
 7931  تابستان ،(06)پياپی   4 ، شماره71جلد  -كومش

 

 

 

 

، (M.Sc)1 ييمحمددادد  ااقد ا   يهاد ، (M.Sc)1 يگونيم مانيسل رضايعل ، (M.Sc)3و2 يليخل يمصطف ،(M.Sc)1 مانيمحمدرضا سل

(Ph.D) 5 باعزم ميمر، (Ph.D) 4 دل اند  بيدد
* 

 رانيا ن،يخم ن،يواحد خم ،يدانشگاه آزاد اسلام ه،يگروه علوم پا -1

 رانيآموزش و پژوهش در طب انتقال خون، تهران، ا يانتقال خون، موسسه عال قاتيمرکز تحق -2

 راني، اراک، اانتقال خون اراک يا مرکز منطقه -3

 رانيرشت، ا لان،يگ يدانشگاه علوم پزشک ،يدانشکده پزشک ح،يگروه علوم تشر -4

 رانياراک، اراک، ا يدانشگاه علوم پزشک ،يدانشکده پزشک ح،يگروه علوم تشر -5
 

 ده يچك
Elastin-like polypeptide, ELP

Val-Pro-Gly-Xaa-Gly (VPGXG)ECM

ELP

ELP

‌GRGDS-ELP

pUC

MOD-pET

E.coli

‌IPTGPAGE-SDS

‌ELP

‌ 

 

 مقدمه
با قرار گررتتن در سرطح    يو مصنوع يعيطب يها اليومتريب

گوناگون در حروزه علروم    يکاربردها و يستيمشترک علوم ز

 يهرا  باتت، ناقر   يمهندس يها اليومتريچون ساخت ب مواد هم

راه خرود را در   ام،ير پ يها دهنده و انتقال وسنسورهايب ،ييدارو

 ديررلو تو ي[. بهبررود طراحرر1] انررد کرررده دايررپ يوتکنولررو يب

کننده رشد سلول و باتت، از عوامر  مهرم     تيحما يها داربست

کرره   ينحررو  باتررت اسررت، برره يدر مهندسرر يتعلرر شرررتتيپ

            Email: dr.baazm@arakmu.ac.ir                                  09166621131 تلفن:نويسنده مسئول،  *

 21/11/1394 تاريخ پذيرش: 10/5/1394 تاريخ درياتت: 

 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


 محمدرضا سليمان و همکاران                                                                                         

 

 

از  ،يمولکررول يهررا گناليدر کنررار سررلول و سرر هررا اليررومتريب

[. 2] شرروند يباتررت شررناخته مرر يمهندسرر ياصررل يهررا بخرش 

 يمطمرئن بررا   ينيگزيجرا  ن،يبرر پرروتئ   يمبتنر  يمرهرا يوپليب

صورت معمرول در   که به باشند يسنتز شده م ييايميش باتيترک

 ينر يپروتئ يمرهاي[. پل3] کاربرد دارند يوتکنولو يو ب يپزشک

 يعر يرطبيو غ يعر يطب نهيآم يدهاياس يتکرار يکه از واحدها

 شوند يشناخته م وموادياز ب ديجد يا عنوان رده به ند،يآ يم ديپد

 ياصرل  يهرا  نيتئپرو ياز اجزا يانسان نيالاست ني[. پروتئ5،4]

حالرت   جراد ياست کره عامر  مهرم ا    يخارج سلول کسيماتر

داران  مهره يونديپ يها از باتت ياريو مقاومت در بس يارتجاع

تاندون، پوست  گامنت،يل ه،ير ،يخون يها رگ وارهياز جمله: د

  ير زيلا ميتوسر  آنرز   ني[. الاسرت 6] باشرد  يها مر  و غضروف

 ونرد يپ قياز طر loxlike مياعضاء خانواده آنز گريد اي دازياکس

. گرردد  يمر  جراد ي( انيخود )تروپوالاست ساز شيپ يها نيپروتئ

 متنراو   شيراير بره پ  يبسرتگ  نيطول و ساختار تروپوالاسرت 

 (splicing alternative)کره    يصرورت  سرنتز آن دارد، بره   نيح

دالترون   لويک 60 - 00به  تيدر نها نيتروپوالاست نيطول پروتئ

 باشد يم يا نهيآمديواحد اس ريز 000از  رت کم يکه حاو رسد يم

[0،0.] 

 ي( تروال 1غالب است:  نيدو دم يدارا نيتروپوالاست يتوال

 يدهاياس نيمتقاطع تراوان ب يوندهايپ يکه حاو کيليدروتيه

کره   کيدروتوبير ه ي( تروال 2 باشرد،  يم نيزيو لا نيآلان نهيآم

  نيپررول  ، (V)نيوال از جمله يرقطبيغ نهيآم يدهاياس يحاو

(P)، نيآلانرر (A) نيسرريو گلا (G) ن سرراختار يرراسررت. ا

و  ييترا  پنج ،ييچهارتا يتکرارها يصورت توال به دروتو ،يه

 نير . اباشرد  يمر APGVGV  و  VPGG،VPGVG ييترا  شش

 نيمولکول الاسرت  تهيسيالاست تيباعث خاص دروتو ،يه نيدم

 ELP: Elastin like) نيشربه الاسرت   دير پپت ي[. پل9،6] شود يم

protein)دروتو ير ه نيبرگرتته از دمر  ،يمصنوع يمريوپلي، ب 

اسرت   poly (Val-Pro-Gly-Xaa-Gly) يبا توال نيتروپوالاست

 نيبه جزء پرول يا نهيدآميهر نوع اس تواند يم Xaa واحد ريکه ز

نروع   نير از ا ي، گروهر نيشبه الاسرت  ديپپت ي[. پل11،10] باشد

باشند کره   يم نيالاست نيبرگرتته از ساختار پروتئ يمرهايوپليب

 هير در سرنتز حاصر  از کرد شردن برر پا      قير علت کنترل دق به

چون ساختار  هم ييها يژگيکنترل و تيو قابل يکياطلاعات  نت

مولکرول، از   ييتضرا  يميو ش رهيطول زنج ،يتوال مر،يپل هياول

 نيا ن،يچن . همباشد يم تيجذاب يدانش علوم مواد دارا دگاهيد

 يدير مف يولو يو ب ييايميش ،يکيمکان يها يژگيو يمواد دارا

  يمرواد در شررا   نير اسرتفاده از ا  تيکه باعث جذاب باشند يم

 يدر سراختارها   الير ومتريعنروان ب  به (in vivo) يشگاهيآزما

کررردن  و نيررت تيرر[. قابل14-12] گررردد يباتررت مرر يمهندسرر

  سرت يز ينيپروتئ يها و بلوک ها يبا توال نيشبه الاست ديپپت يپل

 يهرا  فيرشد و موت يو تاکتورها نيتوکيتعال مانند داروها، سا

 يبررا  يکراربرد  اليومترياست تا ب دهيسبب گرد ياتصال سلول

 .ديباتت تراهم آ يمهندس

GRGDS نيآر نر  -نيسر يگل نره يآم يدهاياز اسر  يتوال- 

از  (Gly-Arg-Gly-Asp-Ser) نيسرر  -نيآسرپار   -نيسر يگل

اسرت کره در اتصرال     يشناخته شده اتصال سرلول  يها فيموت

و  نيبرررونکتيت ن،ياسررتئوپونت ن،يتررونکت يسرلول برره کررلا ن، و 

از  يکر ي GRGDS ي[. تروال 10-15مرثرر اسرت ]   C نيتنتاکت

 کير تحر يشناخته شده اسرت کره بررا    يها فيموت نيمثررتر

 ينحرو  کاربرد دارد، بره  يها بر سطح مواد مصنوع اتصال سلول

پوشراندن سرطو ،    يبرا يمواد سنتز نياز پرکاربردتر يکيکه  

قادر است  يتوال نياست. ا يولو يب يها واکنش شيجهت اتزا

 ريسرا  انير که در م يبه رسپتور را هنگام تيو اختصاص  يتما

 [.20-10] است، حفظ کند نيپروتئ يها يتوال

 يترا برا اسرتفاده از ابزارهرا     ميمطالعه برر آن شرد   نيا در

و  نيشبه الاسرت  ديپپت ياز پل و نيت يمريوپليب ک،ي نت يمهندس

تعرال    ستيصورت ز (، بهGRGDS-ELP) ياتصال سلول يتوال

 .ميينما هيباتت ته يمهندس يآت ياهداف مطالعات يبرا

 

 ها‌مواد و روش
 محرردودالارر يهررا ميمطالعرره از آنررز  نيرردر ا

(restriction enzyme) EcoRI،BamHI ،SfII ،BglI  

، Fermentas آلکالن تسفاتاز ساخت شررکت  ميو آنز  pflMIو

 pfu DNA polymerase و T4 DNA Ligase يهرا  ميآنرز 
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 21BL E. coli (DE3) هيو از سرو  Vivantis شررکت  ساخت

 .شده است استفاده بينوترک نيپروتئ انيجهت ب

ELPکيسرنتت  يمونومر  ن 

 ياتصال سرلول  يبه همراه توال نيشبه الاست ديپپت يکننده پل انيب

GRGDS يبا ترمول کل ELP[(Ii-Vv)2-GRGDS)]n  يطراحر 

( درون نيزولوسر يا) I ( ونيوالر )  V که حروف يشد. به صورت

 گراه يشده در جا يگذار يجا نهيآم دياس ي، کد تک حرتپرانتز

 و حروف ELP پنتامر (Xaa) مهمان نهيآم ديهمان اس ايچهارم 

v و i پنترامر  يهرا کننرده تعرداد تکرار   مشخص (VPGXaaG) 

 مونرومر گرتتره در  ن   يجرا   (I&V)يهرا  واحد رينسبت به ز

ELP  منطبرق برا   يانير ب نيپرروتئ  يباشد. طول کل يم  Open 

reading frame (ORF) ن  GRGDS+ELP کننده  که مشخص

 دهير مشرخص گرد  n اسرت، برا حررف    ديپنتاپپت يتکرارهاک  

مطالعره برا    نير استفاده شرده در ا  يمونومر کياست.  ن سنتت

منطبرق برا    يانيب  ORF وELP[(V7-I3)2-GRGDS)]1  ترمول

با GRGDS  واحد 1در کنار  ELP ديپپت تکرار از پنتا 20طول 

 دياز اسرر 3/0نسرربت  ي، حرراوجفررت برراز 361طررول برابررر 

 مولکرول   Xaaيهرا  گراه يدر جا نيزولوسيبه ا نيوال يها نهيآم

ELP  هير  ن، چهرار ناح  3'و  5' يشرد. در دو انتهرا   يطراحر 

محر   شرده اسرت.    يگرذار  يجرا  الارر محدود ميآنز ييشناسا

 يبررا  (EcoRIو  BamHI) REIIو   REI يها ميآنز ييشناسا

 ييو دو مح  شناسرا  pUC18 درون وکتور کيالحاق  ن سنتت

 گاهيدرون دو جا( BglI و pflMI) REIVو   REIII يها ميآنز

REI  و REII کرردن  ن  زهيگومريال يبرا ELP  ن  يدر انتهرا 

شرده توسر  شررکت     ي.  ن طراحر سرت شرده ا  يگرذار  يجا

 .ديگرد سنتز(Canada-Biomatik)  کيوماتيب

 ELP 

pUC18ميبرا کمرک آنرز    ي ن سنتز ريتکث pfu در  مرراز يپل

 کير از هر  کرومولاريم 2/0با استفاده از  تريکروليم 25حجم 

از  کيرراز هررر  کرومررولاريم 200، 1جرردول  يهررا مرررياز پرا

از  تررريکروليم 3 ،(dNTP) تسررفات يتررر ديررنوکلئوت يدئوکسرر

و  ميزيمن ونيمولار  يليم 5/1شده،  صيتخل يديمحلول پلاسم

پرس از   يانجام گرتت.  ن مونرومر  2باتر، طبق برنامه جدول 

، دو (EcoRIو  BamHI) REIIو   REIيهررا ميبرررش بررا آنررز

 نيشرده برا همر    يخط pUC18 چسبان، مکم  با وکتور يانتها

شده پرس از   يو وکتور خط insert يها کند.  ن يها را م ميآنز

 DNA صيتخل تياز  ل آگارز توس  ک صيو تخل يجداساز

(Roche, Germany)مي، توس  آنز DNA T4 يدر دمرا  گازيل 

ملحرق   گرر يد کير ساعت به  1به مدت  گراد يدرجه سانت 22

بره   يشدند. ساختار وکتور حاصله توس  روش شوک حرارتر 

منتقر    CaCl2 ييايميمستعد شرده برا روش شر    زبانيسلول م

 ديسرف  يها يکلون يترانسفورم شده با بررس يها ي. باکترديگرد

 نيليسر  يو مقاومت بره آمپر   X-gal يحاو تيپل يبه رو يو آب

 ترانسفورم شده، توس  يها يباکتر يينها دييشدند. تا ييشناسا

PCR colony تفراوت   نير انجام گرتت با ا 2اساس جدول  بر

 (extention) زمان بس  استفاده شد و مرازيپل Taq ميکه از آنز

 PCR حاص  از يتوال ييدر نظر گرتته شد. صحت نها هيران 45

colony  توس sequencing ديگرد دييتا. 

ELP مرحلره،   نياز انجام اولر  پس

-ELP[(V7-I3)2 يحرراو ييابترردا pUC18 سرراختار وکتررور

GRGDS)]1 يهرا   ن وستنيبه هم پ يبرا ELP  ترا   يمونرومر

 هر مرحلره از  ي. در طديگرد جاديبه طول مورد نظر ا دنيرس

Recursive directional ligation (RDL)  وکتور حاصرله از ،

 RDL يمراحر  بعرد   يطر  رد هير دور قب  به عنوان مراده اول 

-ELP[(V7-I3)2 ي. به عنوان مثال، سراختار  نر  دياستفاده گرد

GRGDS)]2 با متص  شدن قطعه insert کننرده   اني ن ب يحاو

 ريقطعه مشابه با روش ز يدرون وکتور حاو ELP ديپپت پنتا 20

  ياز  ن مونومر يکپ کي يحاو pUC18 . وکتورديگرد جاديا

ELP[(V7-I3)2-GRGDS)]1 ميتوس  آنز pflMI    بره صرورت

 . دردير گرد لهيدتسفر زآلکالن تسفاتا ميدر آمده و با آنز يخط

اسرتخراج   تير شده، از  ل آگارز توسر  ک  يوکتور خط تينها

برا    PCRشرده،  يمکم  وکتور خطinsert   ن جاديا يشد. برا

 و وکتور مرازيپل pfu DNA ميو آنز 1جدول  يمرهايکمک پرا

 ELP[(V7-I3)2-GRGDS)]1- pUC18 شده در مرحلره   جاديا

برا   2قب  به عنوان الگو با انجام مراح  ذکر شرده در جردول   

 محصرول  انجرام گرترت.   ،يا قهيدق 1بس ( ) Extention زمان
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PCR  يها ميحاصله با آنز pflMI و BglI  ييصورت دو تابه 

 تير . در نهاديبرش خورده و سپس از  ل آگارز استخراج گرد

به هم متص  گشرته و بره    يشده و وکتور خط جاديا insert  ن

داده  حي. روش توضاتتندي قالانتE.coli - B21 (DE3)  زبانيم

-ELP[(V7-I3)2-GRGDS)]3 سرراخت  يشررده در بررالا برررا

pUC18 تيترانسفورم شده در نها يها سلول. ديتکرار گرد زين 

، و  PCRمحصررول نگيو سکوئنسرر colony PCR توسرر 

قطعره   يالارر و بررس محدود يها ميبا کمک برش آنز نيچن هم

 .قرار گرتتند دييحاصله مورد تا

 ELP pET-MODاز 

 يبررا  ،يشده در مطالعات قبلر  ديتول pET-MOD يانيوکتور ب

 قير وکترور از طر  نير استفاده شرد. ا  زهيگومريال ELP  ن انيب

 ييشناسرا  گراه يدو جا نيمرا بر   يتوال ييجا هو جاب يساز نهيبه

وکترور   کير ، کره  (+)pET32 در وکترور  XbaI و XhoI ميآنز

. دير گرد جراد ياسرت، ا  T7-promoter هير پر کاربرد بر پا يانيب

شده و پس از  جستيدا SfII ميبا آنز pET-MOD يانيب وکتور

. بعد از انجام الکتروتورز، وکترور  ديگرد ي، خطشدن لهيدتسفر

 زهيگرومر ي. پس از الديگرد صيتخل تياز  ل آگارز با ک يخط

 شرده درون وکترور   دير حاص  تول يها ي، توالELP کردن  ن

pUC18 يهرا  ميبرش برا آنرز   قياز طر pflMI و BglI   بررش

، از درون  ل يدينوکلئوت 990و   660، 330رده و قطعات خو

شدند. در سه واکنش مجزا، وکترور   صيتخل تيآگارز توس  ک

،  ELPکننده کد يها و  ن SfII ميبا آنز pET-MOD شده يخط

 يملحرق و وکتورهرا   گرر يد کيبه  Ligase-T7 ميآنز قياز طر

شردند.  ترانسرفورم   BL21 - E.coli زبانيمحاصله به  بينوترک

و  colony PCR توسر   تير ترانسفورم شده در نها يها سلول

 يشرد. بره منظرور بررسر     يبررس PCR محصول نگيسکوئنس

 PC اترزار  از نررم  ELP و نيت يها  ن ORF صحت ساختار و

(version1.4.2) plasmaDNA تيرر. در نهاديرراسررتفاده گرد 

 ينر يب شيپر  بيکنوتر يها يتوال ييايميو ش يکيزيمشخصات ت

قررار   يمورد بررسر expasy.org/protpara  توس  سرورشده 

 .گرتتند

 زبرررانيم

  E.coli - B21 (DE3) (1،2،3) پس از انتقال وکتور [ELP(Vv-

Ii)-GRGDS)] pET-MOD، بير نوترک نيپرروتئ  انير جهت ب 

  يدر ارلن حراو  زبانيکشت م ،ي. به صورت کلدياستفاده گرد

ml100 کشررت  ياز محرر Terrific Broth و ml/µg 100 

 220برا سررعت    و گراد يدرجه سانت 30 يدر دما نيليس يآمپ

 6/0بره   OD600  کره  نير انجام گرتت. بعرد از ا  قهيدر دق ورد

  مرول  يلر يم 1برا اضراته کرردن     نيالقرا سرنتز پرروتئ    د،يرس

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)  انجرررام

مرذکور جهرت     يها در شرا يباکتر ونيانکوباسگرتت و ادامه 

 زانير م يبررسر  ي. بررا اتتيادامه  بينوترک يها نيسنتز پروتئ

 1 زانير به م يباکتر يها شده، نمونه انيب بينوترک يها نيروتئپ

بره   g5000  برا دور  فو يبرداشته شد و پس از سانتر تريل يليم

 يري از محلول رو گراد يدرجه سانت 4 يدر دما قهيدق 15مدت 

-Sodium dodecyl sulphate  باتر نگيجدا و در محلول لود

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)   بره

 13 ل % يها بر رو جوشانده شد. سپس نمونه قهيدق 10مدت 

SDS-PAGE پررس از اتمررام الکتروتررورز،  .ديررگرد يريبررارگ

 4ZnSO ل توس   يمنف يزيآم س  رنگها تو نيپروتئ يبررس

 [.21انجام گرتت ] 

 pET-MODک وکتور ير شماتيتصو  .1 شکل
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 بير نوترک نيپروتئ دييتا يبرا

 Anti-His Tag يبراد  يبرلات و آنتر   شده از روش وسترن انيب

 ينيپروتئ يهاباند کيکه پس از تفک بيترت نياستفاده شد. به ا

ها با کمرک براتر انتقرال    باند نيا SDS-PAGEبا الکتروتورز 

درصرد   30، سيمولار ترر  يليم 40، نيسيمولار گلا يليم 39)

SDS  منتقر  شرد.    تروسرلولز يمتانول( به کاغرذ ن  صددر 20و

 Phosphate Buffer salineبا استفاده از باتر تروسلولزيکاغذ ن

tween-20 (PBST) در  يسرم گاو نيدرصد آلبوم 20 يحاو

ساعت پوشانده شرد. پرس از سره برار      1اتاق به مدت  يدما

 IgG anti-histone يباد ي، غشاء با آنتPBSTشستشو با باتر 

antibodiy  کونژوگه باHorseradish peroxidase (HRP)   برا

پس از شستشو، باند  اتاق مجاور شد. يدر دما 0000/1رقت 

و  نيدير بنز نرو يآم يد mg/ml 5/0با اضراته کرردن    ينيپروتئ

آشکار شد. سرپس واکرنش برا آ      ژنهيدرصد آ  اکس 01/0

 .ديمقطر متوقف گرد

 

 ELP ينگ  ن منومريمورد استفاده جهت کلون يمرهايپرا يتوال .1 جدول

  مرينام پرا مريپرا يتوال                           

 M13-20 forward 
 M13-20 reverse 

5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ 
5’-GGAAACAGCTATGACCATG-3’ 

 

 ترانسفورم شده يها يباکتر colony PCRو  ELP ير  ن منومريجهت تکث PCRبرنامه  .2 جدول

 PCRمرحله  گراد(يدرجه حرارت )درجه سانت زمان

 (Primary denaturation)يواسرشتگ 94 قهيدق 4

 Secondary denaturation 94 هيران 45

 (Annealing)اتصال  50 هيران 45

 (Extension)بس   02 هيران 45

 Final extension 02 قهيدق 0

 

 نيد شبه الاستيپپت يپلو ن يت ين هايپروتئ يکيواتورماتيب يبررس .3 جدول

 شده ينيش بيپ ORF يترمول مولکول
تعداد 

 نهيد آمياس

 يوزن مولکول

 شده ينيش بيپ

PI 
 ينظر

 شاخص

 کيفاتيآل

ELP[(V7-I3)2-GRGDS] 

1 

MGSEFGGSGGSGPGVGVPGVGVPGVGVPGIGVPGVGVP

GIGVPGVGVPGIGVPGVGVPGVGVPGVGGRGDSVPGVG

VPGVGVPGVGVPGIGVPGVGVPGIGVPGVGVPGIGVPGV

GVPGVGVPGWPWYWYWLEHHHHHH 

139 4/12502 25/6 05/94 

ELP[(V7-I3)2-GRGDS] 

2 

MGSEFGGSGGSGPGVGVPGVGVPGVGVPGIGVPGVGVP

GIGVPGVGVPGIGVPGVGVPGVGVPGVGGRGDSVPGVG

VPGVGVPGVGVPGIGVPGVGVPGIGVPGVGVPGIGVPGV

GVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGIGVPGVGVPGIGVPG

VGVPGIGVPGVGVPGVGVPGVGGRGDSVPGVGVPGVGV

PGVGVPGIGVPGVGVPGIGVPGVGVPGIGVPGVGVPGVG

VPGWPWYWYWLEHHHHHH 

249 2/21020 25/6 22/104 

ELP[(V7-I3)2-GRGDS] 

3 

MGSEFGGSGGSGPGVGVPGVGVPGVGVPGIGVPGVGVP

GIGVPGVGVPGIGVPGVGVPGVGVPGVGGRGDSVPGVG

VPGVGVPGVGVPGIGVPGVGVPGIGVPGVGVPGIGVPGV

GVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGIGVPGVGVPGIGVPG

VGVPGIGVPGVGVPGVGVPGVGGRGDSVPGVGVPGVGV

PGVGVPGIGVPGVGVPGIGVPGVGVPGIGVPGVGVPGVG

VPGVGVPGVGVPGVGVPGIGVPGVGVPGIGVPGVGVPGI

GVPGVGVPGVGVPGVGGRGDSVPGVGVPGVGVPGVGVP

GIGVPGVGVPGIGVPGVGVPGIGVPGVGVPGVGVPGWPW

YWYWLEHHHHHH 

359 1/30004 25/6 00/100 
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 نتايج
 ي نر  کاسرت 

ELP[(V7-I3)2-GRGDS)] کرره  ديررگرد يطراحرر يا برره گونرره

در  BamHI)و  EcoRI) REIIو  REIمحردودالارر   يها ميآنز

اتصرال  ن بره    يچسبنده را برا يانتها ،يدو سمت  ن مونومر

کند. در  يها تراهم م ميآنز نيبرش خورده با هم pUC18وکتور 

، REIIو  REI يهرا  ميآنرز  ييشناسرا  هير ناح 2 يقسمت داخل

 محرررررردودالارر ميآنررررررز 2 ييشناسررررررا هيررررررناح

 REIII و pflMI) REIV  و(BglI  نير (. ا2 دارد )شک وجود 

 زهيگرومر يال يبرا RE IV و   RE IIIميآنز ييشناسا يها يتوال

شردن  ن   زهيگرومر يرود. مراحر  ال  يبه کار م ELPکردن  ن 

ELP است. کاست آورده شده  3 در شک  کيبه صورت شمات

-ELP[(V7-I3)2کننررده مونررومر   کررد ديررگونوکلئوتيال ي نرر

GRGDS)]1 ابتدا در وکتور ،pUC18 ن  .ديکلون گرد insert 

 د،ير آ يم ديپد  RE IVو   RE III يها ميبرش با آنزکه توس  

برش خورده با  pUC18-ELP[(V7-I3)2-GRGDS)]1با وکتور 

 insert يهرا  به صورت مکم  است.  ن REIII (pflMI) ميآنز

 شيمنجر به اتزا يبا قرار گرتتن درون وکتور خط شدهخالص 

 شدند.  ELPطول شدن  ن  اتتني

ELP[(V7-I3)2-GRGDS)]1

pUC18يابتردا  ن مونرومر   در ELP  برا ،

شده و محصرول   ريبا صحت بالا تکث مراز،يپل Pfu ميکمک آنز

 REIIو   REI يهرا  ميتوسر  آنرز   نرگ يبه منظور سرا  کلون 

(BamHI  وEcoRI ) شررک  برررش خررورد( A4 سررپس  ن .)

شده برا   يخط pUC18درون وکتور  گازيل ميحاص  توس  آنز

 زبران ي( و به مB4 شک ) ديکلون گرد REIIو  REI يها ميآنز

E.coli-DH5α  حاصر  از   يها يکلون دييتا ي. برااتتيانتقال

استفاده شرد و   ياختصاص يها مريو پرا colony PCR کيتکن

 کرد. دييرا تا يصحت توال  Sequencing تيدر نها

ELPي ن مونومر نگياز کلون پس 

ELP   درون وکتورpUC18 شردن   زهيگومريدر مرحله اول، ال

 ELP (insert) يشد.  ن مونومر يريگيپ ريبه صورت ز يتوال

 مرراز، يپل pfu ميشده با آنز ريتکث ديتکرار پنتاپپت 20کننده  انيب

برش خرورد. در   BglIو  pflMIالارر  محدود يها ميتوس  آنز

-pUC18سرراخته شررده در مرحلرره قبرر   کتررورمرحلرره دوم و

ELP[(V7-I3)2-GRGDS)]1  ميتوس  برش با آنرز pflMI   بره

هرا   ميبرش خورده با آنز insertدر آمده و قطعه  يصورت خط

گردد تا سازه  يدرون وکتور متص  م گازيل DNA ميتوس  آنز

pUC18-ELP[(V7-I3)2-GRGDS)]2 شود. در مرحلره   جاديا

با  ديپپتتکرار پنتا 40 يقب  حاو رحله، وکتور حاص  از مسوم

-pUC18-ELP[(V7وکترور   جره يو در نت متص  شد insert ن 

I3)2-GRGDS)]3  وکتور حاصر ، از   دييتا يبه دست آمد. برا

 بينوترک يدهاي( و برش پلاسم1)جدول ياختصاص يهامريپرا

 ل  يقطعات حاص  رو يو بررس BglIو  pflMI يها ميبا آنز

 (.5 )شک  ديآگارز استفاده گرد

 ELP[GRGDS-(V7-I3)2] 1 يانيب يم و تواليآنز ييگاه شناسايبه همراه جا ير  ن مونومر سنتزيتصو  .2 شک 
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 ELPگومر شدن ژن يک از مراحل الير شماتيتصو  .3 شکل

 

محصول  يدينوکلئوت pb 441: قطعه  2، ستون BamHIو  EcoRI يم هايحاصل از برش با آنز يدينوکئوت pb 333 : قطعه1: مارکر،  ستونMستون  .4 شکل

PCR م يبا آنزpfu DNA  مراز يپل(A) ستون  .Mوکتور 1 : مارکر، ستون :pUC18 يم هايجست شده با آنزيدا EcoRI  و BamHIوکتور 2، ستون  :

pUC18  نک يص شده با تکنيتخلminiprep (B). 

 

ELP

pET-MODآمرده درون   دير پد ياز برش قطعرات  نر   پس

مکمرر   هيررقطعررات در ناح نيرر، اpUC-10 نررگيوکتررور کلون

 pET-MOD يانير درون وکتور ب SfII ميحاص  از برش با آنز

 PET-ELP[(V7-I3)2-GRGDS)] قرررار گرتتنررد. سرره وکتررور

مستعد شده بره   يها يبه باکتر يشوک حرارت قيحاص ، از طر

 يهرا  نيپروتئ ديو تول اتتهي نتقالا E.coli-B21 ييايميروش ش

سراعت   24صورت گرترت.   IPTGالقاء با  قياز طر بينوترک

هرا برا سررعت     سلول ب،ينوترک يها نيپروتئ انيپس از القاء ب

هرا   يباکتر وارهيکشت جدا و د  ياز مح قهيدور در دق 10000

 نيپررروتئ دير تول يرسر شرردند. بر بير تخر کاتوريتوسر  سرون  

برلات   و وسرترن  SDS-PAGE يها کيتکن قياز طر بينوترک

-V7)]وکترور   و نيت يها نيانجام گرتت و وجود هر سه پروتئ

I3(2-GRGDS)](1,2,3)  (.6 شک ) شد دييتا 
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حاصل از   يجفت باز 333: قطعه  1: مارکر، ستون M: ستون 3-شکل

م يبا آنز ELP -pUC18[GRGDS -(V7-I3)2] 1برش وکتور 

حاصل  از برش  يجفت باز 663: قطعه 2، ستون BglIو   pfiMIيها

و  pfiMI يم هايبا آنز ELP -pUC18[GRGDS-(V7-I3)2 ] 2وکتور

BglI ، 3حاصل از برش وکتور  يجفت باز 993: قطعه 3ستون 

[GRGDS -(V7-I3)2]ELP -pUC18 يم هايبا آنز pfiMI   وBglI 

 

 SDS-PAGEک يد شده با استفاده از تکنين توليد پروتئيي: تا6-شکل

(A) ک وسترن بلاتيو تکن(B)  .Mي: عصاره سلول ها 1 : مارکر،  ستون 

 ستون،  ELP -MOD-pET[GRGDS-(V7-I3)2 ] 1د  يپلاسم  يحاو

  ديپلاسم  يحاو ي: عصاره سلول ها2

 2 [GRGDS-(V7-I3)2]ELP -MOD-pETعصاره سلول 3 ،  ستون :

،  ELP -MOD-pET[GRGDS-(V7-I3)2] 3د يپلاسم  يحاو يها

 (.يانيد بي)سلول فاقد پلاسم ي: کنترل منف4ستون 

 

 گيري‌بحث و نتيجه
 مرار يب دهيد بيآس يها باتت ميباتت هدف ترم يدر مهندس

 نير باشرد ترا از ا   يمناسب م يستيز يها با استفاده از داربست

 يدر بسرتر  دهير د بيآسر  يهرا  سلول ينيگزيرشد و جا قيطر

. ردير هردف صرورت گ   يهرا  باتت و سلول گاهيمتناسب با جا

شوند که به صورت  يو ساخته م يطراح يا ها به گونه داربست

القراء   ييشده و توانا يخارج سلول کسيماتر نيگزيجا وقتم

 

رشرد،   يداروهرا، تاکتورهرا   يهرا  ناقر   به عنروان ها  داربست

مطالعه با  ني[. در ا25-22] کنند يها عم  م ميها و آنز هورمون

دهنرده   يبانيتعرال و بخرش پشرت    سرت يواحد ز ريدو ز بيترک

 متعادل از نظر ساختمان به دست آمد.  ياليومتريب يکيزيت

ELP است که به علرت   نيالاست يبرگرتته از توال يمولکول

 بانيگونراگون بره عنروان بخرش پشرت      يهرا  يژگيدارا بودن و

  ELPs (1: )دير انتخا  گرد اليومتريساختار ب يبرا يکيزيوتيب

 ييهرا  شود و سنتز آن وابسرته بره  ن   يکد م يکيبه صورت  نت

و  يوتيپروکرار  يهرا  متفراوت )سرلول   يها زبانياست که در م

 هير کرد شردن برر پا    تير دارنرد. قابل  انير ب تي( قابليوتيوکاري

 دياسر  يبر تروال  يگردد تا کنترل کامل يها باعث م اطلاعات  ن

شرونده آن وجرود داشرته     انيب نيپروتئ يو وزن مولکول نهيآم

و  کيتيسنت يها ها و داربست اليومتريدر ب که يباشد؛ در صورت

توسر    ELP انير ب( 2وجرود نردارد، )   يتيقرابل  نيچنر  يعيطب

 يبرالا  انير ب زانير شود و امکان م يکنترل م زبانيدر م ديپلاسم

(mg/l500( آن وجود دارد )ييباتت به مقدار برالا  يدر مهندس 

از  بيررنوترک ELP صي( تخلرر3باشررد(، ) يمرر ازيررن مرررياز پل

و برا   يکرومراتوگرات  زاتير به تجه ازيبدون ن زبانيم يها سلول

 ELP باشد. يارزان قاب  انجام م وساده  يها کياستفاده از تکن

وابسرته بره دمرا     ريپرذ  تاز برگشرت  رييحرارت، تغ ريتحت تار

خود  تيبا خاص ELPs يها صورت که مولکول نيدهد، به ا يم

 ريير تغ يبالاتر از دمرا  يدما شيبا اتزا يکاليدروتوبيه يتجمع

(Transition temperature: Ttما ،)ها  از مولکول يچسبناک عي

ترراز  رييررتغ نيرردهنررد. ا يمرر  يتشررک coacervate امرا برره نرر

آن را از  يامکران جداسراز   ELP يهرا  ولکرول م ريپذ برگشت

در  ريير تغ ي( توانائ4دهد، ) يم و يفيمحلول با استفاده از سانتر

از  کيسکوالاسرت يمراده و  جاديبه منظور ا ELP نيسازه پروتئ

 ي( سرازگار 5متقراطع وجرود دارد، )   يونردها يپ جراد يا قيطر
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را  ELPنبرودن آن،   مونو نيو ا يريپذ بيتخر ستيز ،يستيز

 [. 20-26،10مناسب نموده است ] اريباتت بس يمهندس يبرا

 يسرت يتعرال ز  يهرا  مطالعات گونراگون اتصرال گرروه    در

 RDEV [29]،(KGF) ياتصررال سررلول  يچررون ترروال  هررم

Keratinocyte growth factor  [30]،insulin-like growth 

factor binding protein 4 (IGFBP4)  [31] ،glucagone-

like-peptide1 (GLP-1)  [32،]p21Waf1/Cip1-derived 

cell cycle inhibitory peptide (p21)  [33]ني، لاکترروتر 

(L12) [34و ...، برره ترروال ]ي ELP شرردن و  و نيررت تيررقابل

 دهد.  يماده را نشان م نيا يستيمتنوع ز يها کاربرد

در  ELPپنترامر   يتکرار يها يمطالعه در کنار توال نيا در

به عنوان بخرش   GRGDSپنتامر  ياز توال ب،ينوترک اليومتريب

 نير به کار برده شد. معمولاً ا اليومتريتعال در ساختار ب ستيز

 - 3و بتا  5آلفا  - 1بتا  يها نينتگريا يها رندهيتوس  گ يتوال

 يتروال  نياند که ا . مطالعات نشان دادهشود يم ييشناسا  5آلفا 

 ي[. تروال 36،35] گرردد  يم ييشناسا رندهيگ 12حداکثر توس  

GRGDS باعث چهار  ،يسطح سلول يها نينتگريبا اتصال به ا

  ،يکه عبارتند از: واکنش اتصال سلول گردد يم يواکنش آبشار

  يو تشک ينياسکلت اکت  يها، تشک پخش شدن سلول کيتحر

 يمرتب  با رتتار سلول گناليانتقال س يراکه ب ياتصالات سطح

 يو همکاران از توال Nicol[. 30] دارد تياهم يو چرخه سلول

-X20 يها يتوال يحاص  از اتصال متقاطع کوالانت يا زهيمريپل

poly-(GVGVP)   يبرررا تررروال X20-poly[n(GVGVP) 

(GRGDSP)]     رشرد   شيحاص  شرده، جهرت اتصرال و اترزا

  يگراو  يگرامنت يل چينر  بروبلاسرت يو ت يآئورت گاو الياندوتل

بردون   ELP مرر يپل ها نشران داد کره   استفاده کردند. مطالعه آن

 ELPهرا دارد و   در اتصال سلول يکم ييتوانا ،ييشناسا يتوال

است  يضرور يباتت رگ ونديپ يتعال به منظور مهندس ستيز

[30 .]Liu شرده   لره يپگ مرر يو همکاران از پلELP-RGD   بره

  يهرا  ، بخرش شردن و مهراجرت سرلول    صالات يمنظور بررس

[.  39اسرتفاده کردنرد ]   يبنرد براف انسران    اهرگيسر  الياندوتل

Huang  و نيررت بيررنوترک نياز پررروتئو همکررارانTumor 

necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 

(TRAIL) به صورت RGD-TRAIL-ELP    اسرتفاده و نشران

ترگ   ن،يپرروتئ  تير محلول شيزااتر  عرلاوه برر   ELPکه دادند 

 ريررروش غ قيرراز طر نيپررروتئ صيجهررت تخلرر  يمناسررب

 [.40است ] يماتوگراتکرو

 ن  يتروال  ک،ير  نت يمطالعه، با استفاده از مهندسر  نيا در 

به صورت  GRGDSو  ELP و نيکننده ت انيب کيمونومر سنتت

گرترت. پرس از    يجرا  pUC18 نگيدرون وکتور کلون يمتوال

شرده   زهيگرومر يال يهرا  هرا،  ن  يپشت سر هرم تروال   نگيکلون

 يانير درون وکترور ب  ،ELP دير پنتاپپت 60و  40، 20کننده  انيب

pET-MOD  ي.  ن مونررررومرديررررسررررا  کلررررون گرد 

GRGDS+ELP طول  شيو اتزا گريد کيمتص  شدن به  يبرا

( هنگرام  1: )دير گرد يطراحر  کررد يبا سه رو يديپپت يسازه پل

 ني( ا2) ند،يسر به ته خود را حفظ نما يريگ ها جهت اتصال  ن

اتصرال   هيدر ناح يواحد اضات ريگونه ز چيه جادياتصال باعث ا

در دو  REIIو  REIاز  ياصرل  ييشناسا يها تي( سا3نشود، )

 ييشناسرا  تيسرا  چيهر  يشده حفظ گردد ول مري ن دا يانتها

 نگردد.  جادياتصال ا هيناح يداخل هيدر ناح يميآنز

 بير نوترک ديحامر  پلاسرم   E.coli يها القاء سلول از پس

 قير از طر يشدند و با بررس انيب بينوترک و نيت يها نيپروتئ

قررار گرترت.    ديير برلات مرورد تا   و وسترن SDS-PAGE ل 

برا انردازه    سره يدر مقا بير نوترک يهرا  نياندازه پرروتئ  يبررس

 يکيوانفورمرات يب يهرا شرده توسر  ابزار   ينر يب شيپر  يمولکول

 نسبتاً ي، حرکتELP و نيت يها ني( نشان داد که پروتئ3ول)جد

نشران   PAGE-SDSشرده درون  ل   ينيب شيپ زانيکندتر از م

 يهرا  نيمتعارف در مشاهده در پروتئ ريغ شياتزا نيدهد. ا يم

ELP [. 42،41،4] گرزارش شرده اسرت    زين گريدر مطالعات د

 يشر رو ELP يتروال  ونيزاسر يگومرينترايج نشران داد کرره ال 

متفاوت اسرت.   يها با طول يديپپت مريپل ديقدرتمند جهت تول

 ينيگزيمطالعه نشان داده شده است که جرا  نيعلاوه بر آن در ا

در  نيو وال نيزولوسيا کيدروتوبيهو  يتکرار يها نهيآم دياس

 نيپروتئ انيدر ب يريتار Tt يبه جهت کاهش دما ELPپنتامر 

 يحاص  ابزار مناسب بيوترکن يها نيگذارد. پروتئ ينم بينوترک

 .باشد يم يآت قاتيدر تحق اليومتريجهت استفاده به عنوان ب
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 تشكر و قدردانی
حوزه  يتهايو حما يپژوهش با استفاده از امکانات مال نيا

 نياراک انجام شد. برد  يدانشگاه علوم پزشک يمعاونت پژوهش

و  ريمحترم آن تقرد  يو اعضا ياز حوزه معاونت پژوهش لهيوس

 . گردد يتشکر م
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Introduction: Elastin-like polypeptide (ELP) s an artificial biopolymer and a pentapeptide with 

repeating motif of Val-Pro-Gly-Xaa-Gly (VPGXG). The structure is derived from extracellular cellular 

matrix (ECM) elastin. Protein-based polymers, which are composed of repeat units of natural or unnatural 

amino acids, have recently emerged as a promising new class of materials. The unique properties of ELPs 

such as being genetically encoded in a heterologous host (e.g., bacteria or eukaryotic cell), excitability 

under the influence of environmental factors, biocompatibility and biodegradability made them popular in a 

wide variety of biomedical applications.  

Materials and Methods: In this study, 330bp GRGDS-ELP monomer gene (expressing21 pentapeptide) 

was oligomerized into the cloning vector pUC to produce 990bp trimer gene (expressing63 fusion 

pentapeptide).After confirming gene structure by sequencing, the gene sequence was subcloned into pET-

MOD expression vector and transduced into the E.coli.  

Results: Recombinant protein expression was induced by IPTG and the accuracy of the recombinant 

protein was confirmed by SDS-PAGE and Western blotting.  

Conclusion: With mentioned method, ELP was obtained for further studies. 
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