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 چکیذُ

ٝ ظعٛر لبثُ ٔلاحٝ ٞبی تٛٔٛری را ث رؽس عَّٛ، تٛلف ري سایی تٛٔٛر ّذف: سهیٌِ ٍ      
ػٙٛاٖ یه   ثٝ (bFGF)  2 -فبوتٛر رؽس فیجزٚثلاعت زٞس. زر ایٗ ٔیبٖ پزٚتئیٗ ای وبٞؼ ٔی

تٛٔٛر ٚ زرٔبٖ عزعبٖ اعت. ٞسف ایٗ  فبوتٛر ري سایی ٟٔٓ ٞسف ٔٙبعجی زر ٟٔبر ري سایی
ٔغبِؼٝ عزاحی، ارسیبثی ٚ عبذت عبسٜ ص٘ی ٘ٛتزویت زر خٟت ثیبٖ وبرأس فیٛصٖ پزٚتئیٙی اعت 

 اعت. bFGFٞبی ایٕٛ٘ٛزأیٙٙت تٛوغیٗ عٛزٚٔٛ٘بط ٕٞزاٜ ثب  وٝ زارای ثرؼ

عبسی وسٖٚ ٞبی وس وٙٙسٜ  ٛر ِیٙىزٞبی ٔرتّف، ثٟیٙٝچٍٍٛ٘ی حض رٍش ثزرسى:      
اعیسٞبی آٔیٙٝ ٚ افشٚزٖ تٛاِی عیٍٙبَ خٟت افشایؼ ایٕٛ٘ٛص٘یغیتٝ فیٛصٖ پزٚتئیٗ اس خّٕٝ 
فبوتٛرٞبی ٟٔٓ ثٛزٜ وٝ زر ایٗ عزاحی ِحبػ ٌززیسٜ اعت. پظ اس حقَٛ اعٕیٙبٖ اسوبرآٔس 

 pUC57ثزای عٙتش زر ٚوتٛر وّٛ٘یًٙ ثٛزٖ لغؼٝ عزاحی ؽسٜ، لغؼٝ ٘ٛوّئٛتیسی وسوٙٙسٜ 
لزار ٌزفت. ثب  pET28-aعبیت وّٛ٘یًٙ ٚوتٛر ثیب٘ی  لغؼٝ ص٘ی زر . عپظعفبرػ زازٜ ؽس

ص٘ی ٚ ٞضٓ آ٘شیٕی ٚخٛز لغؼٝ عزاحی ؽسٜ زر ٚوتٛر ثیب٘ی ٔٛرز  اعتفبزٜ اس آسٖٔٛ ٞبی تىثیز
 .لزار ٌزفت ارسیبثی

سٌبری وسٖٚ بوٙٙسٜ عبسٜ ص٘ی ٔٙدز ثٝ افشایؼ ععبسی وسٖٚ ٞبی وس   ثٟیٙٝ :ّب يبفتِ       
پظ اس GC  (GC content) ؽس. ٕٞچٙیٗ ٔیشاٖ ٔحتٛی 83/0ثٝ  69/0ٞبی ذٛا٘ؼ اس 

 خفت ثبسی ثٝ رٚػ تىثیزص٘ی ٚ ثب٘س 1214وبٞؼ یبفت. حضٛر ثب٘س  77/54ثٝ  61عبسی اس ثٟیٙٝ

تأییسوٙٙسٜ فزایٙس فحیح خفت ثبسی ثٝ رٚػ ٞضٓ آ٘شیٕی زر اٍِٛی اِىتزٚفٛرس  1029
 ثبؽس. وّٛ٘یًٙ ٔی

ثزاعبط ٔغبِؼبت فٛرت پذیزفتٝ، ایٗ ٘رغتیٗ ٔغبِؼٝ زر ذقٛؿ عزاحی،  :ًتیجِ گیزى
ارسیبثی ٚ عبذت لغؼٝ وس وٙٙسٜ ٔزثٛط ثٝ فیٛصٖ پزٚتئیٙی اعت وٝ ٚاخس لغؼبت ٔزثٛط ثٝ 

تٛوغیٗ عٛزٚ  ٔیٙٙتثرؼ ایٕٛ٘ٛزا ٚ 2-فبوتٛر رؽس فیجزٚثلاعتٞبی ایٕٛ٘ٛزأیٙٙت  زٚٔیٗ
 اعت.

ري سایی تٛٔٛر، ثرؼ ایٕٛ٘ٛزأیٙٙت تٛوغیٗ عٛزٚٔٛ٘بط  :کلیذی ُ ّبیٍاص       
 DNA2 ، ٘زْ افشار2ائزٚصیٙٛسا، فبوتٛر رؽس فیجزٚثلاعت 
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 هقذهِ

ري سایی )آ٘ضیٛص٘ش( ثٝ تؾىیُ ػزٚق ذٛ٘ی خسیس اس        

. ري سایی زر عیف ٌغتززٜ (1)ػزٚق ٔٛخٛز ٌفتٝ ٔی ؽٛز

 ای اس فزایٙس ٞبی پبتِٛٛصیىی ٚ فیشیِٛٛصیىی اس خّٕٝ رؽس ٚ

ثیٕبری ٞبی ػزٚق وزٚ٘ز،  اِتٟبة، اِتیبْ سذٓ، ٕ٘ٛ خٙیٙی،

ی زیٍز ٘مؼ ثیٕبری ا٘غب٘ 70تٛٔٛر ٚ ٔتبعتبس ٚ ٘شزیه ثٝ 

رؽس تٛٔٛرٞب ثٝ تِٛیس ري ٞبی ذٛ٘ی خسیس ٚ تغذیٝ  .زارز

ٍٞٙبٔی وٝ ٔمسار فبوتٛرٞبی رؽس  .(2)تٛٔٛر ثغتٍی زارز

ري سایی ثیؼ اس فبوتٛر ٞبی ٟٔبر وٙٙسٜ ري سایی ثبؽس 

زر  .(3)ی ؽزٚع ٔی ؽٛزتؼبزَ ثٝ ٞٓ ذٛرزٜ ٚ ػُٕ ري سای

 20.000تب  20ٞبی ا٘سٚتّیبَ تٛٔٛر  عَّٛ ایٗ ؽزایظ تىثیز

ٞبی ا٘سٚتّیبَ عجیؼی زر افزاز ثبِغ رخ  ثزاثز عزیغ تز اس عَّٛ

وٕجٛز ػبُٔ آغبس وٙٙسٜ ري سایی زر تٛٔٛر  .(4)زٞس  ٔی

ٞبی  اعت وٝ زر ٘تیدٝ ی تىثیز ثی رٚیٝ عَّٛ اوغیضٖ

 یضٖــٕجٛز اوغـو. (5)زززــی ٌــدبز ٔــٛٔٛری ایــت

ٞبی ٔتؼسز ٔی ٌززز وٝ اس خّٕٝ ایٗ  صٖمبء ثیبٖ ت اِـٛخـٔ

 ((bFGF 2 -فبوتٛر رؽس فیجزٚثلاعت ٞب ٔی تٛاٖ ثٝ صٖ

(basic fibroblast growth factor)  ٚ ْٛفبوتٛر رؽس ا٘سٚتّی

 (vascular endothelial growth factor)(VEGF)  ػزٚلی

فبوتٛرٞبی فؼبَ ػٙٛاٖ ٟٕٔتزیٗ  وزز وٝ أزٚسٜ ثٝ اؽبرٜ

تب وٖٙٛ زر خٟت  .(6)ثبؽٙس یــغزح ٔــی ٔــٙسٜ ري سایــوٙ

اس  ،ٔمبثّٝ ثب ري سایی تلاػ ٞبی سیبزی ا٘دبْ ٌزفتٝ اعت

ثب ٘بْ   VEGFثبزی ٔٛ٘ٛوّٛ٘بَ ضس  خّٕٝ ٔی تٛاٖ تِٛیس آ٘تی

أزٚسٜ ٔغبِؼبت ٘ؾبٖ  .(7)(را ٘بْ ثزز Bevacizumabاٚاعتیٗ )

زٞس، ٔقزف عٛلا٘ی ٔست ایٗ زارٚ اغّت ٔمبٚٔت  ٔی

.  ثزرعی ٞب ثز رٚی ٔسَ ٞبی (8)زارٚیی را ایدبز ٔی ٕ٘بیس 

تٛٔٛری آسٔبیؾٍبٞی ٚ ثیٕبراٖ عزعب٘ی ٔؾرـ ٕ٘ٛزٜ اعت 

عبسی ٔدسز ري سایی  وٝ ایٗ ٔمبٚٔت زارٚیی ثربعز فؼبَ

. پزٚتئیٗ (9،10)تــاع bFGFىَٛ ــّٔ ز ػّٕىززـزر اث

bFGF ٛازٜـب٘ـسٜ ذـٝ ؽـٙبذتـٛ ؽـضـػ 23ی اس ـیىFGF 

(fibroblast growth factor) ثبؽس وٝ یه پّی پپتیس  ٔی

. ثب تٛخٝ ثٝ (11)غیزٌّیىٛسیّٝ ٚ ٔتقُ ثٝ ٞپبریٗ اعت 

ػٙٛاٖ ٞسف  تٛا٘س ثٝ ، ٔیbFGFفبوتٛرفؼبِیت ري سایی لٛی 

زر تٛعؼٝ اعتزاتضی ٞبی خسیس ضس آ٘ضیٛص٘ش ٔؼزفی ٌززز 

  زرٖٚ ثسٖثٝ ذبعز ٘یٕٝ ػٕز وٛتبٜ زر  bFGF. پزٚتئیٗ (12)

 

پبییٗ، ثٝ تٟٙبیی لبزر ثٝ ایدبز یه پبعد ایٕٙی  ایٕٙی ساییٚ

ّىَٛ ثٛعیّٝ ٞسف لزار زازٖ ایٗ ٔ ثٙبثزایٗ. ثبؽس لٛی ٕ٘ی

. رٚیىززٞبی ٔتؼسزی (13)ثبؽس ایٕٙی ثغیبر زؽٛار ٔیعیغتٓ 

تٛا٘س ٔٛرز اعتفبزٜ لزار  ثٕٙظٛر ایٕٛ٘ٛصٖ وززٖ ایٗ پپتیس ٔی

ٌیزز. اعتفبزٜ اس ازخٛاٖ ٞب ٚ ثٟزٜ ٌیزی اس پپتیس ایٕٛ٘ٛصٖ 

وزیز( اس خّٕٝ ایٗ ٔٛارز –٘بلُ )ٞبپتٗ ػٙٛاٖ  لسرتٕٙس ثٝ

. تٛوغیٗ عٛزٚٔٛ٘بط آئزٚصیٙٛسا اس خّٕٝ ثٟتزیٗ (14)اعت

ایٗ تٛوغیٗ  ثٝ تزتیت زارای  .(15)ثبؽس ایٗ پپتیس ٞب ٔی

لغٕت  ІІІثبؽس وٝ زٚٔیٗ  ٔی Іa ،ІІ  ،Іb  ٚІІІزٚٔیٗ ٞبی 

زر ٔغبِؼبت ٔرتّفی ثزای  (.16)ثبؽس عٕی ایٗ تٛوغیٗ ٔی

افشایؼ پبعد ایٕٙی ػّیٝ لغؼبت آ٘تی ص٘ی اس لغؼبت 

اعتفبزٜ ؽسٜ اعت وٝ ٘تبیح  ایٕٛ٘ٛصٖ تٛوغیٗ عٛزٚٔٛ٘بط

ٞبی  ایٗ تٛوغیٗ ثٝ آ٘تی صٖ زٞس ثب اتقبَ حبفّٝ ٘ؾبٖ ٔی

پپتیسی پبعد ایٕٙی لسرتٕٙسی ػّیٝ آٟ٘ب ایدبز 

زٞس زٚٔیٗ  . ٔغبِؼبت ا٘دبْ ؽسٜ ٘ؾبٖ ٔی(18،17،15)ؽس

ی ثزای تحزیه پبعد ایٕٙی یثغیبر ثبلا تٛا٘بیی ІІ   ٚІb ٞبی 

. یىی اس راٜ ٞبی تِٛیس پزٚتئیٗ (15،19،20)ثبؽٙس را زارا ٔی

ٔمیبط ا٘جٜٛ، تِٛیس پزٚتئیٗ زر ٔیشثبٖ ثیب٘ی ثبوتزیبیی  زر

ٞبی ٟٔٙسعی ؽسٜ  . یىی اس ثٟتزیٗ ثبوتزی(21)ثبؽس ٔی

ایٗ  ٞسف ٔب زر .(22)اعت  E.coli BL21(DE3)ثبوتزی 

 2-رؽس فیجزٚثلاعتی ٔغبِؼٝ اتقبَ تٛاِی وس وٙٙسٜ فبوتٛر

ٛ٘ٛصٖ تٛوغیٗ ٔتقُ ثٝ  لغؼٝ وس وٙٙسٜ ثرؼ ایٕ

ٔٙظٛر ایدبز اٍِٛی ذٛا٘ؼ ٝ عٛزٚٔٛ٘بط آئزٚصیٙٛسا اعت. ث

فحیح، ثیبٖ ثٟیٙٝ ٚ زر زعتزط ثٛزٖ زٚٔیٗ ٞبی 

آصٔبیؾٍبٞی ٔتؼسزی  ٔتغیزایٕٛ٘ٛزأیٙٙت فیٛصٖ پزٚتئیٗ، 

ٔٛرز ثزرعی لزار ٌزفت. عبس ٌبر ثٛزٖ وسٖٚ ٞبی ذٛا٘ؼ 

CAI(Codon Adaptation Index) ،  ٔحتٛایGC  ِیٙىز ٚ

 ٔٙبعت اس خّٕٝ ٔٛارز ٔٛرز ثزرعی اعت.

 رٍش ثزرسی
 :عزاحی ٍ ارسيبثی تَالی کذ کٌٌذُ فیَصى پزٍتئیي         

 2-زر اثتسا تٛاِی ٘ٛوّئٛتیسی فبوتٛر رؽس فیجزٚثلاعت

(NCBI Reference Sequence: NM:002006)  ٗتٛوغی ٚ

( اس پبیٍبٜ GenBank: K01397.1) عٛزٚٔٛ٘بط آئزٚصیٙٛسا

تٛاِی آٔیٙٛاعیسی فبوتٛر رؽس  ٚ NCBIاعلاػبتی 
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ٚ تٛوغیٗ  (Uniprot N: P09038) 2-فیجزٚثلاعت

( اس پبیٍبٜ (Uniprot N: P11439 آئزٚصیٙٛسا عٛزٚٔٛ٘بط

عزاحی لغؼبت ص٘ی  اذذ ٌززیس. UNIPROTاعلاػبتی 

زر اثتسا تٛاِی ٘ٛوّئٛتیسی ٚ :وسوٙٙسٜ ٔزثٛط ثٝ فیٛصٖ پزٚتئیٗ

تٛوغیٗ  ٚ 2-آٔیٙٝ ای ٔزثٛط ثٝ فبوتٛر رؽس فیجزٚثلاعت اعیس

اذذ  NCBI  ٚUNIPROTاس عبیت  عٛزٚٔٛ٘بط آئزٚصیٙٛسا

 Іb ٚ-ІІؽس. زر ایٗ ٔغبِؼٝ تٛاِی ٔزثٛط ثٝ زٚٔیٗ ٞبی 

تٛوغیٗ عٛزٚ ٔٛ٘بط ٔٛرز اعتفبزٜ لزار ٌزفت. ثٝ ٔٙظٛر 

س اعتفبزٜ ؽ Rigidٞب اس پّی ِیٙىز  حفؼ عبذتبر فضبیی زٚٔیٗ

((AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA تٛاِی ٞبی .

ثٝ ا٘تٟبی وزثٛوغیُ ٚ تٛاِی  KDEL*3ٔزثٛط ثٝ عیٍٙبَ 

ؽسٜ  تزٔیٙبَ لغؼٝ عزاحی Nٔزثٛط ثٝ پّی ٞیغتیسیٗ زر لغٕت 

اضبفٝ ؽس. ثؼس اس تٛاِی پّی ٞیغتیسیٗ تٛاِی خبیٍبٜ ثزػ 

آ٘شیٓ ا٘تزٚویٙبس لزارٌزفت. ثزای ثزػ تٛاِی ٘ٛوّئٛتیسی 

 Nco1ٞبی ٔحسٚز وٙٙسٜ  زارزازٖ زر پلاعٕیس، آ٘شیٍٓٞٙبْ ل

اعتفبزٜ ؽس. ثٝ ٔٙظٛر  end-′3زر  end  ٚXho1-′5زر لغٕت 

اعٕیٙبٖ یبفتٗ اس فحت ذبتٕٝ تزخٕٝ زٚ تىزار اس وسٖٚ 

 ؽسٜ زر ٘ظز ٌزفتٝ ؽس. زر ا٘تٟبی تٛاِی عزاحی TAAذبتٕٝ 

ثب اعتفبزٜ اس  :ثْیٌِ کزدى تَالی هزثَط ثِ فیَصى پزٍتئیي

ؽسٜ ثٟیٙٝ  تٛاِی ٘ٛوّئٛتیسی لغؼٝ عزاحی DNA2٘زْ افشار 

ٞبیی را وٝ زر عیغتٓ ثیب٘ی ثبوتزی  ٌززیس. ثسیٗ ٔٙظٛر وسٖٚ

ثیؾتز ٔٛرز اعتفبزٜ لزار ٔی ٌزفتٙس ا٘تربة ؽس٘س. ػلاٜٚ ثز 

ٞبی ثزػ آ٘شیٕی زر تٛاِی وس  خبیٍبٜ GCٚ ایٗ، ٔحتٛای 

یٗ ٘یش ٔٛرز ارسیبثی لزار ٌزفت. وٙٙسٜ ٔزثٛط ثٝ فیٛصٖ پزٚتئ

ثٝ ٔٙظٛر پیؼ ثیٙی  PSIPRED  ٚI-TASSER٘زْ افشار ٞبی 

عبذتبر فضبیی فیٛصٖ پزٚتئیٗ ٚ چٍٍٛ٘ی زر زعتزط لزار 

 ٞبی ٔرتّف ٔٛرز اعتفبزٜ لزار ٌزفت. ٌزفتٗ اپی تٛح

 :سبخت ٍ کلًَیٌگ قغعِ کذکٌٌذُ فیَصى پزٍتئیي

 Gene Shineزوت ــظ ؽــٛعــسٜ، تــٝ ؽــٟیٙـش صٖ ثــتــعٙ

سٜ ـــشؽــتــٙــغؼٝ عــس. لــززیــبْ ٌــیٗ ا٘دــٛر چــوؾ

ٛرت ــٝ فــٗ صٖ ثــبس ثٛز. ایــت ثــخف 1029ِٛی ــزارای ع

 .زریبفت ؽس pUC57وّٛ٘یًٙ بذـــؽ سٜ زرــٖٛ ؽــّــو

عپظ پلاعٕیس عفبرػ زازٜ ؽسٜ ثب رٚػ ؽٛن حزارتی 

(Heat shock transformation ثٝ زرٖٚ ثبوتزی ٔغتؼس )

E.coli DH5α ٛر صٖ ـضـٝ حـٝ ثـٛخــب تــس. ثــززیــٌمُ ــٔٙت 

ٔمبٚٔت ثٝ آٔپی عیّیٗ زر پلاعٕیس ٔٛرز ٘ظز ٚ حضٛر آٔپی 

ثزاث، وّٖٛ ٞبیی وٝ ثٝ عٛر  LB عیّیٗ زر ٔحیظ وؾت

فحیح تزا٘غفٛرْ ؽسٜ ثٛز ا٘تربة ؽس٘س. زر ٔزحّٝ ی ثؼس 

ج پلاعٕیس )ؽزوت ویبصٖ(، ثباعتفبزٜ اس ویت اعترزا

پلاعٕیسٞبی تىثیز یبفتٝ اعترزاج ؽس٘س. پظ اس اعٕیٙبٖ اس 

ویفیت ٔٙبعت پلاعٕیس اعترزاج ؽسٜ، ٚاوٙؼ ٞضٓ آ٘شیٕی 

( فٛرت vivantis)ؽزوت  NcoI  ٚXhoIثب آ٘شیٓ ٞبی ثزؽی 

ؽسٜ اس زرٖٚ پلاعٕیس  پذیزفت. پظ اسثزػ لغؼٝ عزاحی

٘یش ثب اعتفبزٜ اس   -a pET28(، پلاعٕیس ثیب٘ی pUC57تىثیزی )

ٞبی ثزػ ذٛرز ٚ ثٝ فٛرت ذغی زرآٔس. عپظ  ٕٞیٗ آ٘شیٓ

لغؼبت ثزػ ذٛرزٜ صٖ ٚ پلاعٕیس ثیب٘ی ذغی ؽسٜ ثز رٚی 

خساعبسی ؽس٘س. زر ٔزحّٝ ثؼس لغؼبت  زرفس 1صَ آٌبرس 

ص٘ی ٚ پلاعٕیس ثیب٘ی ذغی ؽسٜ ثب ویت اعترزاج صٖ اس رٚی 

آٌبرٚس ترّیـ ؽس٘س. عپظ اِحبق اس  (یبصٖؽزوت و)صَ 

 pET28-aپلاعٕیسؽسٜ ثٝ زرٖٚ عبیت وّٛ٘یًٙ  لغؼٝ عزاحی

ا٘دبْ ٌزفت. ثب رٚػ ؽٛن حزارتی تزا٘غفٛرٔبعیٖٛ 

ٞبی  ٘ٛتزویت ثٝ زرٖٚ عَّٛ pET28-a ٔحقَٛ ِیٍبعیٖٛ

ا٘دبْ ؽس. زر ٟ٘بیت خٟت  E.coli bl21(DE3) فلاحیت زار

ٞبیی وٝ ثٝ فزْ فحیح تزا٘غفٛرْ ؽسٜ ثٛز٘س  ا٘تربة ثبوتزی

اس فؾبر آ٘تی ثیٛتیىی وب٘بٔبیغیٗ اعتفبزٜ ؽس )پلاعٕیس 

PET28-a صٖ ٔمبٚٔت ثٝ وب٘بٔبیغیٗ اعت(. زارای 

ثٝ  :ثزرسی کیفیت پلاسویذ ًَتزکیت ثِ رٍش تکثیزصًی

ٔٙظٛر حقَٛ اعٕیٙبٖ اس ویفیت پلاعٕیس ٘ٛتزویت عبذتٝ 

ؽسٜ، ٚاوٙؼ تىثیز ص٘ی ثب اعتفبزٜ اس پزایٕزٞبی اذتقبفی 

ٚ ٚاوٙؼ ٞضٓ آ٘شیٕی ثٛعیّٝ آ٘شیٓ ٞبی ثزؽی  T7پزٚٔٛتٛر 

NcoI  ٚXhoI  فٛرت پذیزفت. ٚاوٙؼ تىثیز تحت ؽزایظ

تیٍزاز زرخٝ عب٘ 95زلیمٝ زر  5زٔبیی، ٚاعزؽتی اِٚیٝ ثٝ ٔست 

زرخٝ  95ثب٘یٝ زر  50ثٝ ٔست زٚر 30ثزای یه زٚر ٚ ثٝ تؼساز 

 72ثب٘یٝ زر  60زرخٝ عب٘تیٍزاز، 46ر ثب٘یٝ ز 40عب٘تیٍزاز، 

ػٙٛاٖ  زرخٝ ثٝ 72زلیمٝ زر  5ٖ زرخٝ عب٘تیٍزاز ٚ زر پبیب

ٌغتزػ ٟ٘بیی لزارٌزفت .ثزای ثزػ پلاعٕیس ٘ٛتزویت ثب 

تز اس پلاعٕیس ٘ٛتزویت آ٘شیٓ ٞبی ثزؽی، ٔمبزیز یه ٔیىزِٚی

 20ٚ ٘یٓ ٔیىزِٚیتز اس آ٘شیٓ ٞبی ثزؽی زر حدٓ ٟ٘بیی 

ثبفزی یىغبٖ ثب یىسیٍز ٔرّٛط ؽس٘س ٚ  ٔیىزِٚیتز زر ٔحیظ

زرخٝ ٞضٓ آ٘شیٕی فٛرت  37زر زٔبی زلیمٝ  60ثٝ ٔست 
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زرفس خسا  1ٌزفت. زر ٟ٘بیت ٔحقَٛ ٚاوٙؼ ثز رٚی آٌبر 

 عبسی ؽس.

 يبفتِ ّب
: ارسيبثی تَالی کذ کٌٌذُ فیَصى پزٍتئیيعزاحی ٍ        

، 2فبوتٛر رؽس فیجزٚثلاعتی  تؼساز اعیسٞبی آٔیٙٝ ا٘تربة ؽسٜ

 عٛزٚٔٛ٘بط یس آٔیٙٝ ٚ تؼساز اعیس ٞبی آٔیٙٝ تٛوغیٗ ـاع 154

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ْٛ زٚ لغؼٝ پزٚتئیٙی ثٝ ــبذتٕبٖ عــؼ ثیٙی ؽسٜ اعت عــپی

( اس ٕٞسیٍز خسا ؽسٜ  Rigid)ذٛثی تٛعظ پّی ِیٙىز عرت 

ؽتٝ چ تساذُ عبذتبری ثب ٕٞسیٍز ٘ساٚ زٚ لغؼٝ پزٚتئیٙی ٞی

 .(2ثبؽٙس)ؽىُ

 :بخت ٍ ارسيبثی سبسُ صًی کذ کٌٌذُ فیَصى پزٍتئیيــس

شاری ـــزْ افــس ٘ــیــأیــی ٚ تــزاحی، ارسیبثــظ اسعـــپ

. ســٝ ؽــتــعبذٝ ــزثٛعــی ٔــٛاِــسٜ تـٙــس وٙــغؼٝ وــل

ی ــشیٕــٓ آ٘ــٝ ٞضــبیح ٔزثٛط ثـتـبر ٘ـٟـبرٜ چـٕـُ ؽـىــؽ

بزٜ اس ـــفـتـب اعـــت ثــزویــٛتــی ٘ــب٘ـیـیس ثــٕــلاعــپ

 1029حضٛر ثب٘س ٚ   NcoI  ٚXhoIٞبی ٔحسٚزالاثز  شیٓــآ٘

 ؽسٜ اعت. بسی تأییسوٙٙسٜ حضٛر لغؼٝ ص٘ی عزاحیـت ثـفــخ

تٝ زر فیٛصٖ پزٚتئیٗ ــرفبر ـــ( ثٝ وDomain 2,1b) آئزٚصیٙٛسا

زر تٕبٔی لغؼبت وس وٙٙسٜ  ثبؽس. اعیس آٔیٙٝ ٔی 132ثزاثز ثب 

فزْ آرایؾی فحیح زر عبیت وّٛ٘یً پلاعٕیس ثیب٘ی لزار زازٜ 

زر ا٘تٟبی وزثٛوغیُ ٚ  KDELتٛاِی ٞبی ٔزثٛط ثٝ  .ؽس

بَ ــتزٔیٙ Nٝ ــبحیــتیسیٗ زر ٘ــغــٝ ٞیــزثٛط ثــٛاِی ٔــت

 .(1)ؽىُؽسٜ ٚالغ ؽس عزاحیلغؼٝ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

٘ٛتزویت  pUC57پظ اس ٞضٓ آ٘شیٕی  ٚوتٛر وّٛ٘یًٙ 

ؽسٜ زرٖٚ   ٚاعترزاج تٛاِی ص٘ی اس رٚی صَ، لغؼٝ عزاحی

 لزار ٌزفت. ثبوتزی PET28-aعبیت وّٛ٘یًٙ پلاعٕیس ثیب٘ی 

ٞبی تزا٘غفٛرْ ؽسٜ ثب پلاعٕیس ٘ٛتزویت رٚی پّیت آٌبر 

حبٚی وب٘بٔیغیٗ وؾت زازٜ ؽس٘س. پلاعٕیس اعترزاج ؽسٜ ثب 

اعتفبزٜ اس رٚػ تىثیز ص٘ی ٚ ٞضٓ آ٘شیٕی ٔٛرز ثزرعی لزار 

 ٌزفت.

خفت ثبس ٔزثٛط ثٝ لغؼٝ  1029خفت ثبسی ) 1214حضٛر ثب٘س 

خفت ثبس ٔزثٛط ثٝ عبیت اتقبَ  771وس وٙٙسٜ ثؼلاٜٚ 

(  تأییسوٙٙسٜ حضٛر لغؼٝ ص٘ی زر عبیت T7پزایٕزٞبی 

 . ثبؽس ی٘ٛتزویت ٔ pET28-aیب٘ی ــیس ثـٕــً پلاعــّٛ٘یٙــو

 

 PET28-a ضذُ در سبيت کلًَیٌگ پلاسویذ ثیبًی ًوبيص قسوت ّبی هختلف فیَصى پزٍتئیي عزاحی -1ضکل 

 

 

 I-TASSERضذُ تَسظ ًزم افشار  ًتیجِ پیص ثیٌی سبختبر فضبيی فیَصى پزٍتئیي عزاحی-2ضکل 
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ثبزی ٔٛ٘ٛوّٛ٘بَ  ػٙٛاٖ یه آ٘تی ثٝ (Bevasizumab)اٚاعتیٗ 

، ري سایی ٚ رؽس تٛٔٛر VEGFا٘غب٘ی ضس فبوتٛر ري سایی

ٔست اٚاعتیٗ ٔمبٚٔت  . ٔقزف عٛلا٘ی(8)ٕ٘بیس را ٔتٛلف ٔی

. ایٗ ٔمبٚٔت زارٚیی ثٝ ذبعز (8)ٕ٘بیس زارٚیی را ایدبز ٔی

اسحس فبوتٛر  عبسی ٔدسز آ٘ضیٛص٘ش اس عزیك ثیبٖ ثیؼ فؼبَ

bFGF ثٙبثزایٗ ثب تٛخٝ ثٝ فؼبِیت ري سایی . (9،10)ثبؽس ٔی

ػٙٛاٖ یه ٞسف ٔٙبعت  تٛا٘س ثٝ ّىَٛ ٔی، ایٗ bFGFٔثبلای

ّىَٛ ٔثزای تٛلف ري سایی ٚ زرٔبٖ تٛٔٛر ٔغزح ؽٛز. 

bFGF ٕٝتٟٙبیی ػٕز وٛتبٜ ٚ ایٕٛ٘ٛص٘یغیتٝ پبییٗ ثٝ  ثٝ ذبعز ٘ی 

 . اعتفبزٜ اس(13)لبزر ثٝ ایدبز یه پبعد ایٕٙی لسرتٕٙس ٘یغت

 ٛاٖ ٞب یه راٞىبر ٔؼَٕٛ زر خٟت افشایؼ پبعد ایٕٙیــازخ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ٞبی ٘ٛیٗ تحزیه  یىی اس رٚػثبؽس.  صٖ ٞسف ٔی ػّیٝ آ٘تی

اعتفبزٜ اس لغؼبت ایٕٛ٘ٛصٖ تٛوغیٗ ٞبی  عیغتٓ ایٕٙی

ثٟتزیٗ ایٗ پپتیسٞبی ایٕٛ٘ٛصٖ  . اسخّٕٝ(25)ثبوتزیبیی اعت 

. زر یه ٔغبِؼٝ (15)اعت ط آئزٚصیٙٛساعٛزٚٔٛ٘بتٛوغیٗ 

ٚاوغٗ ػّیٝ پبپیّٛٔبی ٚیزٚط ا٘غب٘ی اس  DNAثزای عزاحی 

ٞبی  (، زٚٔیHPVٗٚیزٚط پبپیّٛٔبی ا٘غب٘ی ) E7صٖ  تٛاِی آ٘تی

І  ٚІІ  تٛوغیٗ عٛزٚٔٛ٘بط ٚ تٛاِیKDEL  اعتفبزٜ ؽس. پظ

اس تِٛیس ایٗ ٚاوغٗ ثٝ ٔٛػ آسٔبیؾٍبٞی ٔسَ عزعب٘ی تشریك 

 ٞٛرٔٛ٘یؽس. ثزرعی ٞب ٘ؾبٖ زٞٙسٜ اِمبء پبعد ایٕٙی عِّٛی ٚ 

 E7صٖ  ثبزی اذتقبفی ػّیٝ آ٘تی ثب افشایؼ لبثُ تٛخٝ تیتز آ٘تی

 صٖ  غبِؼٝ زیٍز ٔؾبٞسٜ ؽس وٝ ثب اتقبَ آ٘تیــ. زر ٔ(18) تــاع

 
 PET28-aّب در پلاسویذ  % جْت تأيیذ کلًَیٌگ صى1ثز رٍی صل آگبرٍس  PE-bFGF فیَصى صى  Colony-PCR هحصَل-3ضکل 

 PET28-aپلاعٕیس  2تأییسی ثز رٚی وّٖٛ  PCR: ٚاوٙؼ 1چبٞه 

 PET28-aپلاعٕیس  4تأییسی ثز رٚی وّٖٛ  PCR: ٚاوٙؼ 2چبٞه 

 PET28-aپلاعٕیس  6تأییسی ثز رٚی وّٖٛ  PCR: ٚاوٙؼ 3چبٞه 

 PET28-aپلاعٕیس  8تأییسی ثز رٚی وّٖٛ  PCR: ٚاوٙؼ 4چبٞه 

 ایی DNA: ٔبروز 5چبٞه 
تىثیز لغؼٝ عزاحی ؽسٜ زر عبیت زٞٙسٜ فزآیٙس فحیح  ٘ؾبٖ  4ؽىُ ؽٕبرٜ زرخفت ثبسی حبفُ اس ٞضٓ آ٘شیٕی زر اٍِٛی اِىتزٚفٛرس  1029 حضٛر ثب٘س

 .ثبؽس ٔی PET28-aوّٛ٘یًٙ پلاعٕیس ثیب٘ی 

 

 

 
 %1-پلاسویذ ثزش خَردُ ثز رٍی صل آگبرٍس -4ضکل 
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صٖ اس  تٛاِی ایٕٛ٘ٛصٖ تٛوغیٗ عٛزٚٔٛ٘بط، آ٘تی ضؼیف ثٝ

ٞب ارائٝ ؽسٜ ٚ یه  ثٝ عغح عَّٛ І  ٚІІولاط  MHCعزیك 

. زر (15) ٝ اعتپبعد ایٕٙی لسرتٕٙسػّیٝ آٖ فٛرت ٌزفت

 F2صٖ  ٔٙظٛر افشایؼ پبعد ایٕٙی ػّیٝ آ٘تی  ثزرعی زیٍز ثٝ

  ٞبی (، ثب اعتفبزٜ اس زٚٔیPCVٗعیزوٛٚیزٚط پیىٛر٘ب )

فیٛصٖ  KDELتٛوغیٗ عٛزٚٔٛ٘بط ٚ تٛاِی  І  ٚІІ ایٕٛ٘ٛصٖ

عزاحی ٚ تِٛیس ٌززیس. پظ اس تشریك   PE-F2-KDELپزٚتئیٗ  

ایٗ فیٛصٖ پزٚتئیٗ ثٝ ٔٛػ آسٔبیؾٍبٞی، پبعد ایٕٙی لسرتٕٙس 

ثبزی  صٖ ٚیزٚعی اِمبء ؽس ٚ عغح عزٔی آ٘تی یٝ آ٘تیػّ

ٌیزی افشایؼ یبفت  اذتقبفی ػّیٝ ایٗ آ٘تی صٖ ثٝ عزس چؾٓ

  ІІزٚٔیٗٚ  Іbٞبی  زٞس زٚٔیٗ ٞبی ثیؾتز ٘ؾبٖ ٔی . ثزرعی(17)

زر عبذتبر پزٚتئیٙی ایٗ تٛوغیٗ زارای ثیؾتزیٗ ذبفیت 

. ٞسف ایٗ ٔغبِؼٝ (19،20،26)تحزیه پبعد ایٕٙی ٞغتٙس 

تٛوغیٗ  Іb ٚІІٞبی زٚٔیٗفیٛصٖ وززٖ لغؼبت وس وٙٙسٜ 

ثزای تِٛیس   bFGFساییعٛزٚٔٛ٘بط آئزٚصیٙٛسا ثب فبوتٛر ري 

٘س ٞز زٚ پبعد ایٕٙی وٝ ثتٛا ثٛزیه فیٛصٖ پزٚتئیٗ ایٕٛ٘ٛصٖ 

اِمبء وٙس. زر ا٘تٟبی  bFGFفبوتٛررا  ػّیٝ  ٞٛرٔٛ٘یعِّٛی ٚ 

لزار ٌزفتٝ اعت.   KDELتٛاِیوزثٛوغیّی فیٛصٖ پزٚتئیٗ ، 

ؽٛز ٚ زرٟ٘بیت  ایٗ تٛاِی تٛعظ ؽجىٝ آ٘سٚپلاعٕی ؽٙبذتٝ ٔی

ٚ تحزیه  Іولاط  MHCٔٙدز ثٝ ارائٝ فیٛصٖ پزٚتئیٗ اس ٔغیز 

. (27)ؽٛز عبیتٛتٛوغیه ٔی Tٞبی  لسرتٕٙس پبعد ِٙفٛعیت

وٝ  ثٛز  PET28-aپلاعٕیس ثیب٘ی ٔٛرزاعتفبزٜ زر ایٗ ٔغبِؼٝ 

تِٛیس  ثزایT7 ٞبی ٟٕٔی اس لجیُ پزٚٔٛتز لسرتٕٙس زارای ٚیضٌی

زر زٚ ا٘تٟبی وزثٛوغیّی ٚ   His-tagتٛاِی، حساوثزی پزٚتئیٗ

عبسی پزٚتئیٗ ٞسف ٚ صٖ ٔمبٚٔت  آٔیٙی ثزای تغٟیُ ذبِـ

ٔٙظٛر خسا  ثبؽس. ثٝ ثٝ وب٘بٔبیغیٗ ثزای غزثبٍِزی آعبٖ ٔی

اس تٛاِی   عبسی، پظ وززٖ تٛاِی پّی ٞیغتیسیٗ ثؼس اس ذبِـ

 ٞبی  زٚتئبس ا٘تزٚویٙبس زرج ؽس. پظ اس ثزرعیــزػ پـبیٍبٜ ثــخ

، پّی ِیٙىز پپتیسی I-TASSERافشار  ٛعظ ٘زْعبذتبری ت

ٞبی پزٚتئیٙی اس  زاؽتٗ زٚٔیٗ  ٔٙظٛر خسا ٍ٘ٝ ( ثRigidٝعرت)

ٞب یىسیٍز ا٘تربة ؽس. یىی اس ثٟتزیٗ پّی ِیٙىز 

AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA ثبؽس وٝ زر  ٔی

ذٛثی عبذتبر فضبیی  ثٝوٝ ؽسٜ اعت  ٔغبِؼبت ٔرتّف ٔؾبٞسٜ

. ثزرعی (28)وٙس سیٍز خسا ٔیلغؼبت پزٚتئیٙی را اس ٕٞ

 PROTPARAMافشار ٘زْٚعیّٝ  پبیساری فیٛصٖ پزٚتئیٗ ثٝ

اعت وٝ ایٗ ٔمسار  49/33ثزاثز ثب  stability Index(II)زٞٙسٜ ٘ؾبٖ

ثبؽس.  ؽسٜ ٔی زٞٙسٜ پبیساری ٔٙبعت فیٛصٖ پزٚتئیٗ عزاحی ٘ؾبٖ

ؽسٜ، ٔمسار  عبسی وسٖٚ ٞبی لغؼٝ عزاحی پظ اس ثٟیٙٝ

افشایؼ  83/0  ثٝ 69/0( اس CAIعبسٌبری وسٖٚ ٞبی ذٛا٘ؼ)

ؽسٜ  زر تٛاِی عزاحی  GCپیسا وزز. ٕٞچٙیٗ ٔیشاٖ ٔحتٛای 

ٞبی ٔتغیزوبٞؼ یبفت.  77/54ثٝ  61عبسی اس  پظ اس ثٟیٙٝ

زٞٙسٜ وبرآٔسی ثبلا تٛاِی ص٘ی عزاحی ؽسٜ  آٔسٜ ٘ؾبٖ زعت ثٝ

 ثبؽس.  ثزای ثیبٖ زر عیغتٓ ثیب٘ی ثبوتزیبیی ٔی

 گیزی ًتیجِ

ثز پبیٝ ٔغبِؼبت ٔٙبثغ ػّٕی ٔٛخٛز، ایٗ ٔغبِؼٝ ٘رغتیٗ          

عبسی ٚ عبذت عبسٜ ص٘ی  ٛؿ عزاحی، ثٟیٙٝٔٛرز زر ذق

 ٘ٛتزویت ٚاخس لغؼبت وسوٙٙسٜ ٔزثٛط ثٝ پزٚتئیٗ فبوتٛر رؽس 

ٔتقُ ثٝ لغؼٝ ایٕٛ٘ٛصٖ تٛوغیٗ عٛزٚٔٛ٘بط  2-فیجزٚثلاعتی

ػٙٛاٖ یه  تٛا٘س ثٝ ثبؽس وٝ ٔی ٔی (Domain 2,1bآئزٚصیٙٛسا )

 ثٍیزز.ٚاوغٗ احتٕبِی لٛی زر زرٔبٖ تٛٔٛر ٔٛرز ارسیبثی لزار 

 ٍ قذرداًی تطکز
ثب تؾىز فزاٚاٖ اسخٙبة آلبی زوتز احس یبٔچی ٚ عزوبر        

ذب٘ٓ زوتز آیّز خٕبِی وٝ اس رإٞٙبیی ارسؽٕٙس ایؾبٖ زر 

ایٗ ٔمبِٝ زارای حٕبیت ٔبِی اخزای ایٗ عزح ثٟزٜ ٔٙس ؽسیٓ. 

اس زا٘ؾٍبٜ ػّْٛ  7/10/1392ثٝ تبرید  2069/35ثب ؽٕبرٜ 

 ثبؽس.پشؽىی ٌّغتبٖ ٔی 
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Designing and Construction of Recombinant Plasmid Consisting of Basic Fibroblast 

Growth Factor and Immunodominant Fragments of Pseudomonas Exotoxin 

 

Abstract 

 

Background and Objective: the inhibition of tumor-associated 

angiogenesis can significantly reduce the tumor proliferation. The 

basic fibroblast growth factor (bFGF), an important angiogenic factor,   

is considered as a potential therapeutic target for cancer therapy. The 

purpose of this study was evaluating, designing and construction of 

new recombinant DNA molecule in order to have efficient expression 

of a fusion protein consisting of 

the bFGF and immunodominant epitopes of Pseudomonas toxin. 

Material and Methods: Different types of peptide linker, codon 

adaptation index (CAI) and adding signal peptide were considered in 

designing of immunogenic coding sequence. After software evaluation, 

the recombinant DNA molecule was ordered in the puc57 cloning 

vector. Then, coding sequence inserted into the multiple cloning site 

of pET28-a plasmid. Finally, PCR and enzymatic digestion 

tests were done for evaluation of recombinant expression vector. 

Results: Optimization of DNA sequence, codon adaptation index 

(CAI) increased from 0.69 to 0.83 and GC content decreased from 61 

to 54.77. The presence of 1214-bp PCR product and 1029-bp one 

obtaining from enzymatic digestion confirmed the correction of the 

cloning process. 

Conclusion: According to the previous studies, it is the first work for 

designing, optimizing and synthesis of recombinant DNA consisting of 

bFGF and immunodominant epitopes of Pseudomonas toxin.  

Keywords: Tumor angiogenesis, immunodominant epitopres of 

Pseudomonas toxin, Fibroblast growth factor 2, DNA 2 software  
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