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 چکیده 
  آنهااادرمانی نو برای مقابله بااا    راهبردهاییافتن  با توجه به افزایش مقاومت دارویی، نیاز به شناسایی داروهای ضدسرطانی جدید و  :  مقدمه

  هایسلول  یهاردهضدتوموری بر برخی    هایای اثردار که  کنندیم  تولید  توکسین  نام به  ییدهایپپت  هایباکتر  از  بسیاری.  است یافته  افزایش

  متااداول،  یضدساارطان  ترکیبات  و  هاروش  در  موجود  یهاتیمحدود  سرطان،  درمان  زمینۀ  در  فراوان  یهاشرفتیپ  وجود  با.  هستند سرطانی

بیااان    دییاا تأایاان پااژوهش طرا اای و  هاادف. است کرده معطوف ها،انتروتوکسین ژهیوبه طبیعی، یضدسرطان ترکیبات به را محققان توجه

  لیدلبااه  گونااه  ایاان.  اساات  جهان  درختان  نیتریاقتصادصنوبر، یکی از    گونۀدر     Anticancer-cTxB-linker-enTA-Ligandپروتئین فیوژن

 .شودمیفاده  است  بلندمدت  و  مدتمیان  گذاریسرمایه  برای  و  است  برخوردار  بالایی  اقتصادی  ارزش  از  سریع،  رشد

استخراج شااد.    NCBI  یژنوم  ۀداد یگاهاز پا B ینو کلراتوکس A ینانتروتوکس یمدنظر، ابتدا توال پروتئین طرا ی منظوربه ها:و روش  مواد

  یبرا  یضدسرطان  یتوال  یکقرار گرفت و    ینانتروتوکس  یدو توال  ینساختار ب  ینگهدارو    یریپذانعطاف  یشافزا  یبرا  ،لینکر  یتوال  یکسپس  

پااروتئین    یااانانجام گرفت. ب  یصو تخل  یانو مرا ل بشد    زسنت  یبنوترک  یوژنژن ف  در نهایتبه ژن اضافه شد.    یضدتومور یتخاص یشافزا

 .شد  ییدو وسترن بلات تأ  SDS-PAGEمدنظر با    نوترکیب

  یطبرخوردار است و در شاارا یمطلوب یزیکوشیمیاییف یداریاز ساختار مناسب و پا شدهیطرا  پروتئین فیوژننشان داد که  یجنتا :هایافته

  شااد  ییدتأ  PCR  یبا استفاده از کلن  یبوکتور نوترکانتقال    یتموفق ین،بر ا افزون. دهدیماز خود نشان  زیادیمقاومت  یآب شدهسازیشبیه

  یااانب  وضااو بهنیااز  بلات  وسااترنو    SDS-PAGE  یجبااود. نتااا  یاابنوترک  یااوژن ضور ژن ف  ۀدهندننشا  ،بازجفت  238باند واضح  ۀمشاهد و

 .تأیید کردند  صنوبر  یهابرگدر    را  وندالتیلوک  4۷  یبا وزن مولکول  یبنوترک  ینپروتئ  زیآمتیموفق

  چشمگیری   یخواص ضدتومور  ،یضدسرطان  یتوال  همراهبه  B  کلراتوکسینو    A  ینانتروتوکس  یب اصل از ترک  پروتئین فیوژن  :گیرینتیجه

عنوان راهکااار مکماال یااا  منظور ارزیابی امکان استفاده از این ترکیب بههای  یوانی، بهبالینی، شامل آزمونهای پیشرو، ارزیابیاز ایندارد. 

 .جایگزین در درمان سرطان در  ال انجام است

 .یضدسرطان  یتعالفینفیلتراسیون،  آگروا  انتروتوکسین، :کلیدی یهاواژه
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 مقدمه

سلامت عمومی    ی ها چالش   ن ی تر بزرگ سرطان یکی از  

  رهااا ی وم مرگ عامل بخش بزرگی از    در جهان امروز است و 

بااا وجااود   (Bray et al., 2018). شااود ی م محسااو   

علم پزشکی، درمان قطعی و ماارثر    چشمگیر   ی ها شرفت ی پ 

.  اساات بسیاری از انواع سرطان همچنااان دور از دسااترس  

درمانی و پرتودرمااانی،  رایج درمانی مانند شیمی  ی ها روش 

آسیب به   ل ی دل به ، اما مرثرند در افزایش طول عمر بیماران 

سالم، عوارض جانبی متعدد و ظهااور مقاوماات    ی ها سلول 

جاادی    ی ها ت ی محاادود سرطانی، بااا    ی ها سلول دارویی در  

، تاالاش  رو ن یاا ا از   (Siegel et al., 2020). رو هسااتند روبه 

درمانی جدید بااا عااوارض کمتاار و   ی ها روش  ۀ توسع برای 

ساارطانی    ی ها سلول   اختصاصی  و  دقیق   ی ر ی هدفگ قابلیت  

  اساات   شااده پژوهشاای تباادیل    ی هااا ت ی اولو بااه یکاای از  
.(Hanahan & Weinberg, 2011) 

  از   یکاای   در جایگاااه   بیوانفورماتیااک   ، زمینااه   ایاان   در 

  طرا ی   و   تحلیل   امکان   فناوری، زیست   پیشرو   ی ها شاخه 

  خاااص   ی ها ی ژگ ی و   با   نوترکیب   ی ها ن ی پروتئ   و   ها مولکول 

  اسااتفاده   با   بیوانفورماتیک .  است   ساخته   فراهم   را   درمانی 

بااه    پیشاارفته،   ی ها ی ساااز ه ی شب   و   محاسباتی   ی ابزارها   از 

  ی هااا ش ی آزما  بااه  ورود  از   پیش   تا   کند کمک می   محققان 

  سااازوکار   و   پایااداری   فیزیکوشاایمیایی،   خااواص   عملاای، 

  تااأثیر . این اماار کنند  بررسی  را  درمانی   ترکیبات   عملکرد 

  ی داروهاااا   سااااخت یناااد  ا ساااازی فر در بهینه   اساسااای 

دارد    زیاااد ضدساارطان بااا هاادفگیری دقیااق و ایمناای  
(Lionta et al., 2014; Reddy & Zhang, 2013; 

Hajieghrari et al., 2026) . 

درمااانی رایااج،    ی هااا روش   ی ها ی دگ یاا چ ی پ با توجه به  

جدیااد    ی ها نااه ی گز   عنوان بااه استفاده از ترکیبات طبیعاای  

درمانی در مقابله با سرطان توجااه بساایاری از محققااان را  

ایاان ترکیبااات،    ۀ جملاا . از  اساات   بااه خااود جلااب کاارده 

از   A باکتریااایی ماننااد انتروتوکسااین   ی ها ن ی توکساا 

  کلاارا   و یاا بر ی از و  B ن ی کلراتوکس و    اورئوس   لوکوکوس ی استاف 

القااای    ۀ زمیناا چشاامگیری در    ی ها ل ی پتانساا هستند کااه  

  هاااای سااارطانی و ایجااااد اثر   ی ها سااالول آپوپتاااوز در  

ایاان   . (Michl & Gress, 2004)  اند داده ضدتوموری نشان  

و عااوارض    تر ی اختصاصاا هاادفگیری    ل ی دل بااه ،  ها ن ی توکساا 

درمانی متااداول،  شاایمی   ی داروهااا جانبی کمتر نسبت به  

  اند شااده مد مطاار   ا درمانی نوین و کار   ی ها نه ی گز  عنوان به 

نااد  بود کیفیت زندگی بیماران کمااک کن به به  توانند ی م و 

(Yin & Thaker, 2023) .    تولیااد ایماان و اقتصااادی ایاان

زیسااتی جدیااد، از    ی ها سااتم ی س ترکیبااات بااا اسااتفاده از  

دسااتیابی    منظور بااه   .د ی آ ی م پژوهشی به شمار  ی ها ت ی اولو 

برای تولید ترکیبااات    صرفه به   ایمن و مقرون   ی ها روش به  

  ی هااا  وزه یکاای از    منزلااۀ به زراعت مولکولی نیااز ، دارویی 

و    هااا ن ی پروتئ ، با هاادف تولیااد  ی فناور ست ی ز در علم    مهم 

ترکیبات دارویی در گیاهااان از طریااق مهندساای ژنتیااک  

ایاان روش بااا    . (Hood et al., 2002)  اساات   شااده مطر   

تولیاااد    ی هاااا زبان ی م   عنوان باااه از گیاهاااان    ی ر یااا گ بهره 

و ایمن ترکیبات    انبوه نوترکیب، امکان تولید    ی ها ن ی پروتئ 

  د کناا ی م کمتاار فااراهم    مراتب بااه   ی ا نااه ی هز دارویاای را بااا  

(Sainsbury & Lomonossoff, 2014)  . زآنجا که بااازده  ا

گیاااهی محاادود اساات،    ی ها سااتم ی س تولیااد پااروتئین در  

بیاااان    ی ها ساااتم ی س اساااتفاده از    در پااای پژوهشاااگران  

باارای افاازایش بااازده و    ها اناادامک کلروپلاسااتی و سااایر  

 Daniell)  کارایی تولید این ترکیبات در گیاهااان هسااتند 

et al., 2001) .   قابلیاات   ارزیااابی   هاادف   بااا   پااژوهش   ایاان  

 Populus)   صاااانوبر   درخاااات   از باااارگ   اسااااتفاده 

euramericana )  تولیااد  یک سامانه گیاهی برای   عنوان به  

.  اساات   ه انجااام گرفتاا  ضدساارطان  نوترکیااب  ی ها ن ی پروتئ 

  و  مناسااب  اقتصادی  بازده  ، سریع  رشد   دلیل به   صنوبر   گونۀ 

  ی ا نااه ی گز   بااه   زنی، قلمااه   طریااق   از   آسااان   تکثیاار   توانااایی 

  شااده   تباادیل   زیسااتی   تولیدات   و   چو    زراعت   در   مطلو  

 ;Jansson & Douglas, 2007; Taylor, 2002)اساات 

Shahghobadi et al., 2025) . Populus euramericana 

  از   فردی منحصااربه   ی هااا ی ژگ ی و  است که   هیبرید   گونۀ   یک 

  افاازایش   بااه   اساات   ممکاان   که   برده   ارث   به   را  خود  والدین 

  ی هااا ن ی پروتئ  تولیااد  جملااه  از  ماادنظر،   صفات   بیان   سطح 

  تنااوع   ایاان .  کنااد   کمااک   ضدساارطان،  عوامل  مانند  خاص 

  و   تاانش   براباار   در   مقاوماات   توانااد ی م   همچنااین   ژنتیکاای 

  دهااد   افاازایش   را   مختلاا    محیطاای   شاارایط   بااا   سازگاری 

 (Bonhomme et al., 2009 ). 
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 بیااان  بررساای  و  طرا اای  تحقیااق،  این  اصلی  هدف

 در  لیگانااد  -Aکسااین  توانترو  -لینکاار  -Bکلراتوکسین  

 در  نااوین  روشی  عنوانبه  که  ترکیبی  ؛است  صنوبر  برگ

 بااه نیاااز تواناادیم ضدساارطان یهااانیپروتئ تولیااد

 را پرهزینااه و پیچیااده آزمایشااگاهی یهارساااختیز

 صاارفهبهمقرون    رویکردی  طریق،  این  از  و  دهد  کاهش

 .آورد  فراهم  سرطانی  بیماران  درمان برای  کارامد و

 هاروشمواد و 
 -Anticancer بی   نوترک  ژن فیوژن  کانسترکتسنتز  

cTxB-linker-enTA-Ligand  
  یگاااه پا از    Bو کلراتوکسین     Aن ی انتروتوکس   ی توال   ابتدا 

  1ایااالات متحااده   یوتکنولااوژی اطلاعااات ب   ی مرکز ملاا   ۀ داد 

(NCBI)   منظور بااه استخراج شد. سپس یک توالی لینکاار  

و  فظ ساااختار، در کنااار یکاادیگر   ی ر ی پذ انعطاف افزایش 

کااه از سااایت  ضدساارطان  قاارار داده شااد و یااک تااوالی  

AntiCP    افاازایش خاصاایت    منظور بااه گرفته شده بود نیز

  ۀ ل ی وساا به مااذکور    ی ها ی توال به ژن افزوده شد.   ی ضدتومور 

دادۀ    ی هااا گاه ی پا و    http://www.generunner.net  افزار نرم 
https://www.expasy.org  ،https://www.uniprot.org  ،

https://www.ncbi.gov  ،http://blast.ncbi.nlm.nih 

.gov ، https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp/ 

index.htm    شد دقیق طرا ی و بررسی    صورت به . 

 فیوژن پروتئین ییایمیکوشیزیف  اتیخصوص  یبررس

  Expasy’s ProtParamبااا اسااتفاده از ساارور

(http://us.expasy.org/tools/ protparam.html) 
شااده شااامل وزن طرا ی  پااروتئین فیااوژن  یهایژگیو

ایزوالکتریااک، شاااخص ناپایااداری،  ۀنقطاا مولکااولی، 

 و شاخص آلیفاتیک مشخص شااد  2شاخص هیدروپاتی

(Fathizadeh et al., 2020). 

 پروتئین فیوژنساختار دوم و سوم  ینیبشیپ

از    شااده طرا ی   پروتئین فیوژن   دوم   ساختار   ی ن ی ب ش ی پ 

  4رمنظم یاا غ ، ساختار  3یچی ساختار مارپ نظر وجود و تعداد  
 

1. The National Center for Biotechnology Information 
2. Hydropathy index   
3. α-helices 
4. coil 

  GOR4  افاازار نرم   ۀ ل ی وساا به  5ی ا صاافحه   ی ساااختارها و  

باارای  پپتیااد فیااوژن    pdb  سااپس فرماات   مشااخص شااد. 

  ساارور  . این شد استفاده  I-TASSER  بررسی توسط سرور 

  ، multiple threading alignmentsاسااتفاده از روش    بااا 
  هااا ن آ و  کاارده   ی ن ی ب ش ی پ   پروتئین   برای   ی بعد سه   ی ها مدل 

.  کنااد ی م   بیااان   اطمینااان   ۀ نمر  یا  C-score استفاده از را با 

،  شااده بعدی ارائه سااه   ی ها مدل بعد برای بررسی    ۀ مر ل در  

آن بااااااا اسااااااتفاده از    6ن ا نمااااااودار راماچاناااااادر 

-ProSA  ترساایم شااد. همچنااین    RAMPAGEافزار نرم 

web   نتااایج   و  استفاده   پروتئین   ساختار   کیفی   ارزیابی   برای  

 . ( Babakanrad et al., 2024)  شد  بیان   Z-score براساس 

 شدهیطراح  ژن فیوژن یتوال  سنتز

 فیااوژن پروتئین صحت ینیبشیپ و طرا ی از پس

 از متشااکل نظرمااد پپتیاادژنتیکاای  نوترکیااب، تااوالی

 شرکت به سنتز برای  Bکلراتوکسین   و   Aانتروتوکسین

 فرسااتاده ,Canada)  (BIOMATIKکانااادا بیوماتیک 

تااوالی  و لینکاار تااوالی همراهبه شدهذکر یهایتوال  شد.

در  Bam H1 برشاای یهاااگاهیجا بااین در ضدساارطان

 pBI121  وکتااور  در  ´3در قساامت    Sma1  و  ´5قسمت  

 ۀکنناادکد  ژناای  توالی  دارای  وکتور  این  که  گرفتند  قرار

His-tag  پایداری طاای زمااان طااولانی، برای  است.    نیز

لیوفیلیزه  صورتبه نوترکیب فیوژن ژن  اوی پلاسمید

 تهیه شد. بیوماتیک  شرکت توسط

  یب  ه داخ  ک ب  اکتر  بی   نوترک  دیپلاس  م  انتق  ا 

   ومیگروباکترا

 موقاات  باارای انتقااال  ۷گروباکتریوم تومفاسینسا  از

 اااوی ژن   پلاساامیدانتقال    .به گیاه استفاده شد  سازه

 ۀمستعدشااد هایساالولنوترکیااب بااه درون   فیااوژن

مولار   1/0کلسیم    با شوک اسمزی کلرید  گروباکتریوما

 (Wang et al., 2006)مطااابق روش انجماااد و ذو  و 

 اااوی پلاساامید  یهااایکلنغربااالگری .  انجااام گرفاات

 
5. β-sheets 
6. Ramachandran Plot 
7. Agrobacterium tumefaciens 

http://blast.ncbi.nlm.nih/
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp/
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  اااوی LB Agar نوترکیااب نیااز روی محاایط کشاات

  .انجام گرفتکانامایسین    ک یوتیبیآنت

   (PCR)  1مرازیپل یارهیزنجواکنش  با  نگیکلون دییأت

  ی هااا ی کلن تک   کلونینگ ژن ماادنظر از   تأیید   منظور به 

  ک یاا وت ی ب ی آنت آگار  اوی  برتانی    ا ی لور کرده روی پلیت  رشد 

اساااتفاده و    نموناااه   عنوان باااه (  μg/ml10کانامایساااین ) 

 .شد آماده   PCRبراساس جدول زیر مواد لازم برای  

تااوالی ژن  انتهااای و ابتاادا پرایمر، طرا ی منظوربه

 محدودکننااده آنزیم توالی همراهبه شدهطرا ی فیوژن

 2در شاارکت ساایناکلون  آغازگرهاااانتخا  شد و سنتز  

شااده (. چرخااۀ دمااایی ذکر2انجااام گرفاات )جاادول 

درجااۀ  95دناتوراساایون اولیااه در دمااای  صااورتبه

دقیقااه، دناتوراساایون ثانویااه   سااه  ماادتبه  گرادسانتی

درجااۀ  60یااک دقیقااه، دمااای انیلینااگ  ماادتبه

درجااۀ   ۷2یک دقیقه، دمای تکثیر    مدتبه  گرادسانتی

 ۷2یک دقیقه و دمای تکثیر نهایی    مدتبه  گرادسانتی

پاانج دقیقااه اساات. چرخااۀ   ماادتبهگراد  درجۀ سانتی

PCR 35  .ژل  یمحصااول واکاانش روبااار تکاارار شااد

 شد. یدرصد بررس  یک آگارز  

 PCRدر واکنش  کاررفتهبه  اتترکیب -1جدول 
        Table 1. Compounds used in the PCR reaction                       

 اجزا 
Component 

(لیترمیکرو)   جم   
Volume (µL) 

کسیمسترم  

Master mix 
11.5 

 پرایمر پیشرو
F-primer 

1.25 

 پرایمر پسرو 
R-primer 

1.25 

 نمونه 
Template 

1 

 آ  دوبار تقطیر 
DDW 

10 

  جم کل 
Final volume 

25 

 شده استفاده یآغازگرها -2جدول 
Table 2. Used primers  

 ردیف 

Row 
 آغازگرنام 

Primer Name 
 آغازگرتوالی 

Primer Sequence 

1 GH-F 5´TCGATCCATGACCGTTCGTCT3´ 

2 GH-R 5´GTCTCCAGCAGCAGGCATGA3´ 

 23۸طو  قطعه: 

Fragment length: 238 
 

آن از برگ درخ  ت    صیو تخل  بینوترک  نیپروتئ  انیب

   1ومیاگروباکترصنوبر با استفاده از  

باارای    3، از روش اگرواینفیلتراساایون تحقیق این    2در 

صاانوبر    ی هااا برگ بیااان موقاات پااروتئین نوترکیااب در  

ژنتیکاای ماادنظر بااه اگروباااکتریوم    ۀ ساااز اسااتفاده شااد.  

 
1. Polymerase chain reaction  
2. Sinaclon 
3. Agroinfiltration 

تأییدشااده  اااوی    ی هااا ی کلن و  شد  تومفاسینس منتقل  

 نوترکیب، در محاایط کشاات   دارای ژن فیوژن پلاسمید  

LB Broth  در    گاارم ی ل ی م   50بااا کانامایسااین )   شده غنی

سااازی محلااول  لیتاار( کشاات داده شاادند. پااس از آماده 

  طبااق دسااتورالعمل باااکتری و تنظاایم تااراکم بهینااه  

(Kapila et al., 1997) ،    ی هااا برگ محلااول تلقاایح بااه  

  25تااا  20تحت خلأ با فشار   ها برگ صنوبر تزریق شد و  
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  ی ها برگ   . (Voinnet et al., 2003)قرار گرفتند.    بار ی ل ی م 

روی کاغذ صافی مرطو  و در تاااریکی بااا    شده اینفیلتره 

قرار گرفتند. پس از گذشاات   گراد سانتی  درجۀ  22دمای 

در ازت مااایع فریااز و تااا زمااان   هااا برگ روز   سه تا شش 

ایاان    . شدند   ی دار نگه    درجۀ   ۷0  منفی   استفاده در دمای 

تنها امکان بیان سریع پروتئین نوترکیب  روش کارآمد نه 

را برای  فظ کیفیت   ی ا نه ی به را فراهم کرد، بلکه شرایط 

 . و پایداری پروتئین تولیدشده ایجاد نمود 
 (Guy et al., 1992) استخراج پروتئین طبق روش

بااافر   تااریلیلیم  یک ازای هر گرم برگ،  به  .انجام گرفت

 15  مدتبهسانتریفیوژ  استخراج پروتئین استفاده شد.  

. انجااام گرفاات  دور در دقیقااه  8000با ساارعت  دقیقه  

 محلااول بااه تیااو  جدیااد منتقاال و  رویی  بخش مایع

دقیقه با همااان شاارایط سااانتریفیوژ   15  مدتبه  دوباره

جدید منتقاال و تااا زمااان  لولۀبه  ییرو  شد. مایعتکرار  

جهت   شد.  ینگهدار  گرادسانتی  درجۀ  -20استفاده در  

روش کروماااتوگرافی  از نوترکیااب پااروتئین تخلاایص

ستون نیکل استفاده شااد. در انتهااا باارای تأییااد بیااان 

 SDS-PAGEپروتئین نوترکیااب الکتروفااورز روی ژل  

 .  (Fathizadeh et al., 2020)انجام گرفت

   بینوترک نیپروتئ دییتأ

تأیید پروتئین نوترکیب در برگ درخت صاانوبر بااا 

اولیااه  یهااایبادیآنتبلات و وسااترناسااتفاده از روش 

(Anti His Tag )و ثانویه (Anti HRP )انجااام گرفاات 

(Fathizadeh et al., 2020). 

 نتایج

 بینوترک  وژنیف  ژن  یطراح

 بااازجفت  1269با طااول    ژن فیوژن نوترکیب  یتوال

 یاان. ااساات  شده  یسازنهیبه  صنوبر  برگدر    یانب  یبرا

 دو جایگاااه  ینقاارار گرفتااه و باا   pBI121ژن در وکتور  

 ´3 یدر انتهااا SmaI و´5  یدر انتهااا BamHI یبرشاا 

  .(1  )شکل است  شده  کلون

 
 شماتیک طرا ی کانستراکت نوترکیب -1شکل 

Figure 1. Schematic design of the recombinant construct 

 Anti-CP  ر سرو   نتایج ارزیابی خاصیت ضدسرطانی در 

 یاثربخشاا   یبضاار  مقااادیر  دادنااد کااهنتایج نشااان  

 ۀشدیطرا  یتوال یبرا ) (1SVMیضدسرطان یتخاص

 یااانگرکااه ب است یک کمتر از   یبنوترک  یوژنف   پروتئین

 
1  . Support Vector Machine 

 ین. همچناا اساات  یتااوال  ینمرثر ا  یضدسرطان  یتخاص

نشااان  CP-Antiافاازار نرم 2بینااییشفاااکتور پ یابیارز

 یهااایژگیو یدارا شاادهانتخا  یکااه تااوال دهاادیم

  (.2)شکل   است  یریچشمگ  یضدسرطان

 
2. predictionfactor 
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  Anti-CPآمده از سرور دستبه یهاداده -2شکل

Figure 2. Data obtained from the Anti-CP server               

 شدهیاحطر پروتئین ییایمیشکویزیف  اتیخصوص

، یاابنوترک پروتئین یمیاییو ش  یزیکیف   یاتخصوص

 بقیااۀو  یزوالکتریااک ا ۀنقطاا  ی،شااامل وزن مولکااول

 Expasy’s ProtParamپارامترها، با اسااتفاده از ساارور 

 یاالتحل. اساات شااده ارائااه سااهو در جاادول  یااینتع

ایاان  ینشااان داد کااه وزن مولکااول یزیکوشاایمیاییف 

 آن یزوالکتریااک ا ۀنقطاا دالتااون،  4۷853.03 پااروتئین

(pI)  8.66  اساات. شاااخص   35.66  یداریو شاخص ناپا

 1یدروپاتیساایتهه یکلاا  یااانگینمو  ۷26۷. یفاتیااک آل

(GRAVY)   دست آمد هب 0.449منفی. 

 بیپروتئین نوترک یۀثانوساختار   ینیبشیپ

 GOR4بااا اسااتفاده از ساارور   یهساختار ثانو  یلتحل

 
1. Grand Average of Hydropathy 

 34.51 کااه ساااختار تحاات بررساای دارای نشااان داد

 درصااد  40.41یکس )ساختار مااارپیچی(،  آلفاهل  درصد

 25.08و تصااادفی( و  رمنظمیاا غ)ساااختار  یلکورندوم

( اساات Extended strandی کشاایده )هارشااتهدرصد 

 (. 3)شکل  

 بینوترک  پروتئین  سوم  ساختار ینیبشیپ

ساارور   توسطشده  ایجاد  یبعدسه  یهامدل  میان  از

I-TASSER،   ساختاری بااا بااالاترین میاازان اطمینااان

هااای عنوان مدل نهایی انتخااا  شااد و باارای تحلیلبه

 یاان اصاال از ا  یرتصو  .بعدی مورد استفاده قرار گرفت

 است. ارائه شده  4در شکل    ییمدل نها
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  Expasy’s ProtParam از سرور با استفادهفیوژن پروتئین  فیزیکوشیمیایی  یپارامترها  -3جدول 

Table 3. Physicochemical parameters of fusion protein using Expasy's ProtParam server 
 مقدار 

Value 

 یی ایمیکوشیزیف  یپارامترها

Physiochemical parameters 
 

423 

 

 ینه آم یدهایتعداد اس

Number of amino acids 

 

47853/03 

 

 ی وزن مولکول
Molecular weight 

 

8/66 

 

 (pI) ی تئور یزوالکتریکا ۀ نقط

Theoretical isoelectric point (pI) 

  in vitro)  یطپستانداران، در شرا هاییکولوسیتساعت )رت 30

 (in vivo یطساعت )مخمر، در شرا  20از  بیش

 ( in vivo یطدر شرا  ی،کل  یشیاساعت )اشر  10از  یشب 

30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro) 
20> hours (yeast, in vivo) 

10> hours (Escherichia coli, in vivo) 

 

 

 

  ینیتخم عمر یمهن 
Estimated half-life 

 پایدار( ) 35.66
35/66 (Stable) 

 (II)شاخص ناپایداری 

Instability index (II) 

76/72 
 یفاتیکشاخص آل

Aliphatic index 

-0/449 
 یدروپاتیسیتهه یکل  یانگینم

Grand Average of Hydropathicity (GRAVY) 

 

 
 GOR4 افزار نرمپروتئین نوترکیب با ثانویۀ ساختار   ینیبشیپ نتایج  -3شکل 

Figure 3. Prediction results of the secondary structure of the recombinant protein with GOR4 software 
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   I-TASSER پروتئین توسط سرور ساختار سوم ی کلیشما -4 شکل

Figure 4  . Protein tertiary structure modeled by the I-TASSER server.           

 ارزیابی نمااودار راماچاناادران بااا اسااتفاده از ساارور

RAMPAGE ای از نشاااان داد کاااه بخاااش عماااده

های اساایدآمینه در نااوا ی مطلااو  و مجاااز ماندهباقی

قرار دارنااد و تنهااا درصااد کماای در نااوا ی غیرمجاااز 

شود. ایاان توزیااع بیااانگر کیفیاات مناسااب مشاهده می

 (.  ال  5 شکل(  شده استبینیبعدی پیشمدل سه

 تحلیل کیفیت ساختار با استفاده از به   5شکل 

ProSA-web مقدار Z-score  را در محدوده قابل قبول

های طبیعی با اناادازه مشااابه نشااان داد. برای پروتئین

شااامل  PDB هااای پایگاااهمقایسه ایاان مقاادار بااا داده

 NMR و X-ray هااایشده به روشساختارهای تعیین

دهد کااه ماادل از نظاار اناارژی ساااختاری در نشان می

-Z کااه دادنتااایج نشااان . محدوده استاندارد قاارار دارد

score  بین صفر تا  طبیعی ۀمحدودنظر در مدپروتئین

قرار دارد که بیااانگر کیفیاات و پایااداری ساااختار   -10

 .بعدی آن استسه

 
  ProSA-web (B)با استفاده از  Z-score یزآنال و  RAMPAGE  (A)سرورۀ لیوسبه راماچاندران نمودار -5 شکل

Figure 5. Ramachandran diagram by RAMPAGE server (A) and Z-score analysis using ProSA-web (B)              



 لیگاند در گونۀ صنوبر ...   -Aانتروتوکسین    -لینکر  -Bطرا ی بیوانفورماتیکی و تأیید بیان کلراتوکسین   9

 

  آن  دیی   و تأ  بی   وکت  ور نوترک  ونیترانسفورماس   

 PCR یکلن  ۀلیوسبه

در محااایط  ااااوی کانامایساااین    هاااا ی کلن رشاااد  

  ی هااا ژن موفقیت ترانسفورماساایون و انتقااال    ۀ دهند نشان 

  الاا   6شااکل  در  ی خوب بااه کااه  باکتری اساات مقاومت به 

و    PCR  ی کلناا   یج نتااا . همچنااین  اساات   شااده نشااان داده  

را در    یااب نوترک   یااوژن ژن ف   ی الکتروفااورز  ضااور قطعاا 

. بانااد واضااح و  دهااد ی م نشان    شده ترانسفورم   ی ها ی باکتر 

  حصااول م با اناادازۀ مااورد انتظااار    جفت باز   238مشخص  

PCR   و     اصاال از پرایمرهااای اختصاصاای مطابقاات دارد

  وفق م   یج نتا   ین است. ا   یون موفق بودن ترانسفورماس   یانگر ب 

را    یزبااان ژن هاادف در م   یاات و تثب   ینااگ کلون  یند ا فر  بودن 

 (.     6)شکل    کنند ی م   یید تأ 

 بینوترک  وژنیفپروتئین    انیب دییتأ

اول )ساامت  lane که دادنشان  SDS-PAGE جنتای

ای از باندهای پروتئیناای مختلاا  چپ( شامل مجموعه

است که بیااانگر ماهیاات پیچیااده و غیرخااالص نمونااه 

میانی نیز الگوی مشابهی از چناادین  lane باشد. درمی

شود، با این تفاوت کااه یااک باند پروتئینی مشاهده می

قاباال  کیلودالتون 4۷باند مشخص و برجسته در  دود 

سوم )سمت راساات(، باناادهای  lane مشاهده است. در

شااده در بانااد مشاهده  .مارکر وزن مولکولی قرار دارنااد

عنوان پروتئین هاادف در نظاار به کیلودالتون 4۷ دود 

ن در نمونااه بیااانگر موفقیاات در آگرفته شده و  ضور  

 ال (. ۷)شکل   بیان پروتئین نوترکیب است
بااادی بلات با اسااتفاده از آنتیوسترن  ، ۷شکلدر  

اختصاصی جهاات بررساای  ضااور پااروتئین نوترکیااب 

های مربوط انجام شد. نتایج نشان داد که تنها در نمونه

به بیان پروتئین هدف، یک ساایگنال مشااخص در وزن 

کااه در شود، در  الیمولکولی مورد انتظار مشاهده می

های کنترل هیچ باند اختصاصاای قاباال مشاااهده نمونه

نیست. این نتایج بیانگر بیان اختصاصی و تأیید هویاات 

 .پروتئین نوترکیب است

 
  PCR (B) روش کلنیبه سازهورماسیون و و تأیید ترانسف (A) شدهترانسفورم  یهایکلن  ی او یتپل  -6 شکل

Figure 6. Plate containing transformed colonies (A) and confirmation of transformation and construct using    
colony PCR (B). 



 10 16تا    1، صفحۀ  1405  بهار،  1دهم، شمارۀ  جمجلۀ جنگل ایران، انجمن جنگلبانی ایران، سال ه

 

B A 

 

 

 
 

 وسترن بلات (B)و  SDS-PAGE (A) بیان پروتئین نوترکیب و تأیید آن با استفاده از روش -۷ شکل

(A) and Western blot (B). PAGE-SDSecombinant protein expression and confirmation using R. 7Figure   

 بحث

 یهاااتلاشا توجه به اهمیاات بیماااری ساارطان و  ب

 اثاارماارثر، بررساای  یهااادرمانگسااترده باارای یااافتن 

 یاژهیاا وباکتریایی از اهمیاات    یهانیتوکسضدسرطان  

 یهااالیتحل .(Patyar et al., 2010) برخااوردار اساات

تجرباای، امکااان   یهاااشیآزمابیوانفورماتیکی پاایش از  

عملکاارد ایاان  سااازوکاردرک بهتااری از پایااداری و 

 دسااتیابی بااهو مسیر را باارای    کندیمترکیبات فراهم  

 Lionta et) سااازدیمایمن و ماارثر همااوار  یهادرمان

al., 2014).  ترکیااب انتروتوکسااینزمینهدر این ،A   از

از ویبریااو   Bکلراتوکساایناستافیلوکوکوس اورئااوس و 

 هایراهکاری نوین در ارزیابی اثر  عنوانبه  تواندیمکلرا  

 .قرار گیردمدنظر    یضدسرطاندرمانی  

 پااروتئین فیااوژن نوترکیاابنااوعی  ،  پژوهشاین  در  

Ligand-enTA-linker-cTxB-Anticancer   و  یطرا 

. باارخلاف شااد  یااابیماارثر آن ارز  یضدسرطان  یتخاص

Babakanrad et al., 202)4 ; یهاااااپژوهش

Fathizadeh et al., 2020)  یمتفاااوت یوکتورهاکه از 

 pBI121وکتااور  پااژوهش، یااناسااتفاده کردنااد، در ا

کار گرفته شااد. به  یاهیگ  یستمژن در س  یانب  منظوربه

استفاده شااد؛  BamHI و SmaI هایهمچنین، از آنزیم

هااای پیشااین متفاااوت بااوده و انتخابی که بااا پژوهش

پااروتئین طور اختصاصی برای فراینااد طرا اای ایاان  به

 افاازاریهااای نرم. نتااایج تحلیلشدسازی بهینه فیوژن

Anti-CP شااده دارای نشااان داد کااه تااوالی طرا ی

توجهی است. مقایسۀ ایاان های ضدسرطانی قابلویژگی

نیااز  (Babakanrad et al., 2024) نتااایج بااا پااژوهش

پااروتئین دهنده همسااویی خااواص ضدساارطانی  نشان

باار   .های آن مطالعااه اسااتشده با یافتهطرا ی  فیوژن

، ضااریب اثربخشاای شاادهینیبشیپ یهااادادهاساااس 

گاازارش  یااک کمتاار از   (SVM)خاصیت ضدساارطانی

 یهااادادهکه این نتایج تطااابق نزدیکاای بااا    است  شده

ج ینتااا ینا د.دار پژوهشدر آن  شدهارائهکمی و کیفی 

 ۀ ااوزدر    یننااو  یهااادرمان  ایجاااد  گااذاریهپا  تواندیم

کاااربرد  یرا باارا یاادیجد یرساارطان باشااد و مساا 

کنااد همااوار  یماریب یندر درمان ا  های فیوژنپروتئین

(Saw Song, 2019; Thundimadathil, 2012). 

  پروتئین فیوژن نوترکیب نشان داد که   GOR4 تحلیل 

،   (Fathizadeh et al., 2020)این پژوهش، مشابه پژوهش 

 توجهی از ساااختارهای نااامنظم ماننااد دارای مقادیر قابل 
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Random coil  دلیل  ضور اسیدهای  است. این ویژگی به

ای نظیر گلیسین و سیسااتئین اساات؛ گلیسااین بااا  آمینه 

گیری ساااختارهای  پذیری بااالای خااود بااه شااکل انعطاف 

کااه سیسااتئین بااا ایجاااد  کنااد، در الی نامنظم کمک می 

سااولفیدی پایااداری بیشااتری بااه ساااختار  هااای دی پل 

 & Betz, 1993; Finkelstein) بخشااد می   پااروتئین 

Ptitsyn, 2016).    باار ایاان، نتااایج تحلیاال   افزون GOR4 

این پژوهش نسبت به نمونااۀ    پروتئین فیوژن نشان داد که  

 (Fathizadeh et al., 2020) شااده در پااژوهش گزارش 

 تری دارد. ایاان تفاااوت بااا میاازان ژنی قااوی خاصیت آنتی 

Extended Strand     مرتبط است که در این تحقیق بااین

ژنی  درصد گزارش شد و به بهبود خاصیت آنتی   50تا    20

 کمااک کاارده اساات   پااروتئین فیااوژن و افزایش کااارایی  

 .(Eswar et al., 2003) 
بااارای   ProtParamبعاااد، از سااارور ۀمر لااا در 

روتئین پاا خصوصاایات فیزیکوشاایمیایی  یناا یبشیپ

 ایزوالکتریااک  ۀنقطکلی  طوربه استفاده شد. نوترکیب

(pI) ماهیاات طبیعاای  ۀدهندنشااان، هفاات براباار بااا

یاان باارای ا  (pI)ایزوالکتریااک  ۀنقطاا امااا  ت.ساا دهایپپت

 ۀدهندنشااانآمااد کااه    دساات  بااه  .68 اادود    روتئینپ

پپتیااد در ( pI) ۀمقایساا در  .ماهیاات قلیااایی آن اساات

بااود  8.9برابر بااا  (Fathizadeh et al., 2020)پژوهش 

 . ,Gasteiger)دهاادیمکه قلیااایی بیشااتری را نشااان 

شاخص ناپایداری کااه معیاااری باارای همچنین (2005 

، اسااتدر شرایط آزمایشگاهی    هانیپروتئارزیابی ثبات  

 ؛ عااددبااود  6.653فیوژن نوترکیااب    روتئینپبرای این  

پایااداری مناسااب آن اساات.   ۀدهندنشااان،  40کمتر از  

پااژوهش باارای شاااخص ناپایااداری در  25.11 مقاادار

Fathizadeh et al. 2020))  نیز بیانگر قرار داشتن هاار

 Guruprasad) پایداری اساات ۀمحدوددر  روتئینپدو 

et al., 1990) . 

مهاام در مقاوماات  یشاااخص آلیفاتیااک کااه عااامل

شود، برای این می  محسو در برابر  رارت    هانیپروتئ

دساات آمااد کااه شاااخص   بااه  2.۷6۷فیااوژن    روتئینپ

 رودبه شمار می روتئینپمثبتی برای پایداری  رارتی 

) Ikai., 1980.( ،مقاادار منفاای شاااخص همچنااین

 490.4 منفاای براباار بااا  (GRAVY)هیاادروپاتی

ایاان   زیااادپااذیری  آبدوست بودن و انحلال  ۀدهندنشان

 یکاربردهااامطلوبی باارای  یهایژگیوترکیب است که  

 .)Doolittle, 1982) & Kyte  ندیآیمزیستی به شمار  

) ,.Hesari et alپااژوهش  ، مشااابهتحقیااقدر این 

 منظورباااه TASSER-I یشااارفتۀپ، از سااارور (2020

 یهااانیپروتئ  یبعدسااهساااختار    یااابیو ارز  یسازمدل

 یااتبااا قابل  TASSER-I.  شااداستفاده    یبنوترک  یوژنف 

 1500بااا کمتاار از    ییهااانیپروتئخودکااار    یسازمدل

 مهاام  اطلاعاتی،  Threadingروش    یقاز طر  نهیدآمیاس

 یفعال ا تمااال یهاگاهیجاو   یهدر خصوص ساختار ثانو

در هاار . )Zhang, 2015) & Yang ارائه داد هانیپروتئ

های عنوان یکاای از شاااخصبااه C-scoreدو تحقیااق، 

های ساااختاری مااورد اصاالی ارزیااابی و انتخااا  ماادل

های استفاده قرار گرفاات و نتااایج نشااان داد کااه ماادل

 قبولی برخوردارندشده از کیفیت ساختاری قابلانتخا 

2020) Hesari et al.,.)  

ProSA-  ۀلیوساا به  score-Z  یاالتحل  ین،بر ا  افزون

web  یرو مقاااد  کاارد  ییدرا تأ  هامدل  یساختار  یفیتک 

و قاارار گاارفتن   یصحت طرا اا   یانگر، بscore-Zمثبت  

 یعاایطب ۀمحاادوددر  یاابنوترک یهااانیپروتئ یاانا

در هاار   هاشاااخص  یاانمشابه بود. تطابق ا  یهانیپروتئ

 یناا یبشیپدر    TASSER-I  یباار توانمنااد  یق،دو تحق 

 یهااانیپروتئ  یباارا  یاادارو پا  یااقدق   یبعدسااهساختار  

 . )Sippl, 2007) & Wiederstein  دلالت دارد یبنوترک

برای   ریتکرارپذ، منعط  و  عیسر  یروشبیان موقت  

 از پروتئین نوترکیااب در گیاااه اساات  بالاییبیان سطح  

(Choi et al., 2008; Voinnet et al., 2003)  کااه

 جااادیابا بیااان دائاام    سهیمقااز بیان را در    بالاییسطح  

SDS- اصاال از  یجنتااا. (Chen et al., 2014) کندیم

PAGE    آن اساات   یانگربپژوهش    یندر ا  بلاتوسترنو

دالتااون یلوک  4۷  یبا وزن مولکول  یبنوترک  ینکه پروتئ

.  ضااور است  شده  یانصنوبر ب  یهابرگدر    تیموفق   با

بانااد در   نبااودو    یمارشدهت  یهانمونهواضح در    یباندها
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 ینپروتئ  اختصاصی  یانب  ییدکنندۀتأکنترل،    یهانمونه

 .است  شدهیمارت  یطدر شرا

مانند توتون و کاهو   یاهانیمشابه در گ  هایپژوهش

 یهااازبانیم  عنوانبااهرا    یاهااانگ  مطلااو   قابلیاات  یزن

 یباارا  ژهیوبااه  یب،نوترک  یهانیپروتئ  یدتول  یبرا  یانیب

مثااال، کاااهو   ی. بااراانااددادهنشااان    ییدارو  یکاربردها

 طوربااهانبااوه،  یاادتول یااتساااختار ساااده و قابل  لیدلبه

 یرمختل ، نظ  ییدارو  یهانیپروتئان  یدر ب  یاگسترده

 ;Kim et al., 2004) مربااوط بااه ساام وبااا B ینپروتئ

Ruhlman et al., 2007)  یااتهپات یااروسو ژنیآنتو 

B  (Kapusta et al., 1999)  است شدهاستفاده. 

 یاادتول  یباارا  یگریمتعدد د  یقاتتحق   ین،بر اافزون

در کاااهو   یخااوراک  یهاواکساانو    یدرمان  یهانیپروتئ

  ,.Ruhlman et al) مثااال ی. باارااساات هانجام گرفتاا 

 یوناادمربااوط بااه پ یژناا  یبااا وارد کااردن تااوال(2007

به ژنوم کلروپلاست کاهو   CTBو ادجوانت    ینپروانسول

 2.5 قدارم به (فیوژن) یامتزاج ینپروتئ یدموفق به تول

 ااال، ینمحلااول شاادند. بااا ا یندرصااد از کاال پااروتئ

 یتجااار صااورتبه یاختااهیترار یکاااهو یچتاااکنون هاا 

 ژنیآنتاا   ۀکنناادیانب  یکاااهو  ۀعرضه نشده و تنها نمون

قاارار  ینیبااال یهااول آزمون  ۀدر مر ل  B  یتهپات  یهعل

 .(Streatfield, 2007) دارد

هاااای متعااادد دربااااره بیاااان باااا وجاااود گزارش

هااای های نوترکیب در گیاهان زراعاای، گزارشپروتئین

مربوط به استفاده از گیاهان درختی مانند صنوبر برای 

های نوترکیب بااا اهااداف درمااانی بساایار بیان پروتئین

 پروتئین فیوژن درکه  پژوهش ینا یجنتا .محدود است

 ینو کلراتوکس  A  ینمتشکل از دو انتروتوکس  یبنوترک

B  یهاروش  یریکارگبهکه    دهدیمنشان    انجام گرفت 

 یهایژگیو  یساخت و بررس  ی،در طرا   یوانفورماتیک ب

در بهبااود  تواناادیم یبااات،ترک یاانا یزیکوشاایمیاییف 

ماارثر باشااد.   یچیاادهپ  یهانیپروتئ  یانو دقت ب  ییکارا

 یزمختل  ن  یزیولوژیک ف   یطدر شرا  یلیتکم  یهایبررس

برخااوردار   ناسبیم  یداریاز پا  یبترک  یننشان داد که ا

 ییو دارو  یصنعت  یاستفاده در کاربردها  یتو قابل  است

 را دارد.

 عنوانبااهصنوبر    یلپتانس  ییدتأ  برافزون  هاافتهی  این

 یابزارهااا  ۀتوسااع  یرا باارا  ییهافرصاات  یااانی،ب  یزبانم

 یاهاااندر گ  فیوژن  یچیدهپ  یهانیپروتئ  یددر تول  یننو

 یاهداف درمان  یبرا  تواندیمکه    کندیمفراهم    یجنگل

 ارزشمند باشد.  یصنعت  یو کاربردها

 گیرینتیجه

عنوان این پژوهش افزون بر تأیید قابلیت صنوبر بااه

هااای نوترکیااب، یک سامانه کارآمد برای بیان پروتئین

های بیوانفورماتیکی در طرا اای بر نقش کلیدی تحلیل

هااای فیزیکوشاایمیایی سااازی ویژگیهدفمنااد و بهینه

کنااد. نتااایج ترکیبااات پروتئیناای پیچیااده تأکیااد می

های آمده بستر مناساابی باارای توسااعۀ سااامانهدستبه

های گیاااهی، های درمانی و واکسننوین تولید پروتئین

با این  ااال، سازد  ویژه در گیاهان جنگلی، فراهم میبه

برای تأیید کااارایی زیسااتی و درمااانی ایاان پااروتئین، 

بااالینی هااای عملکااردی، ساالولی و پیشانجااام آزمون

 .ضروری است
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Abstract 
Introduction: Due to the increasing drug resistance, there is a critical need to identify novel anticancer agents 

and develop innovative therapeutic strategies. Many bacteria produce peptides known as toxins, which exhibit 

antitumor effects on various cancer cell lines. Despite significant advancements in cancer therapy, the limitations 

associated with conventional anticancer agents have directed research toward natural compounds, particularly 

enterotoxins. The objective of this study was to design and verify the expression of the 

Anticancer-cTxB-linker-enTA-Ligand fusion protein in Populus euramericana, one of the most economically 

significant tree species. This species is highly valued for its rapid growth, making it a viable candidate for 

medium- to long-term investment. 

Materials and Methods: To design the target protein, the sequences of enterotoxin A and cholera toxin B were 

retrieved from the NCBI genomic database. A linker sequence was inserted between the two enterotoxin 

sequences to enhance flexibility and maintain structural integrity, and an anticancer sequence was added to the 

gene to boost antitumor activity. Finally, the recombinant fusion gene was synthesized, and expression and 

purification processes were conducted. The expression of the target recombinant protein was verified using 

SDS-PAGE and Western blot. 

Results: The results demonstrated that the designed fusion protein possesses a suitable structure and favorable 

physicochemical stability, showing high resistance under simulated aqueous conditions. Furthermore, the successful 

transfer of the recombinant vector was confirmed using colony PCR, and the observation of a distinct 238 bp band 

indicated the presence of the recombinant fusion gene. SDS-PAGE and Western blot results clearly confirmed the 

successful expression of the recombinant protein, with a molecular weight of 47 kDa, in poplar leaves. 

Conclusion: The fusion protein, derived from the combination of enterotoxin A, cholera toxin B, and the 

anticancer sequence, exhibits significant antitumor properties. Therefore, preclinical evaluations, including 

animal studies, are currently underway to assess the potential of this compound as a complementary or 

alternative strategy in cancer therapy. 
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