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 چكيدٌ

ٛا٘ذ ٞز ت ٔی VPGXG (Xی تىزاری اس پٙتب پپتیذ ٞب یه پّیٕز سیغتی ٔقٙٛػی ؽبُٔ تٛاِی ELPپزٚتئیٗ ؽجٝ الاعتیٗ یب  مقدمٍ:

اعت.  زیپذ ثزٌؾتاعیذآٔیٙٝ ثٝ غیز اس پزِٚیٗ ثبؽذ( اعت. ایٗ پزٚتئیٗ یه پّی پپتیذ ٚاوٙؾٍز دٔبیی اعت وٝ دارای یه فبس ا٘تمبِی 

ٔحَّٛ در  فٛرت ثٝی آثی ٞب ؽىُ فضبیی ثبس ؽذٜ درآٔذٜ ٚ ثٙبثزایٗ در ٔحَّٛ ٝث ELP ِٔٛىَٛ(، Ttدر دٔبی سیز دٔبی ا٘تمبِی )

ؽٛد. ٞذف  ٔیغیز ٔحَّٛ ٚ ؽجٝ آٌزیٍٝ اس ٔحَّٛ خبرج  فٛرت ثٝ ELPیبثذ،  ٔیتغییز ٚ افشایؼ  Ttٚلتی دٔب ثٝ ثبلاتز اس أب ؛ آیذ ٔی

 .اعت Tt ٔجٙبی ثز ELP60ٔغبِؼٝ اخیز، ٕٞغب٘ٝ عبسی، ثیبٖ ٚ ارسیبثی فؼبِیت 

ثبسی( ثب اعتفبدٜ  900) ELP60 بسی ؽذ. عپظٕٞغب٘ٝ ع pBluescript ثبسی( عٙتش ٚ درٖٚ پلاعٕیذ 150) ELP10اثتذا   :بررسيريش 

تغییز یبفتٝ سیز ٕٞغب٘ٝ عبسی ؽذ ٚ  pET25درٖٚ پلاعٕیذ  ELP60ٟ٘بیت  . درؽذ( تِٛیذ RDLاس رٚػ اِحبق تىزاری ٞذایت ؽٛ٘ذٜ )

 (ITCبِی ٔؼىٛط )ٚ ا٘دبْ چزخٝ ا٘تم Ttٔجٙبی  ثز ELP60 تبییذ ٌزدیذ. ٕٞچٙیٗ پزٚتئیٗ SDS-PAGEثب اعتفبدٜ اس رٚػ  ELP60ثیبٖ 

 اعت، تخّیـ ٌزدیذ. ELP60وٝ ثیبٍ٘ز فؼبِیت 

 %( در یه ٔزحّٝ 90ٚ)در حذٚد  ELP60 شیآٔ تیٔٛفمؽذ ٚ ثیبٖ ٚ تخّیـ  ذیتِٛ pET-ELP60 ثیب٘ی ٘تبیح ٘ؾبٖ داد عبسٜ وتبيج:

 ثذٖٚ ٘یبس ثٝ عتٖٛ وزٚٔبتٌٛزافی فٛرت ٌزفت.

ی دارٚیی ٘ٛتزویت، دارٚرعب٘ی ٞب عبدٜ ٚ عزیغ پزٚتئیٗ یعبس خبِـٖ در سٔیٙٝ تٛا ٔیاس پزٚتئیٗ ٘ٛتزویت تِٛیذی  گيری: وتيجٍ

 .ٞٛؽٕٙذ ٚ ٟٔٙذعی ثبفت اعتفبدٜ ٕ٘ٛد
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 مقدمٍ

 ی٘ب٘ٛ ٚ وبرثزدٞبی فٙبٚرٚ  فٙبٚری سیغتیرٚسافشٖٚ  یؾزفتپ

 ٔٛاد سیغتیثٝ  یبسعجت ٘ ی،ٚ دارٚرعب٘ یٞب در پشؽى آٖ یغٚع

 یتوٝ لبثّ یٔٛاد یذثبلا ؽذٜ اعت. أزٚسٜ تِٛ ییثب وبرا یذخذ

 داؽتٝ ثبؽٙذ یغیٔح یظؽزا ییزثٝ تغ یدٞ ٚ پبعخ یخٛدتدٕؼ

 ٞب، یٗ٘مؼ پزٚتئ یبٖٔ یٗا رثزخٛردار اعت. د ییثغشا یتاس إٞ

 یٞب ٔٛوَٛ یزاس عب ،ٞب آٖ یذثبلا ٚ عِٟٛت تِٛ تٙٛع ثٝ دِیُ

  أىبٖ تٛعؼٝ یهص٘ت یٟٔٙذعدر٘تیدٝ  تز اعت. پزرً٘سیغتی 

 یٕزٞبیٚ ػّٕىزد ٔؾبثٝ پّ یچیذٌیثب پ یذخذ پّیٕزٞبی سیغتی

را فزاٞٓ ٕ٘ٛدٜ اعت. ثب اعتفبدٜ  یؼتعبختٝ ؽذٜ در عج یؼیعج

 ٞبی یٗأىبٖ ٚخٛد دارد وٝ ا٘ٛاع دٚٔ یٗا DNAاس عٙتش 

 ٞبی یضٌیوٝ ٞٓ ٚ یٓثىبر ثجز یٗپزٚتئ یهرا در  یػّٕىزد

 یشٟٔبخزت ٚ تٕب ٞبی یضٌیاتقبَ ثٝ عَّٛ را داؽتٝ ثبؽذ، ٞٓ ٚ

ثٝ ٔٙظٛر اعتفبدٜ ٚ وبرثزد لاسْ را  یىیٔىب٘ ٞبی یضٌیٚ یشٚ ٘

اس ایٗ ٔٙظز، یىی اس پّیٕزٞبی سیغتی  داؽتٝ ثبؽذ.ٔٛرد ٘ظز، 

 شؽىی ٚ فٙبٚری سیغتی سیبدیپٔقٙٛػی وٝ دارای وبرثزدٞبی 

( ELP, Elastin like protein) ٗیالاعت پپتیذ ؽجٝ پّیاعت، 

ٔؾتك ؽذٜ  ٟٔٙذعی ٚ سیغتی ٔقٙٛػی ٕزیپّیه  ELPاعت. 

 شیٌز آةی ٞب ٔٛخٛد در ثخؼ یا ٙٝیذآٔیاعاس تٛاِی 

یه پّیٕز ٞٛؽٕٙذ، لبثّیت  فٛرت ثٝوٝ  تزٚپٛالاعتیٗ اعت

، اغّت ELP یا ٙٝیذآٔیاعتزادف  (.1،2) خٛد تدٕؼی را داراعت

آٔیٙٛاعیذ  5اس  وٝاعت  )پبِیٙذرْٚ( تٛاِی تىزاری ؽبُٔ

VPGXG  ُؽٛد. ٔیتؾىی X خش ثٝ ٙٝیذآٔیاعتٛا٘ذ ٞز  ٔی 

ؽٛد وٝ ارتجبعبت  پزِٚیٗ ثبؽذ. داخُ ؽذٖ پزِٚیٗ عجت ٔی

(. 3-5) بثذیپپتیذ ؽجٝ الاعتیٗ تغییز  ثزای اتقبَ پّی شیٌز آة

یه پّی پپتیذ ٚاوٙؾٍز ٌزٔبیی اعت وٝ  ELPاس عٛی دیٍز، 

. ثزای ایٗ خبفیت خٛدتدٕؼی ٚاثغتٝ ثٝ دٔب اعتدارای 

پزٚتئیٗ عٙتشی، یه دٔبی ٚاوٙؾی ثٙبْ دٔبی ا٘تمبِی ٔؼىٛط 

(RTC or ITC, Reversible or Inverse Transition Temprature 

 LCST, Lower Critical( یب وٕتزیٗ دٔبی ثحزا٘ی ٔحَّٛ )

Solution Temprature)  ٚیضٌی پزٚتئیٗ ٌزدد یٔتؼزیف .ELP 

ز دٔبی ٔحَّٛ ٚاوٙؼ، وٕتز اس  تمبِی عٛری اعت وٝ اٌ دٔبی ا٘

(Tt ،) ،یٞب ٔٛوَٛثبؽذ ELP  ٜوب٘فٛرٔبعیٖٛ ٌغتزدٜ ایدبد وزد

أب ؛ ٌیزد ٔیٔحَّٛ لزار  فٛرت ثٝٚ ثٙبثزایٗ در ٔحَّٛ ٚاوٙؼ، 

تغییز  Ttز اس ٚلتی دٔبی ٔحیظ ٚاوٙؼ را ثٝ دٔبی ثبلات

خیّی عفت ٚ ٔحىٓ  فٛرت ثٝ ELP یٞب ِٔٛىَٛدٞیٓ،  ٔی

لغؼبت غیز ٔحَّٛ ٚ آٌزیٍٝ  فٛرت ثٝدرآٔذٜ ٚ اس ٔحَّٛ آثی 

، ثب تٛخٝ ثٝ ELPخٟت عٙتش  (.6-8)ؽٛد  ٔیؽذٜ، خبرج 

 یاثذاػ ی، اس رٚؽآٖدر  یٍٛٔزیشاعیٖٛٚ اِ یتىزار یعبختبرٞب

 RDL, Recursiveاِحبق تىزاری ٞذایت ؽٛ٘ذٜ ) ثٝ ٘بْ

Directional Ligation)  ٜتىثیز ا٘دبْ ٔٙظٛر ثٝ .ؽٛد ٔیاعتفبد 

 الاعتیٗ ؽجٝ پپتیذ پّی اس تبیی 10-5 تٛاِی اثتذا رٚػ، ایٗ ثب

 ا٘دبْ ثبر ٞز در عپظ ٚ ؽٛد یٔ عٙتش وٛتبٜ اِیٍٛٔز یه در

RDLٗآٖ ٚ اس ٌزدد ٔی ٔتقُ ؽذٜ خغی ٚوتٛر ثٝ لغؼٝ ، ای 

 (.9،10) ٌزدد یٔ تٟیٝ ٔتفبٚت یٞب تٛاِی ثب ص٘ی وتبثخب٘ٝ یه

ELP  اس  یبریٔٛضٛع ثغ تبوٖٙٛ عبَ پیؼ 45حذٚد اس

 یٗا یوبر ثز رٚ یزعبَ اخ 20ٚ در  ثٛدٜ اعتٔغبِؼبت 

در  پپتیذ یپّ یٗاعت. ا یبفتٌٝغتزػ  یبرٞب ثغ ٔبوزّٚٔىَٛ

ؽذٜ  یبٖٚ لبرذ ث یبٌٜ ی،ثبوتز اسخّٕٝ یٔختّف ٞبی یشثبٖٔ

ا٘دبْ  E.coliدر  ٖآ یبٖث یٔغبِؼبت ثز رٚ یؾتزیٗاعت وٝ ث

دارای  ELP وٝ اؽبرٜ ؽذ، ٌٛ٘ٝ ٕٞبٖ .(11-13) ٌزفتٝ اعت

فٙبٚری سیغتی ٚ  یٞب در حٛسٜ ٚ ٚعیؼیوبرثزدٞبی ٌغتزدٜ 

ٚ ٔذت  یشأٖ یؼافشا یـ،تخّ ٞبی یٙٝوبٞؼ ٞش .اعتپشؽىی 

 یذتِٛ ی،عزعب٘ یٞب ٞب ثٝ خقٛؿ عَّٛ رعب٘ؼ دارٚ ثٝ عَّٛ

 ٞبی یغُٔ یذثبفت، تِٛ یٟٔٙذع یٔغّٛة ثزا ٞبی یذرٚصَٞ

 یٟٗٔٓ ا ٞبی یتاس خّٕٝ ٔش فٙبٚری ٘ب٘ٛٔٙبعت حبُٔ دارٚ در 

ٗ یراحت ا یذأىبٖ تِٛ یٍز،. اس عزف د(14) اعت پّیٕز سیغتی

 یتٛاِ یكأىبٖ وٙتزَ دل یشٚ در حدٓ ثبلا ٚ ٘ یدر ثبوتز پّیٕز

٘تیدٝ  در .افشایذ یپزداختٗ ثٝ آٖ ٔ یتثز إٞ یٛپّیٕزٚ رفتبر ث

ثٝ دِیُ  تٛاٖ ٔیرا  ػّت وبرثزد ٚعیغ ایٗ پزٚتئیٗ ٔقٙٛػی

سیز خلافٝ  فٛرت ثٝوٝ  دا٘غتآٖ  ثٝ فزدی ٔٙحقز ٞب ٚیضٌی

تب  0دارای دأٙٝ ٚعیؼی ) ELPٔزثٛط ثٝ  Tt( 1). ؽٛد ٔیثٙذی 

ایٗ خقٛفیت  ثز اعبطدر٘تیدٝ  .ٌزاد( اعت درخٝ عب٘تی 100

ثزای وبرثزدٞبی اختقبفی  ELPتّف ی ٔخٞب ٕ٘ٛ٘ٝ تٛاٖ ٔی

، )٘ظیز رٞبیؼ دارٚ، تِٛیذ دارٚی ٘ٛتزویت یب دارٚٞبی وبؽتٙی(
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ثٝ تٛا٘ذ اس یه ٔٙٛٔز اِٚیٝ  ٔی ELP( 2) (.9،15) عزاحی ٕ٘ٛد

پّیٕزٞبیی ثب  فٛرت ثٝ، E.coli٘ٛتزویت درٖٚ ثبوتزی  ؽىُ

 ؽذٜ وٙتزَ در رٞبیؼ دٝیدر٘تی ٔتفبٚت تِٛیذ ٌزدد. ٞب ا٘ذاسٜ

داخُ ثذٖ وٝ در ، حذف آٖ اس ثذٖ ٚ ٘یٕٝ ػٕز پّیٕز دارٚ

 ELP( 3)(. 16،17) اعت زٌذاریتأث، اعتٚاثغتٝ ثٝ عَٛ پّیٕز 

 یا ٙٝیٞشتٛا٘ذ در ٔیشاٖ ٌزْ در ِیتز تِٛیذ ؽٛد وٝ اس ٘ظز  ٔی

یه پّیٕز عبسٌبر سیغتی  ELP (4) (.18) اعت فزفٝ ثٝٔمزٖٚ 

٘ذ ٔٛرد اعتفبدٜ لزار تٛا ٔیِذا در ٔغبِؼبت درٖٚ ثذٖ  ،اعت

لزار دادٜ  ٙٝیذآٔیاعتٛا٘ذ ثزٔجٙبی ٘ٛع  ٔی ELP( 5) (.19) ٌیزد

ی ٞب ، ػلاٜٚ ثز دٔب، ٘غجت ثٝ عبیز ٔحزنXؽذٜ در ٔٛلؼیت 

ٚ ٘ٛر( ٘یش ٚاوٙؼ  pHفیشیىی )٘ظیز ػٛأُ احیبیی، 

 (.20-22دٞذ )خٛدتدٕؼی اس خٛد ٘ؾبٖ 

ٕز سیغتی پّی ٚ ٘ٛتزویت ٔقٙٛػی ٞذف تحمیك حبضز تِٛیذ

ELP60  ٖ35ثبسی ٚ ٚسٖ ِٔٛىِٛی حذٚد  900ثٝ ٔیشا 

اعت. ثب تٛخٝ ثٝ  RDL یِٔٛىِٛ، ثب اعتفبدٜ اس رٚػ ویّٛداِتٖٛ

ػّٕىزد ثٝ خقٛؿ  ELP ثٝ فزدخقٛفیبت ٔٙحقز 

تخّیـ ایٗ پزٚتئیٗ ثب  شیآٔ تیٔٛفم، ا٘دبْ آٖخٛدتدٕؼی 

 ، ثیبٍ٘ز فحت ػّٕىزد ٕ٘ٛ٘ٝ پزٚتئیITCٗ رٚػ اعتفبدٜ اس

تٛا٘ذ در ٔغبِؼبت ثؼذی ثزای  ٔیوٝ  ٘ٛتزویت تِٛیذی اعت

 .ی پشؽىی ٔٛرد ثٟزٜ ثزداری لزار ٌیزدٞب اعتفبدٜ

 بررسي ريش

 :ELPٔزیشاعیٖٛ اِیٍٛ

وٝ ثٝ رٔش  10[VPGV(G/A)G]ثب تٛاِی  ELP10اثتذا ٔٙٛٔز 

اعت تٛعظ ؽزوت صٖ فٙبٚراٖ عٙتش ؽذ  ٙٝیذآٔیاع 50درآٚر٘ذٜ 

. ٕٞغب٘ٝ عبسی ؽذ pBluescript عیٕذپلا EcoRVٚ در خبیٍبٜ 

ی ٞب ثٝ ٔٙظٛر اِیٍٛٔزیشاعیٖٛ ٚ سیز ٕٞغب٘ٝ عبسی، خبیٍبٜ

5ثٝ تزتیت در ا٘تٟبی  PflMI  ٚBglIآ٘شیٕی 
/  ٚ3

 ELP10تزادف  /

 (.1)ؽىُ  لزار دادٜ ؽذ

 

 

 

 

 ELP10ٚ ٘مؾٝ ص٘ی  یا ٙٝیذآٔیاع: تقٛیزی اس تزادف 1ؽىُ 

 

 ELPپّیٕز  5اس  یا وتبثخب٘ٝ RDLعپظ ثب اعتفبدٜ اس رٚػ 

آٔذ. ثزای ایٗ ٔٙظٛر اثتذا پلاعٕیذ ٘ٛتزویت حبٚی  ثٝ دعت

ELP10  ٝوpBlue-ELP10 ْؽذٜ ثٛد، ثب اعتفبدٜ اس دٚ  یٌذار ٘ب

آساد ٌزدد.  ELP10 ٞضٓ ؽذ تب لغؼٝ PflMI  ٚBglIآ٘شیٕی 

، PflMIثب اعتفبدٜ اس آ٘شیٓ  pBlue-ELP10ثٝ ٔٛاسات پلاعٕیذ 

5ا٘تٟبی  خغی ؽذٜ ٚ
 CIP, calfآٖ تٛعظ آ٘شیٓ فغفبتبس ) /

intestinal alkaline phosphatase ٝٔدفغفٛریّٝ ؽذ. در ادا ،)

ٚ ثب اس رٚی صَ تخّیـ  خغی ؽذٜ ٞز دٚ لغؼٝ ص٘ی ٚ پلاعٕیذ

 یثبوتز، ثٝ ٕٞذیٍز ٔتقُ ٚ درٖٚ ِیٍبس T4اعتفبدٜ اس آ٘شیٓ 

E.coli  ٝعٛیXL1-Blue ثبر  5ثؼذ اس  ا٘تمبَ یبفت. ثز ایٗ اعبط

ثٝ تزتیت ا٘دبْ ٚ  ELP10، اِیٍٛٔزیشاعیٖٛ RDLتىزار رٚػ 

ELP20 ،ELP30 ،ELP40 ،ELP50  ٚELP60 آٔذ  ثٝ دعت 

(. اِیٍٛٔزیشاعیٖٛ فحیح ثب اعتفبدٜ اس ٞضٓ دٚ آ٘شیٓ 2)ؽىُ 

 ٚ تؼییٗ تزادف pBlue-ELP (BglI  /PflMI )پلاعٕیذ 

ELP60 .تبییذ ٌزدیذ ، 
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 RDLٚ ٘حٜٛ اِیٍٛٔزیشاعیٖٛ ثب اعتفبدٜ اس رٚػ  pBlue-ELP60: ٘مؾٝ پلاعٕیذی 2ؽىُ 

 

 :ELP60ٕٞغب٘ٝ عبسی ٚ ثیبٖ 

ٚوتٛر تغییز ؽىُ  اس ،ELP60 ثزای ٕٞغب٘ٝ عبسی ٚ ثیبٖ

( اعتفبدٜ ؽذ. در ٚوتٛر Novagen, 69753-3) pET25bیبفتٝ 

 ثیٗ دٚ خبیٍبٜ SfiIخبیٍبٜ ثزػ آ٘شیٕی  ،تغییز ؽىُ یبفتٝ

ایٗ تزادف ثب تزادف  اضبفٝ ؽذٜ اعت. NdeI  ٚEcoRIآ٘شیٕی 

پظ اس اتقبَ لغؼٝ  ،ELP (VPGV (G/A) G)پبِیٙذرٚٔی 

ELP60 درٖٚ پلاعٕیذ  pET25b .خٟت ، عبسٌبر اعت

، در pBlue-ELP60 اس پلاعٕیذ ELP60عبسی، اثتذا لغؼٝ  ٕٞغب٘ٝ

ٝ ؽٛد. ث ٔیخذا ٚ تخّیـ  NdeI  ٚEcoRIاثز ٞضٓ دٚ آ٘شیٕی 

خغی ٚ  SfiIتغییز یبفتٝ ٘یش ثب آ٘شیٓ  pET25bٔٛاسات، پلاعٕیذ 

 ثٝ دعتپظ اس اتقبَ دٚ ثخؼ، ٔحقَٛ  ٌزدد. ٔیتخّیـ 

 .ا٘تمبَ یبفت XL1-Blueعٛیٝ  E.coli یثبوتزآٔذٜ درٖٚ 

( ثب اعتفبدٜ اس ٞضٓ دٚ pET-ELP60پلاعٕیذ خذیذ تِٛیذی )

 پلاعٕیذ  در ادأٝ تبییذ ٌزدیذ. (NdeI  /EcoRIآ٘شیٕی )

pET-ELP60،  ثٝ ثبوتزی ثیب٘ی ا٘تمبَ یبفت ٚ پظ اس وؾت

ٚ دٔبی  ٗیّیع یآٔپ µg/ml 50 ثبوتزی در ٔحیظ وؾت حبٚی

، ثب اعتفبدٜ اس OD600=0.6ٚ رعیذٖ ثٝ  ٌزاد یعب٘تدرخٝ  37

، اِمبء فٛرت ٌزفت. در ٟ٘بیت ثیبٖ IPTG ٔٛلار یّیٔیه 

 رعی لزار ٌزفت.ٔٛرد ثز SDS-PAGEپزٚتئیٗ ثب اعتفبدٜ اس 

 :ELP60تخّیـ 

ثب اعتفبدٜ اس عٝ ثبر تىزار ٌزٔب دٞی ٚ  ELP60 تخّیـ

 (، ا٘دبْ ؽذ. ثزای ایٗ ٔٙظٛرITCرٚػ )عزٔبدٞی ٔتٛاِی 

چزخٝ عٛ٘یىبعیٖٛ  10ػقبرٜ عِّٛی ثبوتزی ٘ٛتزویت، ثؼذ اس 

ٚ  NaCl ٔٛلار یّیٔ( ٕٞزاٜ ثب یه PBSدر ثبفز ٕ٘ىی فغفبت )

آٔذ. ثزای  ثٝ دعتدلیمٝ،  15 ثٝ ٔذت g 12000عب٘تزیفٛص 

درخٝ  37دلیمٝ در  30 ثٝ ٔذتعیىُ ٌزٔبدٞی، ػقبرٜ حبفّٝ 

، رعٛة عِّٛی وٝ ٛصیفیعب٘تزلزار ٌزفت ٚ پظ اس  ٌزاد یعب٘ت

عزٔبدٞی  چزخٝاعت، پظ اس ٔحَّٛ عبسی ثزای  ELP یحبٚ

لزار ٌزفت. ایٗ  ٌزاد یعب٘تدرخٝ  4دلیمٝ در دٔبی  30 ثٝ ٔذت

 ٞز چزخٝ خٟت آ٘بِیش ثب ثبر تىزار ؽذ ٚ اس  ٔزاحُ عٝ

SDS-PAGE ،ٕٝ٘ٛ٘ ؽذ. یثزدار 

 وتبيج

 ٚ عبسٜ ثیب٘ی ELP60عٙتش ٔقٙٛػی 

 رٚػ ارائٝ دادٜ ؽذٜ اس عٛی ثز اعبطعٙتش ٔقٙٛػی 

 ٗیثز اا٘دبْ ٌزفت.  RDL ثبر تىزار 5( ٚ پظ اس 8) چیىٛتی

 دعت ثٝ ELP60تب  ELPاس  یا وتبثخب٘ٝ ELP10اعبط اس ٔٙٛٔز 

درفذ ٔٛرد ثزرعی  1. وتبثخب٘ٝ تِٛیذی ثزٚی صَ آٌبرٚس آٔذ

، RDL(. ٔغبثك ؽىُ ثؼذ اس ٞز ٔزحّٝ 3لزار ٌزفت )ؽىُ 

ثب  ؛ وٝؽٛد ٔیثبسی ثٝ ٔٙٛٔز اِٚیٝ اضبفٝ  150یه لغؼٝ 

، 300( لغؼبت PfimI / BglIاعتفبدٜ اس ٞضٓ دٚ آ٘شیٕی )

ذا ثبسی اس پلاعٕیذ ٔزثٛعٝ خ 900ٚ  750، 600، 450

( ثزای pBlue-ELP60ؽٛد. در ٟ٘بیت پلاعٕیذ آخز ) ٔی

 درٖٚ پلاعٕیذ تغییز ؽىُ یبفتٝ ELP60 یعبس زٕٞغب٘ٝیس

pET25 ٜؽٛد. ٔی، ثىبر ثزد 
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، ٔحقَٛ ٞضٓ  pET-ELP60خٟت تِٛیذ پلاعٕیذ ٘ٛتزویت

ثبسی اعت  900وٝ یه لغؼٝ حذٚد   pBlue-ELP60دٚ آ٘شیٕی

،  SfiI٘شیٓ خغی ؽذٜ تٛعظ آ pET25درٖٚ پلاعٕیذ

( PflMI/BglIؽٛد. ٞضٓ دٚ آ٘شیٕی ) ٔی یعبس زٕٞغب٘ٝیس

ثبسی  900پلاعٕیذ ٘ٛتزویت خذیذ ٚ آساد ؽذٖ لغؼٝ 

درٖٚ پلاعٕیذ خذیذ تِٛیذی اعت  ELP60تبییذوٙٙذٜ حضٛر 

ٕٞچٙیٗ لغؼٝ ٔزثٛعٝ ٔٛرد تبییذ تٛاِی ٘یش لزار  (.4)ؽىُ 

زثٛعٝ اعت ٌزفت وٝ ٘تبیح ثیبٍ٘ز فحت ٕٞغب٘ٝ عبسی لغؼٝ ٔ

 )٘تبیح ٘ؾبٖ دادٜ ٘ؾذٜ اعت(.

 

 

 

 

 

 

 

 

 ، PflMI/BglI( .1 )ELP60( ،2 )ELP50( ،3 )ELP40ثب اعتفبدٜ اس ٞضٓ دٚ آ٘شیٕی  ELP : ثزرعی وتبثخب٘ٝ پّیٕزی3ؽىُ 

(4) ELP30، (5 )ELP20( ،6 )ELP10( ،M ٔبروز ٚس٘ی )DNA (1kb.) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ( پلاعٕیذ ٞضٓ ٘ؾذٜ، 1. )pET-ELP60 پلاعٕیذ ٘ٛتزویت PflMI/BglI: ٞضٓ دٚ آ٘شیٕی 4ؽىُ 

 DNA (1kb.)( ٔبروز ٚس٘ی 5( پلاعٕیذ ٞضٓ ؽذٜ، )4ٚ  3، 2)
 

 :ELP60تِٛیذ 

-pETحبٚی پلاعٕیذ ثیب٘ی، BL21 (DE3) تی٘ٛتزوثبوتزی 

ELP60 پظ اس اِمبء ثب اعتفبدٜ اس رٚػ ،SDS-PAGE 

 یِٔٛىِٛٚسٖ  ثیبٖ ثب، 5لزار ٌزفت. ٔغبثك ؽىُ  یٔٛردثزرع

عٝ ثبر  در ادأٝ ثؼذ اس ویّٛداِتٛ٘ی، تبییذ ٌزدیذ. 35حذٚد 

)چزخٝ ٔتٛاِی ٌزٔبدٞی ٚ عزٔبدٞی(، پزٚتئیٗ  ITCتىزار 

ELP60  خبِـ ٌزدیذ. ثؼذ اس ٞز ٔزحّٝ 90در حذٚد %ITC اس ،

 ؽذ ٚ ثب اعتفبدٜ اس رٚػ یزیٌ ٕ٘ٛ٘ٝآٔذٜ  ثٝ دعتی ٞب ٔحَّٛ

SDS-PAGE  اِف(.  -6ؽىُ ٌزفت )ٔٛرد ثزرعی لزار

در اِٚیٗ  ELP60آٌزیٍبعیٖٛ ٔبوزٚعىٛپی ٚ لبثُ ثزٌؾت 

ایٗ أز تبییذ  ؛ وٝ(ة -6لبثُ ٔؾبٞذٜ اعت )ؽىُ  ITCچزخٝ 

 تِٛیذی اعت. ELP60وٙٙذٜ ػّٕىزد ٔغّٛة 
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(، ثبوتزی 1)باکتری بدون پلاسمید . SDS-PAGEرٚػ  ثب اعتفبدٜ اس یزیٌ ٕ٘ٛ٘ٝی ٔختّف ٞب : آ٘بِیش ػقبرٜ پزٚتئیٙی ثبوتزی ٘ٛتزویت در سٔب5ٖؽىُ 

 (.5(. ٔبروز ٚس٘ی پزٚتئیٗ )4اِمبء )عبػت ثؼذ اس  16( ٚ 3) 4(، 2ی ففز )ٞب ٘ٛتزویت در سٔبٖ
 

 

 

 

 

 

 

 

( 3اَٚ، ) ITCٛط ثٝ ( رعٛة ٔدذد ٔحَّٛ ؽذٜ ٔزث2ػقبرٜ عِّٛی ٔحَّٛ، ) ITC( .1)ثب اعتفبدٜ اس عٝ ٔزحّٝ  ELP60 یعبس خبِـآ٘بِیش  -: اِف6ؽىُ 

( رعٛة ٔدذد ٔحَّٛ ؽذٜ ٔزثٛط ثٝ 6دْٚ، ) ITC( ٔحَّٛ رٚیی حبفُ 5دْٚ، ) ITC( رعٛة ٔدذد ٔحَّٛ ؽذٜ ٔزثٛط ثٝ 4اَٚ، ) ITCٔحَّٛ رٚیی حبفُ 

ITC ( ،ْٛٔحَّٛ رٚیی حبفُ 7ع )ITC ( ،ْٛٔبروز ٚس٘ی پزٚتئیٗ. ة8ع )-  ٖٛثزٌؾت لبثُتقٛیز ٔیىزٚعىٛپی آٌزیٍبعی ELP60  ثب اعتفبدٜ اسITC. 

 

 ي وتيجٍ گيری بحث

پپتیذٞبی ٔؾتك ؽذٜ اس الاعتیٗ دارای وبرثزدٞبی سیبدی 

تٛاٖ ثٝ  ٔی. اس آٖ خّٕٝ اعتدر فٙبٚری سیغتی ٚ پشؽىی 

ٚ  (25)، ٟٔٙذعی ثبفت (23،24) دارٚ ؽذٜ وٙتزَرٞبیؼ 

اِٚیٗ  .اؽبرٜ ٕ٘ٛد (30-26)ی ٘ٛتزویت ٞب پزٚتئیٗ یعبس خبِـ

( Chilkoti) چیّىٛتی تٛعظ 2002ر ایٗ پزٚتئیٗ در عبَ ثب

ٚ  (9)ٔقٙٛػی ٚ اس عزیك ٟٔٙذعی ص٘تیه تِٛیذ ؽذ  فٛرت ثٝ

در عبَ  تب ثٝ أزٚس ٔٛرد اعتفبدٜ فزاٚا٘ی لزار ٌزفتٝ اعت.

ٚ ٕٞىبراٖ اس ایٗ پزٚتئیٗ در حبِت ( Wood) ٚٚد ،2005

ی ٞبٗ خٟت تخّیـ پزٚتئی (Intein) ٞیجزیذ ؽذٜ ثب ایٙتئیٗ

عَٛ پّیٕز ٚ ، ELPدر تِٛیذ  (.27)٘ٛتزویت اعتفبدٜ ٕ٘ٛد 

 ثٝ ، اس إٞیت سیبدی ثزخٛردار اعت.Ttتؼییٗ دٔبی ا٘تمبِی 

 یخٛث ثٝ تخّیـ ثبؽذ وٛتبٜ اسحذ ؼیث تٛاِی اٌز عَٛ وٝ یعٛر

 فزآیٙذ در ٘یش ثبؽذ ثّٙذ اسحذ ؼیث تٛاِی اٌز ٚ ٌیزد ٕی٘ فٛرت

 اس آٔذٜ ػُٕ ثٝ یٞب ثزرعی رد .وٙذ یٔ اؽىبَ ایدبد تخّیـ

 ثز وٝ 2010ٚ ٕٞىبراٖ در عبَ  (Fongی فبً٘ )ٞب پضٚٞؼ

 فٛرت یٗئپزٚت تخّیـ ثزای الاعتیٗ ؽجٝ پپتیذ پّی رٚی

 ثبؽذ وٛتبٜ تٛاِی عَٛ چٙب٘چٝ وٝ دٞذ ٔی ٘ؾبٖ ،اعت ٌزفتٝ

 ایٗ در ٔٙظٛر ٕٞیٗ ثٝ (.31) زدیٌ یٔ فٛرت ثٟتز تخّیـ

 تٛاِی اس تبیی10 تىزار 6 ٚ یثبس خفت 900 عَٛ اس پزٚصٜ

VPGV(G/A)G ٜتخّیـ ثزای حبِت ثٟتزیٗ تب ؽذ اعتفبد 

 اس یىیٕٞچٙیٗ  .ٌزدد ایدبد ، خٟت ٔغبِؼبت آتی،یٗپزٚتئ

 اعت. Xٔٛلؼیت  ٙٝیذآٔیاع ٘ٛع Tt دٔبی ثز رٚی ٔؤثز ػٛأُ

ٚ  شیٌز آةاعیذٞبی آٔیٙٝ  ٚاِیٗ، ٌّیغیٗ ٚ آلا٘یٗ، خشٚ

 فٛرت ثٝ Xدر ٔٛلؼیت  پضٚٞؼ ٗیدر ا وٝ ٞغتٙذ غیزلغجی

 آٔیٙٝ اٌز اس اعیذٞبی وٝ یدرفٛرت اعت. ؽذٜ ٔتٛاِی اعتفبدٜ

 اثز Tt دٔبی یثز رٚ ،ؽذ ٔی اعتفبدٜ آ٘یٛ٘ی یب وبتیٛ٘ی
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 دٔبی ثبؽذ دٚعت آة ایٗ ٔٛلؼیت اٌز وٝ عٛری ثٝ ٌذارد. ٔی

Tt یبثذ ٔی وبٞؼ دٔب ایٗ ،ثبؽذ شیٌز آة ٚ اٌز یبثذ ٔی افشایؼ. 

 ٘ٛع ایٗ وٝ اعت ؽذٜ دیذٜ آٔذٜ ػُٕ ثٝ یٞب عیثزر در

 وبٞؼ ؽذتثٝ  Tt ٚ لزارٌزفتٝ ٕ٘ه غّظت زیتأث تحت ٞب تٛاِی

درخٝ  42-15 اس دٔب تغییز حتی وٝ عٛری ثٝ یبثذ ٔی افشایؼ یب

  اعت ؽذٜ ٔؾبٞذٜ( وبتیٛ٘ی یٞب درتٛاِی ضٜیٚ ثٝ) ٌزاد یعب٘ت

ٞبی اعیذ اس الاعتیٗ ؽجٝ تٛاِی عزاحی در دٝیدر٘ت (.3،4)

 تب ؽذ اعتفبدٜ ثٛدٜ شیٌز آة وٝٚاِیٗ، ٌّیغیٗ ٚ آلا٘یٗ  آٔیٙٝ

 یب وبٞؼ ؽذت ثٝ دٔب ،ؽذ ٕ٘ه غّظت اس اعتفبدٜ ثٝ ٘یبس اٌز

در ضٕٗ ا٘ذاسٜ پزٚتئیٗ تِٛیذی ثیؼ اس ا٘ذاسٜ  .٘یبثذ افشایؼ

ویّٛداِتٖٛ( وٝ ثب ٘تبیح  35ثبسی ٚ  900ٔٛرد ا٘تظبر ثٛد )

 در عبَ( ٚ ٕٞىبراٖ McPhersonٖٛ )تٛعظ ٔه فزع ؽذٜ ارائٝ

، ا٘ذاسٜ ELPعبختبر خبؿ  ُیثٝ دِوٝ اػلاْ ؽذٜ ثٛد  1996

ؽٛد، ٔغبثمت  ٔیاس حذ ٔؼَٕٛ ٔؾبٞذٜ  تز ؼیث% 20 پزٚتئیٗ

 ،ELP ٕٞچٙیٗ تحمیمبت ٘ؾبٖ دادٜ وٝ اعتفبدٜ اس (.32)دارد 

 یعبس خبِـدر  ٞب زاتضی ثٟتزی ٘غجت ثٝ عبیز رٚػاعت

 در ٚٚد تٛعظ وٝ ای ٔغبِؼٝ درزویت اعت. ی ٘ٛتٞب پزٚتئیٗ

 رٚػ دٚ در آٔذٜ دعت ثٝ پزٚتئیٗ ٔیشاٖ ؽذ، ا٘دبْ 2009 عبَ

 ثب تخّیـ ٚ ٞیغتیذیٗ اِیٍٛ  د٘جبِٝ اس اعتفبدٜ ثب تخّیـ

 ثز رٚی چٟبر پزٚتئیٗ وّزأفٙیىُ ELP د٘جبِٝ اس اعتفبدٜ

 ٚ ، تیٛردٚوغیٗ آثی فّٛرعٙت ٞبی پزٚتئیٗ تزا٘غفزاس، اعتیُ

 ثزتزی  دٞٙذٜ ٘ؾبٖ ٘تبیح حبفّٝ. ؽذ٘ذ ٔمبیغٝ ٞٓ ثب ،وبِٕٛدِٚیٗ

 د٘جبِٝ ثب تخّیـ رٚػ اس اعتفبدٜ ؽزایظ در پزٚتئیٗ تخّیـ

ELP (.33) اعت ٞیغتذیٙی اِیٍٛ د٘جبِٝ ثب تخّیـ ثٝ ٘غجت 

در  ELP فزد ٔٙحقزثٝی ٞب ثب تٛخٝ ثٝ وبرایی در ٘تیدٝ

ی ٞب وؾٛر فؼبِیت در داخُ ٔتأعفب٘ٝفٙبٚری سیغتی ٚ پشؽىی، 

ثغیبر ٔحذٚدی ا٘دبْ ؽذٜ اعت. در تحمیك حبضز تِٛیذ 

ایٗ پزٚتئیٗ ثب در دعتٛر وبر لزار ٌزفت وٝ  ELP60٘ٛتزویت 

 تز ثشريی ٞب لبثّیت تٛعؼٝ ٚ تِٛیذ ٕ٘ٛ٘ٝٔٛفمیت تِٛیذ ؽذٜ ٚ 

ی ٞب در حٛسٜتٛا٘ذ ثزای ٔغبِؼبت ثؼذی  ٔیآٖ ٘یش فزاٞٓ اعت ٚ 

 ٔٛرد اعتفبدٜ لزار ٌیزد.، پشؽىی ٚ فٙبٚری سیغتی

 اریسپبسگس

 دا٘ؾٍبٜ سیغتی فٙبٚری ٚ ػّْٛ پضٚٞؾىذٜ در فٛق پزٚصٜ

 دا٘ؾدٛیی ثب ػٙٛاٖ  ٘بٔٝ بٖیپبدر لبِت  ٔبِه اؽتز فٙؼتی

 ٌزفتٝ ا٘دبْ، "(ELP)وّٖٛ ٚ ثیبٖ پّی پتیذ ؽجٝ الاعتیٙی "

 تبٔیٗ دا٘ؾٍبٜ ایٗ عٛی اس فٛق یٞب ؼیآسٔب ثٛدخٝ ٚ اعت

 دا٘ؾٍبٜ، ایٗ ٔغئِٛیٗ سحٕبت اس تب دارد خب ثٙبثزایٗ. اعت ؽذٜ

 .ٌزدد یعپبعٍشار
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Abstract 

Introduction: Elastin like protein or ELP is a synthetic biopolymer consisting the pentapeptide repeats of 

VPGXG (X can be any amino acid except Pro). This protein is the thermal responsive polypeptide that 

undergoes a reversible phase transition. At a temperature below the transition temperature (Tt), ELP 

molecules assume an extended conformation and thus are soluble in aqueous solution; but upon the 

temperature shift higher than the Tt, however, ELPs become insoluble and form the segregated phase prone 

to ‘aggrigate’ form. The aim of this study was cloning, expression and activity of ELP60 according to Tt.  

Methods: Firstly, ELP10 (150 bp) was synthesized and cloned into pBluescript. Then, Elp60 (900 bp) was 

produced using recursive directional ligation (RDL). Finally, ELP60 was subcloned into modified pET25 and 

ELP60 expression was confirmed using SDS-PAGE method. Also, ELP60 were purified according to Tt and 

performance of inverse transition cycle (ITC), which confirmed its activity.    

Results: The results were shown that the pET-ELP60 constructed and ELP60 expressed; it was successfully 

purified (about 90%) in one step and non-chromatographic method.  

Conclusion: From produced recombinant protein can be used for simple and easy purification of the 

recombinant protein as pharmaceutical drug, smart drug delivery and tissue engineering. 

 

Keywords: Cloning, Elastin Liked Protein, Inverse Transition Cycling, Purification, Recursive Directional 

Ligation. 
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