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   كلي اشرشياهاي باكتري  كلون و بيان مولكولي ژن رتپلاز در سلول

  tacبا استفاده از پروموتر 

  
  2صادقي حميد ميرمحمددكتر ، 3كامران قائديدكتر ، 2محمد ربانيدكتر ، 1صفيه آقاعبداللهيان

  
  

  چكيده

كنترل  با ، ومغزي ي تفاده در درمان انفاركتوس ميوكارد و سكتهداروي ترومبوليتيك مورد اس، رتپلاز cDNAاين مطالعه با هدف كلون و بيان  :مقدمه

 .شدطراحي ) E. Coli )Escherichia coliهاي  در سلول tacپروموتر 

ه محصول ب .تكثير شد) PCRيا  Polymerase chain reaction(اي پليمراز  ژن رتپلاز با استفاده از پرايمرهاي مناسب و طي واكنش زنجيره :ها روش

 pGEX-5x-1هاي محدودكننده برش داده شد و به درون وكتور بياني  آمده توسط آنزيم  دسته ب DNA .كلون گرديد pTZ57Rمده در پلاسميد آ دست

  هاي  بيان رتپلاز موجود در سلول. ييد شدأواردشده در وكتور بياني با كمك هضم آنزيمي و تعيين توالي نوكلئوتيدي ت ي وجود قطعه. دگرديوارد 

E. Coli TOP10 ازميكرومول  1و  5/0، 2/0هاي   با استفاده از افزودن غلظت IPTG )Isopropyl beta-D thiogalactopyranoside( شد و  االق

 .قرار گرفت SDS-PAGEسپس تحت آناليز با 

  آناليز . پلاز را نشان دادرتجفت بازي  1068باند  ،نوتركيب pTZ57Rو همچنين هضم آنزيمي پلاسميد  PCRالكتروفورز محصول  :ها يافته

SDS-PAGE بيان با  يبود كه در اثر القاكيلودالتوني  60يك باند پروتئين  ي دهنده  نشانIPTG توليد شده بود. 

  .آميزي كلون و بيان شد به طور موفقيت E. Coliهاي  در سلول tacرتپلاز با استفاده از پروموتر  cDNAدر اين مطالعه : گيري نتيجه

  كلي اشرشيا، ، كلون كردنtac، پروموتر t-PAرتپلاز،  :ليديواژگان ك

 
  مقدمه

 Recombinant tissue plasminogen activator( رتـپلاز 

داروهـاي ترومبوليتيـك نسـل سـوم      ي از دسـته  )r-PAيا 

كند  مي به فيبرين را فعالشده  است كه پلاسمينوژن متصل

ه بــايــن دارو بــراي درمــان اخــتلالات انســدادي ). 1- 2(

درصـد   50انفاركتوس ميوكارد كه عامل بيش از  صخصو

مرگ و ميرهاي ناشي از حوادث قلبي عروقـي اسـت، بـه    

   t-PAهـــاي بـــاليني   مزيـــت). 3- 6(رود  مـــي كـــار

)Tissue plasminogen activator (   از جملــه فقــدان

عوارض جـانبي مثـل خـونريزي سيسـتميك و همچنـين      

هـاي   شباعـث جـذب تـلا    آن، اقتصـادي توليـد   ي صرفه

  محققان در جهت توليـد نـوع نوتركيـب آن شـده اسـت      

است گليكوزيله  غير t-PAرتپلاز در مقايسه با ). 1- 2، 7(

هــاي متعــدد  و در سيســتم ي داردنيمــه عمــر بــالاتركــه 

  ). 4، 8- 9(باكتريايي، قارچي و حشرات بيان شده است 

تفاوت سطح بيان پـروتئين نوتركيـب و مشـكلات    

ــروتئين ــداري پ ــد ناپاي ــد  تولي ــز فراين ــاي  شــده و ني ه

فرودستي باعث شده است كه هر سيستم بياني با توجه 
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مورد استفاده قرار  ،اي كه دارد هاي بياني ويژه به قابليت

 t-PAبيـان   ي مطالعـات قابـل تـوجهي در زمينـه    . گيرد

 E. Coliهــاي باكتريــايي مثــل  نوتركيبــب در سيســتم

)Escherichia coli (حـــال  بـــا ايـــن .وجـــود دارد

شـرايط بيـان    نيز ينگ و بياني متعدد ونپلاسميدهاي كلو

. ندهسـت  ثرؤهاي رتپلاز توليد شده م روي بازده و ويژگي

 tacپرومـوتر   E. Coliهـا در   ترين پرومـوتر  يكي از قوي

ــدي از پروموترهــاي   ــه هيبري  lac UV5و  trpاســت ك

برابـر بيشـتر از    3تـا   2و كـارايي آن  ) 10- 11(باشد  مي

. اسـت  lac UV5بار بيشتر از پرومـوتر   7و  trp پروموتر

و بـا  شـود   ميسركوب  lacاين پروموتر توسط رپرسور 

IPTG )Isopropyl beta-D thiogalactopyranoside( 

   .دگرد مي القا

تحت كنترل ايـن   ي شده  هاي پروتئين بيان از ويژگي

 gstجوش بودن محصول با پـروتئين   پروموتر، حالت هم

)Glutathione S-transferase (له سـبب  أاين مس ـ .است

بـا  ). 10، 12(گـردد   مـي  سـازي  تسهيل در فرايند خالص

توجه به معايبي همچـون گليكوزيلـه شـدن محصـول و     

ــا     ــول ب ــودگي محص ــون، آل ــريع آن از خ ــرانس س كلي

سازي محصـول   هاي خالص ها و بالا بودن هزينه ويروس

عـات  هـاي مـورد اسـتفاده در مطال    كه هر كدام از سيستم

و نيز با در نظـر گـرفتن مزايـاي    ) 1، 4، 8(اند  قبل داشته

عدم گليكوزيلاسيون  مانندهاي باكتريايي  بيان در سيستم

هـاي پـايين    كمتر فرايند ي محصول، كشت سريع، هزينه

، در )4(اقتصادي توليـد   ي آن صرفه ي دستي و در نتيجه

ــه ژن  ــن مطالع ــوتر   r-PAاي ــتفاده از پروم ــا اس در  tacب

   ).13(كلون و بيان شد  E. Coliهاي   ولسل

  

  ها روش

 E. Coli XL1-blue، BL21 (DE3)هاي باكتريايي   گونه

. از شركت سيناژن ايـران خريـداري شـدند    TOP10 و

ــزيم ــيميايي و    آن ــواد ش ــا، م ــايي، پرايمره ــاي باكتري ه

هاي محدودكننده، مواد مورد اسـتفاده   آنزيم ،پلاسميدها

 SDS-PAGE )Sodium dodecyl sulfateدر 

polyacrylamide gel electrophoresis ( ــر و ديگـ

 Fermentaseاز شركت نيز ها و مواد مورد استفاده  آنزيم

پرايمرهـاي مـورد اسـتفاده در واكـنش     . خريداري شدند

يــا  Polymerase chain reaction(اي پليمــراز  زنجيــره

PCR (از فناوري كوثر ايران خريداري شدند.  

  r-PA cDNAنينگ تكثير و كلو

pETret پلاسميد نوتركيب حاوي ،cDNA   رتپلاز، بـه

اسـتفاده   PCRعنوان الگو در واكنش تكثير ژن توسـط  

با كمك پرايمرهاي طراحي شده بـا   PCRواكنش . شد

   :توالي نوكلئوتيدي
Forward primer:  
5´CGGCGCGGATCCCCATGTCTTACCAAG
GAAACAGTGACTGCTAC3́  
Reverse primer:  
5´GAACCGCTCGAGTCACGGTCGCATGTT
GTCACGAATCCAG3́ 

و طبـق سـيكل دمـايي    ميكروليتـر   50در حجم كلي 

 گـراد   يسـانت ي  درجه 94دناتوراسيون در  ي شامل مرحله

ي  درجـه  94سـيكل   30دقيقه و به دنبال آن  5به مدت 

بـه   گراد ي سانتي درجه 55دقيقه،  1به مدت  گراد سانتي

دقيقه  3به مدت  گراد تيي سان درجه 72دقيقه،  2مدت 

دقيقه  15به مدت  گراد ي سانتي درجه 72سيكل  يك و

شد و با اسـتفاده از    استخراج PCRمحصول . انجام شد

به درون  )Ins T/A clone )Fermentas, Poland كيت

   .وارد شد pTZ57Rپلاسميد 

ــي    ــوك حرارتـ ــه روش شـ ــس از آن بـ در ) 14(پـ

. ترانسفورم گرديـد  E. Coli XL1-blueهاي باكتري  سلول

آمـده،    دسـت به هاي   هاي حاصل از كلوني سپس پلاسميد
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ــت   ــتورالعمل كي ــق دس ــر طب  Aurum plasmid min ب

)Roche, Germany( استخراج شدند.  

  ساخت وكتور بياني نوتركيب 

و وكتــور بيــاني   PTZ57R/r-PAپلاســميد نوتركيــب  

pGEX-5x-1 هـــاي  ، بـــه طـــور جداگانـــه بـــا آنـــزيم

. دهضــم آنزيمــي شــدن XhoIو  BamHI ي محدودكننـده 

ــاني  ــور بي ــرش داده pGEX-5x-1وكت شــده اســتخراج   ب

آن بـا اسـتفاده از آلكـالين     5' انتهـاي  ،د و پس از آنگردي

رتـپلاز حاصـل از هضـم     cDNA. دشفسفاتاز دفسفريله 

و تعيـين  گرديـد  نيـز اسـتخراج    PTZ57R/r-PAآنزيمي 

بـرش   pGEX-5x-1بـه درون وكتـور بيـاني     و مقدار شد

ــده، وارد  ــداده ش ــ .دگردي ــول ب ــته محص ــده در  دس آم

. دشــترانســفورم  E. Coli BL21 (DE3) هــاي ســلول

پلاسميد نوتركيب حاصل با روش هضم آنزيمـي توسـط   

 DNA، و تعيين تـوالي  XhoIو  BamHIهاي برشي  آنزيم

  .دگرديييد أت

   E. Coliبيان رتپلاز در 

 ،)rpGEX )pGEX-5x-1/r-PA، پلاسميد نوتركيب حاصل

به روش كلسيم كلرايد  E. Coli TOP10هاي  در سلول

براي ترانسفورم  pGEX-5x-1پلاسميد  .ترانسفورم شد

به كـار  به عنوان شاهد منفي  TOP10هاي  كردن سلول

هاي ترانسفورم شده بر روي محيط كشـت   لسلو. رفت

LB agar  سيلين  آمپيليتر  گرم در ميلي ميلي 100حاوي

)Roche, Germany(  گــراد  ي ســانتي درجــه 37در و

ــ ــد داده ش ــوني. ددنرش ــي از كل ــل در  يك ــاي حاص   ه

 ـتلقـيح   LBمحـيط   ليتر ميلي 5 پـس از كشـت   . دگردي

ميلي  15از آن به فلاسك حاوي ميكروليتر  200شبانه، 

سـيلين   تـازه و حـاوي آمپـي    LBاز محيط كشـت   ليتر

  . گرديدمنتقل 

 ي شــبانهاز كشــت  ميكروليتــر 200 ،عــلاوه بــر آن  

BL21 (DE3)/pGEX-5x-1  وTOP10  ــد ژن فاقــ

از محـيط   ليتـر  ميلـي  15نوتركيب بـه فلاسـك حـاوي    

  . شدبيوتيك منتقل  تازه و حاوي آنتي LBكشت 

برسـند بـا     4/0OD600-5/0ها تا زماني كه به  سلول

سپس جهـت   .ندشد Shake دور در دقيقه 180سرعت 

بــا  IPTGبيــان بــالاي پــروتئين نوتركيــب بــا افــزودن 

ــول 1و  5/0، 2/0هــاي  تغلظــ ــا  ميكروم ــان ژن الق بي

ــد ــيط. گردي ــت   مح ــاي كش ــارهه ــه 37در  دوب ي  درج

تـا   1ها طي فواصـل   آن OD600انكوبه شدند و گراد  سانتي

  . دشگيري  ساعت اندازه 4

از محيط مربـوط بـه   ليتر  ميلي 5/1به دنبال هر مرحله، 

انتريفوژ شـد  س دور در دقيقه 4000عنوان نمونه با سرعت 

محلـول  ميكروليتـر   100در  بار ديگـر هاي حاصل  و پلت

PBS )Phosphate buffered saline ()75/0  مـول   ميلـي

Na2HPO4، 1/0 مــول  ميلــي NaCl، 7/1 مــول  ميلــي 

KH2PO4 2/7 و  =pH( ــافر  ميكروليتــر 300، و  SDSاز ب

)Sodium dodecyl sulfate ()8/6  مولTris-HCl، 9/2 

 Bromophenol blueو  β-mercaptoethanolمـول   ميلـي 

ــا   5/0 ــد ب ــدت  ) pH=  5/0درص ــه م ــيون و ب   سوسپانس

حـرارت داده  گـراد   ي سـانتي  درجه 100دقيقه در دماي  5

  از هـر نمونـه بـر روي ژل    ميكروليتـر   20پس ار آن  .شد

   .الكتروفورز گرديد SDS-polyacrylamide درصد 12

  

  ها افتهي

جفت بـاز  1068مده آ  دسته ب PCRمحصول  ي اندازه

  ).1 شكل(رتپلاز بود  cDNAو مطابق با طول 

cDNA   ــور ــپلاز در وكت ــد و  pTZ57Rرت وارد ش

 E. Coli XL1 blueهاي  جهت ترانسفورماسيون سلول

 cDNAييد حضـور  أجهت ت. مورد استفاده قرار گرفت

 ـ   آمـده از    دسـت ه رتپلاز در پلاسـميدهاي نوتركيـب ب
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 ـ   اسـتفاده   SacI ي دههضم آنزيمي بـا آنـزيم محدودكنن

شـده    مشـاهده  جفت بازي 2850و  750هاي  باند. شد

رتپلاز در جهت مناسـب   cDNAحضور  ي دهنده نشان

  ). 2 شكل(در پلاسميدها بود 

  

  
رتپلاز حاصل از واكنش  cDNA الكتروفورز ژل آگاروز .1 شكل

PCR )Polymerase chain reaction( .  

   جفت بازي 100ماركر : 1ستون 

   دهد مي را نشان PCRنظر محصول  فلش باند مورد: 2ون ست

)a: 1068 جفت باز (  

  

  

  
  . SacIرتپلاز توسط آنزيم  cDNAهضم آنزيمي  .2 شكل

   جفت بازي 100ماركر  :1ستون 

  دهد را نشان مي SacIشده با آنزيم   محصول برش داده: 2ستون 

)a :750  وb 2850 جفت باز(  

و همچنــين وكتــور  pTZ57Rپلاســميد نوتركيــب 

 XhoI ي كننده هاي محدود با آنزيم pGEX-5x-1 بياني

رتـپلاز   cDNAپس از آن . برش داده شدند BamHIو 

شـده    حاصل از برش به دو سر وكتور بياني برش داده

هـاي   حاصـل هضـم آنزيمـي پلاسـميد    . دگردي ـمتصل 

حاصل از ترانسفورماسـيون بـا    pGEX-5x-1نوتركيب 

 بـود ي باز جفت 472هايي با باند  نهنمو ،EcoRIآنزيم 

  . كرد دييتأ را شده وارد ژن گرفتن قرار حيصح كه

كيلودالتون  39ين با وزن مولكولي ئپروتيك رتپلاز 

به صـورت   gst زمان پروتئين است كه به علت بيان هم

  . بيان شدكيلودالتوني  60يك باند 

هـا نشــان داد كـه بيــان    نمونــه SDS-PAGEآنـاليز  

القـا شـده    IPTGهـاي   غلظت ي هدف با همهپروتئين 

  ). 3 شكل(است 

  

 
مول  ميلي 1بيان رتپلاز با  .محصول القا SDS-PAGEآناليز . 3 شكل

IPTG )Isopropyl beta-D thiogalactopyranoside(  به

  : 1ستون . گراد ي سانتي درجه 37ساعت در دماي  4مدت 

pGEX- 5x-1 2-6ساعت، ستون  2شده به مدت  القا :

rpGEX- 5x-1- TOP10 شده در دماي  انكوبه  

فلش باند (ساعت  0-5به ترتيب به مدت گراد  ي سانتي درجه 37

: 7، ستون )دهد مي را نشان gst - جوش رتپلاز پروتئين هم

rpGEX- 5x-1- TOP10 باكتري : 8نشده، ستون  القاTOP10 

  كر پروتئينيمار: 9 گراد و ستون ي سانتي درجه 37در دماي 
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  بحث

  كلـون و بيـان رتـپلاز در     ،هدف از انجام ايـن مطالعـه  

E. Coli  تحت كنترل پروموترtac رتپلاز پروتئيني . بود

 اسـت  t-PAو حاصل موتاسيون حذفي  اي تك زنجيره

بـا وزن   اسـيد آمينـه   355شـامل  اين پـروتئين  ). 2، 4(

هـاي پروتئـاز و    دمين. باشد ميكيلودالتون  39مولكولي 

Kringle II  موجود درt-PA ؛انـد  در رتپلاز حفظ شده 

 t-PAبا بنابراين رتپلاز داراي خاصيت آنزيمي مشابهي 

رتـپلاز نيمـه عمـر     t-PAدر مقايسه بـا  ). 15( باشد مي

تـري   بالاتر، عوارض جانبي كمتر و روش تجويز آسـان 

هـا،   و براي درمان اختلالات انسدادي ريـه ) 2، 7(دارد 

  ). 3-6(رود  مي رقلب و مغز به كا

ــروتئين  ــتم t-PAپ ــل    در سيس ــي مث ــاي مختلف ه

هاي باكتريايي، قارچي، حشـره، مخمـر، سـلول      سيستم

سلولي پستانداران بيـان   ي تخمدان همستر چيني و رده

 ي بيـان پـروتئين در رده  . )4، 8-9، 16-17( شده است

سلولي پستانداران با گليكوزيلاسيون همـراه اسـت كـه    

همچنـين بـه   ). 1(د وش ـ مي يع دارومنجر به حذف سر

علت تاخوردگي اشتباه، ترشح پايين به محيط كشت و 

هـاي مخمـر مثـل     ميزان بالاي گليكوزيلاسيون، سـلول 

Saccharomyces cervisiae ــلول ــره   و س ــاي حش ه

  ). 18-19(نيستند  براي آن ميزبان مناسبي

با مشكلاتي چـون   CHOهاي  بيان رتپلاز در سلول

استخراج و خطـر آلـودگي ويروسـي     پيچيدگي مراحل

هـاي باكتريـايي    بيان در سيستم ولي). 20(همراه است 

توان به عدم  ميه هايي است كه از آن جمل داراي مزيت

كمتـر   ي گليكوزيلاسيون محصول، كشت سريع، هزينه

 ي آن صــرفه ي هــاي پــايين دســتي و در نتيجــه فراينــد

  ). 4(اقتصادي توليد را ذكر كرد 

شده، در اين مطالعه   ير مطالعات انجامبر خلاف سا

و همكاران جهـت انجـام فراينـد     Liao ي و نيز مطالعه

ــوع     ــاي ن ــردن از وكتوره ــون ك ــد   Tكل ــتفاده ش اس

ايــــن  . )PMD18( )21و  pTZ57Rپلاســــميدهاي  (

 3'پلاسميدها يك نوكلئوتيد تيميدين اضـافي در انتهـاي   

 T/A cloningتوانند بـا روش   مي در نتيجه و خود دارند

خصـوص زمـاني   بـه  اين روش ). 22-23(كلون شوند 

تـوان   نمـي  PCRكه با هضم آنزيمي مستقيم محصـول  

دسـت آورد  ه ب Ligationمناسب را براي عمل  ي قطعه

  ). 23(روش انتخابي كلون كردن است 

كـه   pGEX-5x-1در اين مطالعه ما از وكتور بيـاني  

 tacوتر پروم ـ. اسـتفاده كـرديم   بود، tacداراي پروموتر 

در . باشـد  مي lac UV5و  trpهيبريدي از پروموترهاي 

كـه   -20 ي بالادست ناحيه DNA ي اين پروموتر قطعه

و  trpاز پرومـوتر   ،مربوط به محل شروع ترجمه است

ــ ــه DNA ي هقطع ــت ناحي ــوتر  -20 ي فرودس   از پروم

lac UV5   ايـن پرومـوتر   همچنـين . گرفته شـده اسـت 

ــوالي   ــر ت ــلاوه ب ــه ،35ع ــز Pribnow ي داراي جعب  ني

  ). 10، 12(باشد  مي

ترين پروموترهايي اسـت   يكي از قوي tacپروموتر 

شناخته شـده   E. Coliهاي باكتري  كه تاكنون در سلول

برابر بيشتر از پرومـوتر   3تا  2و كارايي آن ) 11(است 

trp  بار بيشتر از پروموتر  7وlac UV5 بيـان  . باشـد  مي

سـركوب   lacپروموتر، با رپرسور ژن تحت كنترل اين 

بنابراين پرومـوتر  . دگرد مي القا IPTGو توسط شود  مي

tac هاي خـارجي در   ژن ي شده  براي بيان بالا و كنترل

E. Coli  24(مناسب است .(  

لي اداراي تـو  pGEX- 5x- 1همچنين وكتور بيـاني  

gst ايـن  . ورودي اسـت  ي در ابتداي محل اتصال قطعه

به طور گسترده جهت بيـان   جوش ني هموتئي سيستم پر

هاي  ثر پروتئينؤسازي سريع و م در سطح بالا و خالص



  و همكاران صفيه آقاعبداللهيان  tacبا استفاده از پروموتور  E. Coliدر  لازرتپ cDNAكلون و بيان 

  1391 هفته سوم دي/ 213شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  1916

www.mui.ac.ir  

 ،شـوند  مـي  هاي باكتريايي بيـان  جوشي كه در سلول هم

   ).25-27(رود  مي به كار

هـاي شكسـت خاصـي     داراي محلاين سيستم بياني 

گيرند و در نتيجه  مير است كه تحت اثر آنزيم پروتئاز قرا

 جـوش باكتريـايي را تسـهيل    هـاي هـم   پروتئينپروتئوليز 

  .)25(كنند  مي

 60مـا بيـانگر بيـان يـك پـروتئين       ي تايج مطالعـه ن

در صورتي كه در مطالعات ديگر يـك   ،بودكيلودالتوني 

). 13، 21، 23( گزارش شده اسـت كيلودالتوني  39باند 

 باشـد  مي GSTزمان پروتئين  اين تضاد به دليل بيان هم

قبل از محل اتصال  به طور دقيقبه آن  كه توالي مربوط

  . است كه ما وارد كرديم DNA ي قطعه

و همكاران يـك بانـد پروتئينـي     Gao ي در مطالعه

كه به علت بيان يك  ،)15( مشاهده شد كيلودالتوني 40

  .بودهيرودين  -جوش رتپلاز پروتئين هم

  

  گيري نتيجه

 tacتر رتپلاز با استفاده از پرومـو  cDNAدر اين مطالعه 

تـوان   مـي  وكتور القاشـده را . با موفقيت كلون و بيان شد

  .به كار برد E. Coliهاي آتي بيان رتپلاز در  يبراي بررس

  

  تشكر و قدرداني

ايـن پـروژه تحــت حمايـت مــالي معاونـت پژوهشــي     

ــگاه علــوم پزشــكي اصــفهان    . انجــام گرفــت  دانش

ذن به علـت كمـك و همكـاري    ؤوسيله از خانم م بدين

  .نماييم مي اريزر انجام اين طرح سپاسگايشان د
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Abstract 

Background: This study was aimed to clone and express the reteplase complementary 
deoxyribonucleic acid (cDNA), a thrombolytic agent used for the treatment of acute myocardial 
infarction and stroke, in Escherichia coli using tac promoter.  

Methods: Reteplase cDNA was amplified using polymerase chain reaction (PCR) with designed 
primers. The product was then cloned into pTZ57 plasmid. The cloned DNA was digested out and 
ligated into pGEX-5x-1 expression vector. The presence of the insert was confirmed by restriction 
digestion and determination of the nucleotide sequence. By using 0.2, 0.5, and 1 mM isopropyl beta-D 
thiogalactopyranoside (IPTG), reteplase was induced in escherichia coli TOP10 cells and analyzed by 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). 

Findings: Electrophoresis of PCR product as well as double digested recombinant pTZ57 plasmid 
showed a 1068 base pair band of reteplase. SDS-PAGE analysis showed a 60 kilodalton band of 
protein product induced by IPTG. 

Conclusion: In the present study, reteplase cDNA was successfully cloned and expressed using tac 
promoter. This vector was used for the optimization of the expression of reteplase in escherichia coli. 

Keywords: Reteplase, Tissue plasminogen activator, Genetic promoter regions, Molecular cloning, 
Escherichia coli 
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