش  و عمرکس  ،  یتیت : روبی شگشه اگ نظس شونویکگی و تسام   سگت بی نی طساحی

ه   تکمیری شگ :ل بی ن واقعی  ش  رسوپلاسگت توتون، تعیی  شگو   ش :  لع   آتی، اشگی بیه ، پیشگنه   :ی اش . ب  توا  ب  ای  ی ف  

 : نوع سگرولی  ه  ش ه  ش  گیکگ ی ه  آگ:ون  گکگ سش  و  پ سگخ–سگ ح تجمپ پسوت ی ، پ یشاش ، بسشسگی صگحت ت اوش گی، اشگی بی  گ

 ه  پسوت ی  صگگنع ی تولیش پر تسم  عنوان  ب   رسوپلاسگگ ی  ه  سگگ : ن   توسگگع  :کگگیس  توانش:ی ه آگ: یش ای  ااسا . گیس   انج م

 .انک نی شا همواش س گ  عمرکس  

    لبو:ی  انکگگ نی و  -شگگشه ح و  ژن آلت  ش ای  پژوهش، ب  طساحی یک   سگگت بی نی  رسوپلاسگگ ی بهین : گیرینتیجه

، بی ن :وفب ای  rrnB   هنشهو توالی پ ی ن 7T ف ژ 10ژن  UTR ˊ5، توالی  rrn  انشاگاسگگ ت  ه اگ عن صگگس تنظیمی :ثرس شگگ :ل شاه

تیییش    SDS-PAGE گذاش  وسگ سن وعنوان :یزب ن اولی  بسشسگی شگش. ن  یج آن لیز لک ب   E. coliپسوت ی   ش سگیکگ   ب   سی یی  

سگگ گ  آن اگ طسیب  سو: توگسافی تم یری بو . پا اگ اشاسگگ گ  بسچکگگپ   ننشه بی ن :ثرس پسوت ی  ب  وگن صگگحیح و ق بریت ا لو

تولیگش گس یگش  گ   ش آگ:ون   HAMLET     گ لبو:ی  انکگگگ نی بگ  اسگگگیگش اول یگک تس یگپ و :جموعگ -هیکگگگ یگشینی، پسوت ی  آلتگ 

 شصش شا نش ن  ا . ای  ن  یج بی نپس فع لیت   96ت  س ح    WiDr  ه   سسط نی: نی سرو  اش گنشه،   هش :عنیMTT  سنجیگیکت

ب  توا  ب  شگگب هت عمرکس   :ی ن   .شگگشه اسگگت ی  نوتس یپ تولیش    لبو:-گیکگگ ی :ن سگگپ و پ  نکگگیل ب      شبس   ش: نی آلت 

شگشه  ش  رسوپلاسگت گی ه توتون نیز :نجس ب   توان ان ظ ش  اشگت      سگت بی نی طساحیه   پسو  شیوتی و  رسوپلاسگت، :یسگیکگ  
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فنگ وشانگ   ش اهگت تولیگش صگگگنع ی ا  بسا  توسگگگعگ  شاهکگ شهگ   گیکگگگتتستیگپ، ای  تحقیب پگ یگ بیگ ن :ثرس ای  پسوت ی  گس  . بگشی 

ه   ویژه، تولیش گی هی :جموع سگگگ گ . ب ه  فساه  :یبس اش  غذایی و  ش: نی اگ آنه   شگگگیس انکگگگ نی  ش گی ه ن و بهسهپسوت ی 

ا  بسا  تولیش  اشوه   ضگشسگسط ن :ب نی بس پسوت ی  صگسف ب توانش  ش آینشه ا یپزی  :قسون:ی  HAMLET فع لی : ننشگیکگت

 .ب شش

پژوهش ح ضگس    ش ااسا  :عنو  یتحم   و  ی: ل یتب  ا طس حم   تبسیز انشگپ ه  یاگ :ع ونت :ح سم پژوهشگ  :ساواساگ اری

  .شو ی:  سپ سپزاش
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