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Abstract 

Objective 

This study aimed to clone the human basic fibroblast growth factor (hbFGF) gene into the 

pCAMBIA1304 binary vector for recombinant bFGF protein production in plant expression 

systems. 

 

Materials and Methods 

The full-length open reading frame (ORF) encoding the hbFGF gene was inserted into the 

pCAMBIA1304 binary vector and subsequently cloned into Escherichia coli strain DH5α. The 

recombinant expression vector, designated pCAMBIA-hbFGF, was then introduced into 

competent Agrobacterium tumefaciens strains EHA105, GV3101, and LBA4404. 

 

Results 

The hbFGF gene, comprising 561 nucleotides, encoded a protein of 155 amino acid residues. The 

calculated molecular mass and predicted isoelectric point (pI) of the deduced polypeptide 

sequence were 17.25 kDa and 9.58, respectively. The instability index, aliphatic index, and 

hydrophobicity index of the bFGF protein were calculated as 36.60, 68.00, and -0.511, 

respectively, indicating high stability and a hydrophilic nature. Analysis using ProtScale and 

TMHMM programs confirmed the hydrophilic properties of bFGF and the absence of 
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transmembrane domains. Additionally, the MotifScan program identified a conserved fibroblast 

growth factor (FGF) family domain in the hbFGF sequence, while no potential N-glycosylation 

sites were detected. The predicted secondary structure of the mRNA sequence, calculated using 

the RNAfold program, exhibited a minimum free energy of approximately -136.90 kcal/mol, 

indicating relatively high stability with low entropy. The simulated three-dimensional structure 

of the hbFGF protein revealed a pyramidal arrangement of 10 non-parallel β-sheets. 

Ramachandran plot analysis confirmed that 86.3% of the amino acid residues were organized in 

regular structures, primarily non-parallel β-sheets, with only two residues (Thr8 and Gly24) 

exhibiting unusual ϕ and ψ angles. Phylogenetic analysis demonstrated a high degree of similarity 

with Pan troglodytes, Pongo abelii, and Camelus dromedarius, showing 100%, 100%, and 

98.71% sequence similarity, respectively. 

 

Conclusions 

The bFGF protein was identified as a stable, hydrophilic protein without potential N-

glycosylation sites. These characteristics suggest that the bFGF protein may be successfully 

produced heterologously in plant expression systems for potential commercialization. 

Keywords: binary vector, cloning, fibroblast growth factor, hydrophobicity index, ramachandran 

plot 
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( و  hbFgf) ی انسان  یباز ی بروبلاستیژن رمزگردان فاکتور رشد ف  ی مولکول سازیهمسانه 

 in silico ط یدر شرا hbFGF  نیپروتئ  ییایمیش -کویزیف هایی ژگ یو ی بررس
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  چکیده

  ونیجهت ب pCAMBIA1304  یونی( دزرن نوقل بhbFgf) یانسجججون  bFgfژن  سجججو یپژرهش، همسجججونه نیهدف ا  ا  هدف:

 ب د. یوهیگ هویزبونیدز م bFGF بین ترک نیپررتل

و   ژن    ORFتج الجی    :هواروشموواد  بج  hbFgfزمجزگجردان  نججوقججل  بججوکجتجر  pCAMBIA1304  یونجیججدزرن  دزرن  ر    ی دزج 

Escherichia coli   هیسج  DH5α بین ترک  یونیشجد. نوقل ب سجو یهمسجونه  pCAMBIA-hbFGF    هویسجس  به دزرن سجل 

 .( منتقل شدLBA4404ر  EHA105 ،GV3101) Agrobacterium tumefaciensمستعد  

کنجد کجه دازای ر ن م لک لی ر نق جه ایزرالکتریج  به  اسجججیجدهمینجه زا زمز می 155، پررتلینی بجو  bp 468بجه ط     hbFgfژن   :نتوای 

، 60/36به ترتیب حدرداً   hbFGFگریزی پررتلین هوی نوپویدازی، هلیفوتی  ر هباست. شوخص 58/9ر  kDa  25/17ترتیب برابر بو 

هو بو اسججتفوده ا  درسججتی هن اسججت. به ،لاره، برزسججیدهنده پویدازی بولا ر رضججعیت هبمحوسججبه شججد که نشججون -511/0ر  00/68

ممبران  هوی ترن درسجججت ب ده ر فوقد هر گ نه دامنجههب hbFGFتأییجد کرد که پررتلین   TMHMMر    ProtScaleهوی  برنومه

  hbFGFای ( زا دز ت الی اسجیدهمینهFGFی  دامنه ریژه خون اده فوکت ز زشجد فیبرربلاسجتی )  MotifScanاسجت. همننین، برنومه  

شجنوسجویی نشجد. حداقل انرژی   hbFGFای گلیک  یلاسجی ن دز ت الی اسجیدهمینه-Nه جویاوه بولق ه جهت شجنوسجویی کرد ر دز حولی ک

محوسججبه شججد که  -kcal/mol  90/136برابر    RNAfoldافزاز  بو اسججتفوده ا  نرم mRNAه اد محوسججبه شججده سججوختوز درم ت الی  
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سججو ی سججوختوز بو سجج آ هنتررپی پویین اسججت. ،لاره بر این، شججبیه mRNAدهنده پویدازی نسججبتوً بولای سججوختوز درم ت الی  نشججون

غیرم ا ی اسججت که دز ی  سججوختوز هرمی   βصججفحه   10شججومل   hbFGFنشججون داد که پررتلین   hbFGFبعدی پررتلین سججه

غیرم ا ی تشجکیل شجده   β،مدتوً ا  صجفحو    hbFGFاسجت. زسجن نم داز زامونوندزان نیز نشجون داد که پررتلین  سجو موندهی شجده

دهی شجده ر تنهو در اسجیدهمینه غیرم ا ی سجو مون  βا  اسجیدهوی همینه دز سجوختوزهوی من ن شجومل صجفحو   3/86اسجت. حدرد  

8Thr   24رGly   بو  رایویφ  رψ   غیرمعم   دز پیکربندی پررتلینhbFGF وهت شجنوسجویی شجدند. برزسجی میزان شجبhbFGF   بو

به    Camelus dromedaries  ر  Pan troglodytes  ،Pongo abelii، دزجه بولایی ا  شجبوهت زا بو  bFGFهوی  سجویر ت الی

 .نشون داد شبوهت 71/98ر   100،  100ترتیب بو  

گلیک  یلاسجججی ن اسجججت که ممکن اسجججت به شجججکل  -Nی  پررتلین پویداز ر فوقد جویاوه بولق ه  bFGFپررتلین  گیری:نتیجه

 هوی بیونی گیوهی دز س آ تووزی ت لید ش د.ن ترکیب دزرن سیستن

 سو ینوقل درگونه، همسونه، نم داز زامونوندزان، فوکت ز گریزیزشد فیبرربلاستی بو ی، شوخص هب: هاکلیدواژه

 پژرهشی.: نوع مقاله

ف  یم لک ل  سو یهمسونه  (1404)  نیزامی  نیحس،  حوت  یزهبودی،ز  یطوهر  استناد: فوکت ز زشد    ی بو   یبرربلاستیژن زمزگردان 

،  موله بی تکن ل ژی کشورز ی.  in silico  طیدز شرا  hbFGF  نیپررتل  ییویمیش  -ک یزیف  هویی ژگیر  ی( ر برزسhbFgf)  یانسون

17(1 ،)1-26.  

 

 

Publisher: Faculty of Agriculture and Technology Institute of Plant 

Production, Shahid Bahonar University of Kerman-Iranian 

Biotechnology Society. 

© the authors 

 

 مقدمه

دیرینه برای بشر ر ی  هدف اصلی دیده ر حتی ا،ضوی ق ع شده بدن، ی  هز ری  هوی هسیب هو ر اندام ت انویی بو سو ی بوفت

ر بسیوز نولش برانایز برای پزشکون، پژرهشاران ر مهندسون است. متأسفونه، ت ان ترمین دز پستوندازان بسیوز محدرد ب ده ر هسیب  

هو ن یر کبد( نهویتوً دز بیشتر م ازد دز فرهیند ترمین منور به تشکیل بوفت غیراختصوصی ا  قبیل هو )بوز بوفت برخی اندام به اکثر بوفت 

برخلاف پستوندازان، برخی جوندازان ت ان ترمین قوبل ت جهی دازند    ش د.بوفت جوی  خن )اسکوز( دز هسیب به سومونه پ ششی بدن می 

ای  ( به ،ن ان  یر موم ،ه Planarianهو )هب شیرین ر پلانوزیون  Polyp hydra( شومل  Cnidarianتنون )که ،بوزتند ا  کیسه 

دازان، مونند سمندز، ق زبوغه ر موهی  برا. این جوندازان قودز به زشد مودد سوختوزهوی  هوی مهرههوی پهن ر برخی ا  گ نه ا  کرم

فرهیندهوی ترمین ر  (. Farooq et al. 2021اصلی مونند سر یو دم، یو حتی م ج د  نده کومل ا  ق عو  بسیوز ک ن  بدن هستند )
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سیت کین ا   رسیعی  طیف  ت سط  میبو سو ی  کنتر   تمویز  ر  زشد  ، امل  هن هو،  جمله  ا   میش ند.  زشد هو  فوکت زهوی  به  ت ان 

 ایی ر همل استو ی بوفت هستند.  کننده اصلی اندام ( اشوزه کرد که تن ینFibroblast Growth Factor, FGFفیبرربلاستی )

دهنده داخل هوی غیر پیوم FGFهوی تیرر ین کینو  ر  دهنده ترشحی است که به گیرندههوی پیوممتشکل ا  پررتلین   FGFخون اده  

برای کونو Intracellular FGF, iFGFسل لی ) به ،ن ان ک فوکت ز  کنند،  هوی رلتوژی ،مل می هوی سدین ر سویر کونو ( که 

دز  ش ند.  مهرگون یوفت می دازان ر بی بو حفظ ت الی ر سوختوز مرتبط دز مهره  FGFش ند. ا،ضوی هر در شوخه ا  خون اده  متصل می

هوی اسوسی زا دز  هوی بدن بیون شده ر نقشتقریبوً دز تموم بوفت  پستید است کهپلی   22شومل  هوی ترشحی  FGF  پستوندازان، خون اده

هو ر  FGF(.  Ornitz & Itoh 2015کنند ) ایی، پوسخ به هسیب، ترمین ر بو سو ی بوفت ایفو می مراحل ارلیه زشد جنینی، اندام 

ت ان به هفت  هو زا میFGFاند. بر اسوس توزیه ر تحلیل فیل ژنتیکی،  هو دز میون فرمونرر جون زان به شد  حفظ شده هوی هنگیرنده

 & FGF15/19  (Ornitz  ر  FGF1  ،FGF4  ،FGF7  ،FGF8  ،FGF9  ،FGF11بندی کرد که ،بوزتند ا    یرخون اده تقسین

Itoh 2015 .)    یرخون اده FGF1   هوی  ا  در فوکت ز زشد فیبرربلاستی به نومFGF1    رFGF2    .تشکیل شده استFGF2    ارلین

ا  غده هیس فیز گور جداسو ی شد ر به دلیل دازا ب دن اسیدهوی همینه بو ی ر نق ه هیزرالکتری  بولا به ،ن ان    1973بوز دز سو   

FGF  ( بو یbFGF شنوخته می )( ش دArmelin 1973 .)    دز میون ا،ضوی خون ادهFGF  ،FGF2    به فرارانی دز سیستن ،صبی

دازای خ اص دزمونی است ر به ط ز گسترده دز کوزبردهوی بولینی  FGF2ش د. به دلیل اثرا  ترمین ر التیوم  خن، مرکزی یوفت می

هوی بنیودی ر مهوز تمویز ن پررتلین همننین برای حفظ سل   ش د. ایبرای التیوم  خن ا  طریق تحری  تکثیر سل لی استفوده می 

که غولبوً به من  ز کوزبردهوی پزشکی    bFGF(. دز حو  حوضر، تهیه  Dolivo et al. 2022ش د ) کشت اضوفه میهو به محیط هن

بنوبراین، بو ت جه به اهمیت بولینی  Kwong et al. 2013ش د، بسیوز پرهزینه است )ر مراقبت ا  پ ست استفوده می   .)bFGF  ،

ت سعه ی  سیستن بیونی بو ،ملکرد بولا، کن هزینه ر مقررن به صرفه جهت ت لید تووزی به شکل ن ترکیب ا  اهمیت بولایی برخ زداز 

(  Bombyx moriهوی بیونی مختلفی جهت ت لید ن ترکیب هن استفوده شده است که ،بوزتند ا  کرم ابریشن ) است. توکن ن ا سیستن

(Wu et al. 2001( س یو ،)Glycine max( )Ding et al. 2006 بوکتری ،)Bacillus subtilis (Kwong et al. 2013  ،)

(  Nicotiana tabacum( )Wang et al. 2016(، ت ت ن )Oryza sativa( )An et al. 2013; Poudel et al. 2019برنج )

زسد که استفوده  ، به ن ر میbFGFگلیک  یلاسی ن -N. بو ت جه به ،دم Escherichia coli (Lingg et al. 2021)ر بوکتری 

هو به  زیشه م یین، خزه، ،دس  هبی ر زیزجلب هوی کشت گیوهی شومل گیوه کومل، س سسونسی ن سل   گیوهی،  ا  ان اع سیستن

به ،مل    هویر برزسی   م ولعو ،  ،لارهبه ت اند بسیوز کوزهمد بوشد.  ن ترکیب می   bFGFهوی بیونی جهت ت لید تووزی  ،ن ان میزبون 

فرایندهوی ژنتیکی )مشتمل بر همونندسو ی    ترینمهن   مره  دز  م لک لی  هویسو رکوز که  نم دمیلادی زرشن    80همده دز اراخر دهه  

DNA،  ،هستند(  هوژن  تن ین  نح ه  حتی  ر  ترجمه  زرن یسی  (Barazandeh et al. 2016a; Safaei et al. 2022  .)ی کیژنت  موده  

  ا    کمی  تعداد  فقط  لح ه   هر  دز   ر   ش ند مون بیون نمی گوه همه به ط ز هنشده است که هیچ  ل یی  سل   ا  تعداد  یودی ژن تشک

  زشد   هن  دز  م ج د  که  محی ی(.  Barazandeh et al. 2016b)  ندکنمی   ت لید  زا  سل    نیو   م زد  هنزین  یو  پررتلین  ر   شده  بیون  هوهن
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 Bordbar) ش د خوم ش  وی ر رفعو یغ دیبو ر ستین هن فرهرزده به یو ین که نیا وی ر ش د ونیب ژن ویه که  کندیم مشخص کندیم

et al. 2022; Jafari Ahmadabadi et al. 2023  بوکتری دز  بوز  ارلین  ژن  بیون  کوز  ر  سو    .)E. coli    شد کشف 

(Saadatabadi et al. 2023; Mohammadabadi et al. 2023  .)ر   م قت  کنتر   تحت  شونبیون  ی کوزی تی  هویژن  

  نم    مرحله  به  هوژن   بیون   نیز  ر  شده  بیون  ژن م  تموم  ا   ک ن   نسبتوً  موم ،ه  ی   تنهو  هوبوفت  ان اع  ا    ی   هر   دز.  است  نندبعدی

 مقداز  همننین.  است  اختصوصی  بوفت  هر  برای  هو، بیون ژن دز ی کوزی  بنوبراین.  (Masoudzadeh et al. 2020)  دازد  بستای

 ش د هن ژن می  ونی، سوخته شده سبب تن ین بسو ندمی  زا  محص    هن  که  هوییبوفت  سویر  دز  نیز  ر  بوفت  همون  دز  که  ژن  هویفرهرزده

(Mohammadabadi et al. 2021; Shokri et al. 2023  .)ر   هوژن   م ولعه  ی،ملک ل   ینژادبه   دز   یاسوس  اقدامو   ا   ی کی  

 ;Mohammadinejad et al. 2022)  است  یکررم  رم  وی  یسل ل  س آ  دز  هوهن  م ولعه  ر  مهن  صفو   بو  مرتبط  یهونیپررتل

Shahsavari et al. 2022  .) ،ت الی زمزگردان ژن    لذا این پژرهش،  بیونی    (hbFgf)  انسونی  bFgfدز  ا  دزج دزرن نوقل  پ  

pCAMBIA1304    بوکتری ر سس   همسونه   DH5αس یه    E. coliدزرن  شده  سل   سو ی  دزرن  س یه  به  سه  مستعد  هوی 

ش د تو جهت  منتقل می   LBA4404ر    EHA105  ،GV3101هوی  به نوم(  Agrobacterium tumefaciensاگرربوکتری م )

،  hbFgfژن    mRNAهوی گیوهی م زد استفوده قراز بایرد. ،لاره بر این، سوختوز درم ت الی  ن ترکیب دز میزبون  bFGFبیون پررتلین  

سو ی ت الی زرابط فیل ژنتیکی ر همردیفر    hbFGFسو ی م لک لی سوختوز س م پررتلین  مد ، سوختوز درم ر  ایت الی اسیدهمینه 

 گیرد.افزازهوی بی انف زموتیکی م زد م ولعه قراز میا  جوندازان مختلف بو استفوده ا  نرم  bFGFهوی بو سویر ت الی  نندگونه

 

 هامواد و روش

)اهدا   pCAM-EXPCAS( ا  نوقل بیونی ن ترکیب  NCBI Genbank: AAA52448.1)  hbFgfت الی زمزگردان ژن  

ت سط   )Hosseini  2018ر    Bastabiشده  زفت  هغو گرهوی  ا   استفوده  بو   )5′-

3′-ATGGCTGCTGGGTCAATCACccatggata( برگشت  ر   )-5′

3′-TCACGACTTCGCCGACATAGggttacctat  )  1ای پلیمرا  راکنش  نویره طی  (PCR تکثیر شد. هغو گرهوی زفت )

شومل مرحله    هوی حرازتینرخه ب دند.  BstE IIر  Nco Iهوی محدردکننده برگشت به ترتیب حوری جویاوه شنوسویی برای هنزینر 

ثونیه، مرحله    30به مد     C°  94سو ی دز دموی  نرخه؛ مرحله راسرشته   35دقیقه،    3به مد     C°  94ارلیه دز دموی    سو یراسرشته 

ثونیه ب د. دز انتهو، مرحله بسط نهویی دز دموی    30به مد     C°  72ثونیه ر مرحله بسط دز دموی    60به مد     C°  58اتصو  دز دموی  

C°  72     ا  شوهد منفی بدرن الا  جهت برزسی رج د یو ،دم رج د هل دگی دز  دقیقه انووم گرفت.    5به مدPCR    .استفوده گردید

 
1 Polymerase chain reaction 
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ا     PCRفرهرزده   استفوده  K-، شموزه کوتول گ  DNA  (Gel Purification Kit ®AccuPrepسو ی ق عو   کیت خولصبو 

 BstEر    Nco Iهوی محدردکننده  سو ی شد ر بو استفوده ا  هنزینا  زری ژ  هگوز  خولص  (جن بی، کرهBioneerشرکت  ،  3035-1

II    برش یوفت. دز مرحله بعد، ق عه برش یوفته دزرن نوقل بیونیpCAMBIA1304  هو بو استفوده ا  هنزین  برش یوفته بو همون هنزین

DNA     لیاوT4    جویازین ق عهmgfp5-GUS    شد. نوقل بیونی ن ترکیبpCAMBIA-hbFGF    ش ک  بو استفوده ا  زرش

نوقل بیونی ن ترکیب به زرش لیز قلیویی  سو ی شد. سس   همسونه  DH5αس یه    E. coliهوی مستعد بوکتری  حرازتی به دزرن سل   

نوقل بیونی  ر برش هنزیمی تأیید شد. دز مرحله بعد،    PCR( ر به زرش  Birnboim & Doly 1979استخراج شده )  SDSبو  

،  EHA105هوی  به نوم (  A. tumefaciensهوی مستعد سه س یه اگرربوکتری م )انومود ر ذرب به دزرن سل     ن ترکیب به زرش

GV3101    رLBA4404   سو یهمسونه  ( شدهJyothishwaran et al. 2007  ر پ  ا  استخراج )اگرربوکتری م، هوی  ا  س یه  

 تأیید شدند.  PCRبه زرش 

( بو زرش احتمو  جفت Minimum free energy MFEر حداقل انرژی ه اد )  mRNAبینی سوختوز درم ت الی  پیش

( رسیله  Base-pair probablitiesبو ی  به  -RNAfold (www.rna.tbi.univie.ac.at/cgiافزاز  نرم ( 

bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi)   اسیدهمینه ت الی  بی شیمیویی  خص صیو   شد.  برنومه انووم  ا   استفوده  بو  هوی  ای 

ProtParam  (Gasteiger et al. 2005  ،)TMHMM  (http://www.cbs.dtu.dk/services/  ر  )ProtScale  

(http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/hydropathy/index.htmlم زد برزسی قراز گرفته ر شنوسویی جویاوه ) هوی

N-اسیدهمینه ت الی  دز  برنومه    hbFGFای  گلیک  یلاسی ن  )  NetNGlycت سط  شد   /www.expasy.ch/toolsانووم 

NetNGlyc  س م ر  درم  سوختوزهوی  همننین   .)hbFGF  برنومه ا   استفوده  بو  ترتیب    PSIpredهوی  به 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/  ر  )SWISS-MODEL  (https://swissmodel.expasy.org/ 

interactive  برنومه ت سط  نیز  زامونوندزان  نم داز  ر  شده  تعیین   )Molprobity    شد زسن 

(http://molprobity.biochem.duke.eduدامنه دمُین(.  یو  ،ملهو  ر جویاوههوی  به  کردی  ترجمه  ا   تغییرا  پ   هوی ریژه 

برنومه  بو  ر  MotifScan  (https://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scanهوی  ترتیب   )ScanProsite  

(https://prosite.expasy.org/scanprosite/پیش شدند.  شنوسویی  جویاوه(  ر  غیرسوختوزی  ن احی  اتصولی  بینی  هوی 

سو ی ت وبق سوختوزهوی  انووم شد. برزسی شبیه   IUPred2ا  طریق برنومه    hbFGFای پررتلین  غیرسوختوزی دز ت الی اسیدهمینه

 3d-SS  (3 Dimensional Structural Superposition( )Russellسو ی شده ر نشده بو برنومه  س م اشکو  پررتلینی بهینه 

et al. 1992همردیف نهویت،  دز  شد.  انووم  ر (  نندگونه  الا زیتن    سو ی  ا   استفوده  بو  زیشه  فوقد  فیل ژنتیکی  دزخت  ترسین 

Neighbour-Joining  افزاز  دز نرمClustalW  .انووم شدند 
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 نتای  و بحث

پ  ا     pCAMBIA-hbFGFنوقل بیونی ن ترکیب    :pCAMBIA-hbFGFسازی ناقل بیانی نوترکیب  همسانه 

بو استفوده    ( رBirnboim & Doly 1979استخراج شده )  SDSبه زرش لیز قلیویی بو  ،  E. coliهوی مستعد  انتقو  به دزرن سل  

،  PCRبو استفوده ا     pCAMBIA-hbFGFتأیید قراز گرفت. برزسی نوقل بیونی ن ترکیب    ر برش هنزیمی م زد برزسی ر  PCRا   

زا زری ژ  نشون داد. نوقل بیونی ن ترکیب بو استفوده ا     hbFgfم وبق بو ژن    bp  468ی  ن از منفرد ر راضآ بو اندا ه م زد انت وز  

 BstEر    Nco Iهوی برشی  نیز م زد برزسی قراز گرفت. برش هنزیمی بو هنزین  BstE IIر    Nco Iهوی برشی  برش هنزیمی بو هنزین 

II  به شکل منفرد تنهو ی  ت  ن از مرب ط به نوقل بیونی ن ترکیبpCAMBIA-hbFGF   خ ی زا زری ژ  ایوود کرد. دز حولی

  bpبو اندا ه م زد انت وز  hbFgfمنور به زهوسو ی ق عه مرب ط به ژن   NcoI/BstE IIهوی برشی که برش هنزیمی بو جفت هنزین 

 (. 1( شد )شکل bp 9789ا  نوقل بیونی )بو اندا ه  468

 .Jyothishwaran et alبو استفوده ا  زرش انومود ر ذرب )  ، E. coliنوقل درگونه ن ترکیب پ  ا  استخراج ا  بوکتری  

میزان بو ده   انتقو  داده شد.  LBA4404ر    EHA105  ،GV3101هوی  هوی مستعد اگرربوکتری م س یه( به دزرن سل  2007

کلنی ن ترکیب به    8/3×    210غیرن ترکیب دز حدرد    pCAMBIA1304نوقل درگونه  حوری  ترازیختی بو استفوده ا  شوهد مثبت  

کلنی ن ترکیب    210-310ا ای ی  میکررگرم نوقل فراپینیده محوسبه شد. میزان بو ده ترازیختی دز بوکتری اگرربوکتری م دز حدرد  

( است  فراپینیده  نوقل  میکررگرم  ی   ا ای  سل  Hofgen & Willmitzer 1988به  ا   استفوده  امو  فو  (.  دز  بوکتریویی  هوی 

  510هوی مستعد، میزان بو ده ترازیختی زا تو  جهت تهیه سل     mM  100 2MgClر استفوده ا  محل    (  600OD=    3/0لاوزیتمی )

بو زرش لیز قلیویی بو    pCAMBIA-hbFGFنه ن ترکیب  نوقل درگو.  ( Jyothishwaran et al. 2007)دهد  افزایش می  6/3×  

SDS   ا  کلنی( هوی ن ترکیب اگرربوکتری م استخراج شدهBirnboim & Doly 1979   ر بو استفوده ا )PCR    م زد برزسی قراز

دهنده اشکو  هوی مختلف زری ژ  مشوهده شدند که نشون گرفت. نوقل درگونه ن ترکیب استخراج شده به شکل ن ازهویی بو اندا ه 

ر هغو گرهوی اختصوصی    PCRهوی درگونه ن ترکیب بو استفوده ا   هو است. برزسی نوقلسوختمونی متفور  ر دز نتیوه کیفیت بولای هن

ا     PCRزا زری ژ  نشون داد. همننین شوهدهوی منفی دز    bp  468بو اندا ه م زد انت وز    DNA، تکثیر ی  ق عه  hbFgfژن  

الا  ر شوهد منفی حوری   بدرن  ب دند که    PCRفوقد محص      pCAMBIA1304نوقل درگونه  قبیل شوهد منفی  یوفته  تکثیر 

 (. 2هوی مختلف اگرربوکتری م بو نوقل بیونی ن ترکیب ب د )شکل همیز س یهدهنده ترازیختی م فقیت نشون

هوی ریژگی:  hbFGFای پروتئین  بررسی توالی اسیدآمینه-hbFGFمطالعات بیوانفورماتیکی پروتئین  

  hbFGFم زد برزسی قراز گرفت. پررتلین    ProtParamبو استفوده ا  برنومه    hbFGFای پررتلین  شیمیویی ت الی اسیدهمینه   -فیزیک 

 است.   58/9ر  kDa 25/17اسیدهمینه دازای ر ن م لک لی ر نق ه ایزرالکتری  به ترتیب برابر بو  155بو 
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 ( Aالف )

 

 (Bب )

بیانی نوترکیب  1شکل   ناقل  الف( نقشه   .pCAMBIA-hbFGF    از با استفاده  تأیید آن  ، برش PCRو ب( 

( شاهد منفی بدون الگو در  DNA  kb  1  ،1( نشانگر وزن مولکولی  M.  2/1آنزیمی و الکتروفورز ژل آگارز %

PCR  ،2  ناقل دوگانه  ( شاهد منفی حاویpCAMBIA1304    درPCR  ،3  ژن )hbFgf    تکثیر شده از روی ناقل

( ناقل بیانی نوترکیب  pCAMBIA1304  ،5( ناقل دوگانه  PCR  ،4در    pCAMBIA-hbFGFدوگانه نوترکیب  

pCAMBIA-hbFGF  ،8-6  ناقل دوگانه )pCAMBIA1304  های برشی  یافته به ترتیب با آنزیم برشNco 

I  ،BstE II    وNcoI/BstE II  ،11-9  نوترکیب بیانی  ناقل   )pCAMBIA-hbFGF  با  برش ترتیب  به  یافته 

 NcoI/BstE IIو  Nco I ،BstE IIهای برشی آنزیم 

Figure 1. A) The map of recombinant expression vector pCAMBIA-hbFGF and B) 

Confirmation it by PCR, enzyme digestion and 1.2% agarose gel electrophoresis. M) 1 kb 

DNA ladder, 1) PCR negative control without template, 2) PCR negative control with 

pCAMBIA1304 binary vector, 3) The hbFgf gene amplified in PCR containing the 

recombinant expression vector pCAMBIA-hbFGF as a template, 4) The pCAMBIA1304 

binary vector, 5) The recombinant expression vector pCAMBIA-hbFGF, 6-8) The 

pCAMBIA1304 binary vector digested with Nco I, BstE II, and NcoI/BstE II, respectively, 

9-11) The recombinant expression vector pCAMBIA-hbFGF digested with Nco I, BstE II, 

and NcoI/BstE II, respectively 
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( نشانگر  M.  2/1و الکتروفورز ژل آگارز %  PCRهای نوترکیب اگروباکتریوم با استفاده از تأیید کلنی .  2شکل  

مولکولی   دوگانه  (  DNA  kb  1  ،3-1وزن  سویه   pCAMBIA1304ناقل  از  ترتیب  به  شده  های  استخراج 

EHA105  ،GV3101    وLBA4404  ،6-4  )  ناقل دوگانه نوترکیبpCAMBIA-hbFGF    به استخراج شده 

از روی ناقل   PCRتکثیر شده با    hbFgf( ژن  LBA440  ،9-7و    EHA105  ،GV3101های  ترتیب از سویه 

( شاهد منفی  LBA440  ،10و    EHA105  ،GV3101های  دوگانه نوترکیب استخراج شده به ترتیب از سویه 

 PCRدر  pCAMBIA1304ناقل دوگانه ( شاهد منفی حاوی PCR ،11بدون الگو در 

Figure 2. Confirmation of the recombinant Agrobacterium colonies by PCR and 1.2% 

agarose gel electrophoresis. M) 1 kb DNA ladder, 1-3) The pCAMBIA1304 binary vector 

extracted from EHA105, GV3101, and LBA4404 strains, respectively, 4-6) The recombinant 

expression vector pCAMBIA-hbFGF extracted from EHA105, GV3101, and LBA4404 

strains, respectively, 7-9) The hbFgf gene amplified in PCR containing the recombinant 

expression vector pCAMBIA-hbFGF extracted from EHA105, GV3101, and LBA4404 

strains, respectively, 10) PCR negative control without template, 11) PCR negative control 

with pCAMBIA1304 binary vector 

 

،مر بولا،  هوی پویداز بو نیمه( به ،ن ان ی  ،ومل مهن جهت شنوسویی پررتلین Instability indexشوخص نوپویدازی )

  40دهنده پویدازی بولای هن است. مقداز شوخص نوپویدازی بوید کمتر ا  محوسبه شد که نشون  60/36حدرداً  hbFGFبرای پررتلین 

 Aliphaticشوخص هلیفوتی  )(. Claverie & Notredame 2007بوشد تو ی  پررتلین به ،ن ان پررتلین پویداز شنوخته ش د )

index )  به ،ن ان ی  ،ومل ضررزی جهت شنوسویی پررتلین(  هوی مقورم دز برابر حرازKim et al. 2008  دز حدرد ،)00/68  
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پررتلین   بولای  حسوسیت  بیونار  که  گردید  هب   hbFGFمحوسبه  شوخص  همننین،  است.  حراز   برابر  گریزی دز 

(Hydrophobicity index  پررتلین  )hbFGF    حدرد هب  -511/0دز  رضعیت  نشونار  که  گردید  است  برهرزد  هن  درستی 

(Claverie & Notredame 2007 به ،لاره، برزسی .) هوی  هو بو استفوده ا  برنومهProtScale    رTMHMM    تأیید کرد که

 Kyte & Doolittleبین غشویی است )  αهوی  هوی غشوی سل لی ر موزپیچدرست ب ده ر فوقد هر گ نه دامنه هب  hbFGFپررتلین  

 (.  3( )شکل 1982

م زد برزسی قراز گرفته ر ی  دامنه ریژه   MotifScanبو استفوده ا  برنومه    hbFGFهوی ،ملکردی دز پررتلین  دامنه

=   raw-score ،864/73=  9/228هوی هموزی اسیدهمینه بو شوخص  28-149( دز م قعیت FGFخون اده فوکت ز زشد فیبرربلاستی )

N-score    67ر-e9/2    =E-value    هوی  هو بو برنومه الف(. برزسی   4شنوسویی شد )شکلScanProsite    رNetNGlyc  گ نه  هیچ

به ریژه جویاوه ترجمه  ا   تغییرا  پ   بولق ه جهت  اسیدهمینه -Nهوی  جویاوه  ت الی  زا دز  شنوسویی    hbFGFای  گلیک  یلاسی ن 

 ب(.  4نکردند )شکل 

شنوسویی شد )شکل    hbFGFای پررتلین  ، سه نوحیه غیرسوختوزی ک ن  دز ت الی اسیدهمینهIUPred2بو استفوده ا  برنومه  

برنومه  (.  5 اصلی  )  IUPred2هدف  غیرسوختوزی  ذاتوً  پررتلینی  ن احی   Intrinsically Disordered Proteinشنوسویی 

Regions, IDPRs ای که فوقد سوختوز م ن مر پویداز تحت شرایط ب می بر اسوس ی  مد  مبتنی بر بی فیزی  است.  (، یعنی ن احی

کند. موهیت غیرسوختوزی هو استفوده میIDPRبینی  جهت پیش  ANCHOR2ر    IUPred2Aاین برنومه ا  در الا زیتن مختلف  

نوحیه پررتلینی می ن احی ریژهی   این معنی که  به  به شرایط محی ی بوشد،  ا ت اند رابسته  به شرایط مختلف    ای  پررتلین بسته 

رضعیت  بین  است  ممکن  بدهند.  محی ی  حولت  تغییر  غیرسوختوزی  ر  سوختوزی  ن احی    IUPred2Aالا زیتن  هوی  است  قودز 

( سل لی یو حض ز Redoxاحیوء )  -غیرسوختوزی رابسته به شرایط محی ی تحت تغییر ، امل محی ی، تغییر دز رضعیت اکسیداسی ن

هوی توخ زده ر تونخ زده نوشی  هو ممکن است نتیوه تغییر بین حولت IDPRبینی کند. ،لاره بر این، ش نده زا پیش ی  ،ومل متصل

زدرک  رضعیت  تغییر  م قعیت  ا   به  بسته  پررتلینی  ن احی  این  بوشند.  یو  سل لی  سوختوزی  حولت  به  است  ممکن  سل    دز  شون 

ت اند این ن احی غیرسوختوزی حسوس به رضعیت زدرک  زا شنوسویی کند  همننین می  IUPred2Aغیرسوختوزی بوشند. الا زیتن  

(Mészáros et al., 2018.)  IDPRکنش اختصوصی بو ی  دامنه کرری ش نده جهت برهنمتصلهوی  هو اغلب دازای جویاوه

گیرد.  شده به خ د میش نده، سوختوزی من ن دز حولت اتصو کنش، نوحیه غیرسوختوزی متصلهستند. دز اکثر م ازد، دز طی این برهن

احتمولاً شویع بین رضعیتاین حولت  انتقو   هن  است که دز  ت الی  به  رابسته  پررتلین  ر  ترین رضعیت غیرسوختوزی  هوی سوختوزی 

 ANCHOR2ش نده بو استفوده ا  الا زیتن  ش د. این ن احی غیرسوختوزی متصلغیرسوختوزی دز حض ز ی  پررتلین دیار انووم می 

 .  (Erdos et al., 2020ش ند )شنوسویی می
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 ( Aالف )

 

 (Bب )

الف( بررسی  hbFGFگریزی پروتئین  های آب . ویژگی 3شکل   با    hbFGFگریزی در پروتئین  شاخص آب . 

گریز و  دهنده نواحی آبتر از خط آستانه به ترتیب نشان های بالاتر و پایین . قلهProtScaleاستفاده از برنامه  

پیش آب ب(  هستند.  دامنهدوست  مارپیچبینی  و  سلولی  غشای  برنامه    αهای  های  طریق  از  غشایی  بین 

TMHMM 

Figure 3. Hydrophobicity features of hbFGF deduced amino acid sequence. A) Hydropathic 

index analysis of hbFGF deduced amino acid sequence by using ProtScale. Hydrophobic 

domains are above the line, and hydrophilic domains are below. B) Prediction of cell 

membrane domains and transmembrane helices via TMHMM program 
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 ( Aالف )

 

 (Bب )

بالقوه  های عملکردی و جایگاه بینی دامنه. پیش 4شکل   الف(  hbFGFگلیکوزیلاسیون در پروتئین  -Nهای   .

شده  )نوار سبز( و غیرحفاظت شده  های حفاظت . جایگاهMotifScanبا استفاده از برنامه    FGFبینی دامنه  پیش 

میزان حفاظت  نوار( در دامنه  )نوار قرمز( و همچنین  پیش   FGFشدگی )طول  بینی  قابل مشاهده است. ب( 

 NetNGlycگلیکوزیلاسیون از طریق برنامه -Nهای بالقوه جایگاه 

Figure 4. Prediction of functional domains and the potential sites for N-glycosylation in the 

hbFGF deduced amino acid sequence. A) Prediction of the FGF domain using MotifScan 

program. The conserved and non-conserved regions in the FGF domain are showed by 

green and red bands, respectively. The degree of conservation is also indicated via band 

length. B) Prediction of the potential sites for N-glycosylation through NetNGlyc program 
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با    hbFGFای پروتئین  اسیدآمینه در توالی  (  IDPRsشناسایی نواحی پروتئینی ذاتاً غیرساختاری )  -5شکل  

 IUPred2استفاده از برنامه 

Figure 5. Identification of IDPRs in the hbFGF deduced amino acid sequence using IUPred2 

program 

 

، سوختوز درم ا  طریق تشکیل پی ندهوی هیدزرژنی بین mRNAدز ی  م لک    :  mRNAبررسی ساختار دوم توالی  

هو زا دز مرحله زرن یسی تحت  ، س آ بیون بسیوزی ا  ژن mRNAش د. سوختوز درم ی  م لک    ن کلل تیدهوی مکمل تشکیل می 

کند. بنوبراین، برزسی سوختوز درم تأثیر قراز داده ر نقش مهمی زا دز تن ین فرهیندهوی زرن یسی، پیرایش، تخریب ر ترجمه ایفو می 

)  mRNAهوی  ت الی است  برخ زداز  بولایی  اهمیت  ا   زرن شت  ،ملکردی ی   فعولیت  تعیین  من  ز   Proctor & Meyerبه 

افزاز به من  ز از یوبی پویدازی هن ر تعیین م قعیت زمزهوی هغو ین ر پویون بو استفوده ا  نرم   mRNA(. سوختوز درم ت الی  2013

RNAfold    ت الی درم  ا  سوختوز  همده  به دست  ه اد  انرژی  قراز گرفت. حداقل  برزسی  به    mRNAم زد  برابر    hbFgfمرب ط 

kcal/mol  90/136-   دهنده پویدازی نسبتوً بولای سوختوز درم ت الی  محوسبه شد که نشونmRNA    بو س آ هنتررپی پویین است. دز

دز    Aگیرد به ط زی که ن کلل تید  ، زمز هغو ین دز ی  سوختوز سنووق سری نندگونه قراز میhbFgfحوصل ا     mRNAت الی  

فت شده ر نوحیه سوقه زا  ( ا  طریق پی ند هیدزرژنی بو ن کلل تیدهوی مکمل جGر    Uنوحیه حلقه امو در ن کلل تید دیار زمز هغو ین )

  mRNA(. برزسی سوختوز درم ت الی  6( کوملاً دز نوحیه حلقه راقع شده است )شکل  UGAدهد. دز مقوبل، زمز پویون )تشکیل می 

ت اند نرخ فرهیند زرن یسی ر به دنبو   دهد که زمز هغو ین کوملاً دز معرض مستقین فعولیت زیب  رم قراز ندازد که احتمولاً مینشون می

 دز گیوهون ترازیخت شده بو بیون گذزا زا تحت تأثیر قراز دهد.   hbFGFهن میزان بیون پررتلین ن ترکیب 

انرژی ه اد سوختوز درم ی  م لک     انرژی  mRNAحداقل  هوی هوی ه اد سوختوزهوی سوقه، حلقها  محوسبه موم ع 

به دست همده ر ،دد حوصله تنهو   mRNAهو دز ت الی  هوی نندگونه، سوختوزهوی سنووق سری ر برهمدگی دزرنی ر بیررنی، حلقه 
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(. بنوبراین، جهت برزسی میزان زرن یسی ا  ی   Mathews et al. 2004خ اهد ب د )  mRNAمعرف میزان پویدازی کل م لک    

بوشد. مقداز انرژی ه اد ، تنهو میزان حداقل انرژی ه اد سوختوز درم مرب ط به ت الی کزاک ر زمز هغو  حوئز اهمیت میmRNAم لک    

ت دز این سوختوزهو بوید دز ی  حد متعود  بوشد، یعنی به اندا ه کوفی بولا برای پویدازی دز برابر ن کللو هو ر به اندا ه کوفی پویین جه 

(. به ،ن ان مثو ، برای ی  فرهیند بهینه De Smit & Van Duin 1990تسهیل دز تخریب پی ندهوی هیدزرژنی ر هغو  ترجمه )

 (. Zhang et al. 2006بیشتر بوشد ) -kcal/mol 6هغو  بوید ا  ترجمه، حداقل انرژی ه اد برای سوختوز درم حوری زمز 

 

به همراه نمودارهای سطوح حداقل انرژی    hbFgfمربوط به    mRNAبینی ساختار دوم توالی  . پیش 6شکل  

 آزاد و آنتروپی در هر موقعیت 

Figure 6. Prediction of the secondary structure of hbFgf mRNA with minimum free energy 

and the positional entropy for each position 

ی     E. coliدز بوکتری    hIFN-γر حداقل انرژی ه اد زری س  ح بیون پررتلین ن ترکیب    mRNAاثر سوختوز درم  

(. به ،لاره، اختلاف دز  Razaghi et al. 2016)  برابری دز میزان بیون همراه بو کوهش حداقل انرژی ه اد زا نشون داد  10افزایش  

(. دز  Helke et al. 1993برابر تحت تأثیر قراز دهد )  1000ت اند کوزایی ترجمه زا به میزان  می   mRNAسوختوز درم ی  ت الی  

جهت فعولیت زیب  رم ا  ، امل م ثر دز فرهیند ترجمه به   mRNAمعرض قراز داشتن جویاوه اتصو  زیب  رم ر زمز هغو  ی  ت الی  

ا     hbFgfمرب ط به    mRNAین دز ت الی  (. امو همون ط ز که مشوهده شد، زمز هغو Mathews et al. 2004هیند )شموز می

زسد که احتمولاً میزان بیون پررتلین ن ترکیب  طریق پی ندهوی هیدزرژنی ،مدتوً سوختوز سوقه زا تشکیل دادند. بنوبراین، به ن ر می 

hbFGF    ،دز حد انت وز نبوشد. بو این رج دDe Smit    رVan Duin  (1990 نشون دادند که میزان ترجمه مستقیموً به حداقل )

انرژی ه اد سوختوز درم ت الی کزاک ر زمز هغو ین بستای دازد، به ط زی که کوهش حداقل انرژی ه اد دز این سوختوزهو به میزان  

kcal/mol 4/1 ًدهد. برابر کوهش می  10، میزان بیون زا تقریبو 
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نشون داد که پررتلین   PSIpredبرزسی سوختوز درم ت سط برنومه  :  hbFGFسازی مولکولی پروتئین  بررسی مدل

hbFGF    صفحه    10حوریβ    ر فوقد موزپیچα    (. صفحو   7است )شکلβ    سوختوز پررتلین زا تشکیل داده ر    26/32دز موم ع

به    hbFGFای  ش ند. بو استفوده ا  ت الی اسیدهمینهاسیدهمینه زا شومل می   3ر    7به ترتیب    βترین صفحو   ترین ر ک ن بززگ

( بو بولاترین امتیو  PDB ID: 1BLA.1)  Homo sapiensا     bFGF، ی  سوختوز س م برای پررتلین ب می  query،ن ان ی   

( ر Protein Data Bank, PDBهوی پررتلینی )پویاوه مرب ط به ت الی( ا  دادهe8    =E-value-112،  42/97)میزان شبوهت:  

-SWISSبو استفوده ا  برنومه    hbFGFبعدی پررتلین  سو ی سوختوز سه به دست همد. شبیه   NCBIدز    BLASTpا  طریق الا زیتن  

MODEL    نشون داد که پررتلینhbFGF    صفحه    10شوملβ  است    غیرم ا ی است که دز ی  سوختوز هرمی سو موندهی شده

سه 8)شکل   سوختوز  ن ترکیب،  پررتلین  ت لید  فنورزی  ا   استفوده  بو  پررتلین  (.  م لک لی    FGF-2بعدی  ر ن  ت سط    kDa  18بو 

Thompson  (1992  تعیین شد. نندین دامنه ،ملکردی دز ت الی )FGF-2  شنوسویی شده است. ا،تقود بر این است که اسیدهمینه-

( جویاوه اتصو  به هسوزین هستند. در جویاوه بولق ه فسف زیلاسی ن  144RTGQYKLGSKTGPGQK128K)  128-144وی  ه

ر  Aبه ترتیب ت سط پررتلین کینو   119Thrر  61Serسویی شده است. شنو FGF-2ای دز ت الی اسیدهمینه 119Thrر  61Serشومل 

ممکن است هن دز هسته ر هن دز س آ سل     FGF2ش ند. کینو هوی سل لی مسل   فسف زیلاسی ن  فسفریله می  Cپررتلین کینو   

س لفید دزرن م لک لی دز این  همننین حوری نهوز سیستلین است. بو این رج د، هیچ پی ند دی  FGF-2قراز داشته بوشند. پررتلین  

 (.  Thompson 1992ش د )پررتلین تشکیل نمی 

 

 PSIpredشدگی در طی تکامل توسط برنامه  با سطح حفاظت  hbFGF. ساختار دوم پروتئین  7شکل 

Figure 7. The secondary structure of the hbFGF deduced amino acid sequence with the 

conservation degree through PSIpred program 
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بو سوختوزهوی   hbFGFنشون داد که سوختوز س م پررتلین    3d-SSبعدی بو استفوده ا  برنومه  سو ی ت وبق سوختوزهوی سه شبیه 

 Rattus norvegicus  (PDB ID: 2J3P, E-value = 9e-46  ،)Oryctolagus cuniculus  (PDBس م ا  پستوندازان  

ID: 3HAL, E-value = 4e-47  ر  )Bos taurus  (PDB ID: 1AFC, E-value = 3e-47  بو ترتیب  به   )89/54  ،

 (.8دیار من بق هستند )شکل شبوهت سوختوزی کوملاً بر هن  01/54ر   74/54 

 hbFGFنم داز زامونوندزان مرب ط به پیکربندی پررتلین  (:  Ramachandran plotبینی نمودار راماچاندران ) پیش 

غیرم ا ی تشکیل شده    β،مدتوً ا  صفحو     hbFGFترسین شد. بو ت جه به نم داز، پررتلین    MolProbityبو استفوده ا  برنومه  

ا  اسیدهوی همینه دز سوختوزهوی من ن شومل   3/86ا  اسیدهوی همینه دز سوختوزهوی من ن ر نومن ن ر حدرد    7/98است. تقریبوً  

  24Gly  (6/4    =ψ  ،5/167( ر  8/84-    =ψ  ،1/159-    =φ)  8Thrدهی شده است. تنهو در اسیدهمینه  غیرم ا ی سو مون  βصفحو   

 =φ بو  رایوی )φ   رψ  غیرمعم   دز پیکربندی پررتلینhbFGF این، پررتلین  شنوسویی شد. ،لاره برhbFGF   دز موم ع حوری

 (.9بو هزایش سی  است )شکل   Proاسیدهمینه پررلین بو هزایش تران  ر فوقد  9اسیدهمینه رالین ر ایزرل سین،  12

  ψر    φهوی جونبی اسیدهوی همینه به ،ن ان توبعی ا   رایوی  کنشی بین  نویرههوی میوننم داز گرافیکی مرتبط بو انرژی

پستیدی بو دز  هوی موو  ی   نویره پلی( برای نشون دادن پیکربندی1968)  Sasiskharanر    Ramachandranارلین بوز ت سط  

ن ر گرفتن پدیده ممونعت فضویی ترسین شد. دز زسن این نم داز ابتدا اسیدهمینه هلانین به ،ن ان مد  ر نموینده بقیه اسیدهوی همینه  

ت اند  هوی جونبی حوین نمیهوی همینه حوری  نویرهانتخوب شد. بو این رج د، هلانین مد  منوسبی برای گلیسین، پررلین ر حتی اسید

رج د ندازد. گلیسین   β  دز این اسیدهمینه ممونعت فضویی نوشی ا  کربن  بوشد.  نویره جونبی گلیسین فقط ی  اتن هیدزرژن دازد، پ

دهد.  نویره جونبی  پتیدی دز نم داز زامونوندزان فضوی پیکربندی  یودی زا به خ د اختصوص میپذیری بسیوز دز  نویره پلیبو انع وف

ر  اریه    -60فقط دز م قعیت    φر نیتررژن همینی خ د ایوود کرده که دز  اریه    αضلعی زا ا  طریق کربن    5کربنه پررلین ی  حلقه    3

ψ  ای ر م قعیت هر  ترین س آ انرژی است. لذا دز نم داز زامونوندزان ت الی اسیدهمینه+ دازای کن145ر    -55هوی  ققط دز م قعیت

 (. Hayward and Milner-White, 2021اسیدهمینه دز ت الی زا بوید دز ن ر داشت )

ر   hbFGFداز بو ت الی پررتلینی  ی  دزخت فیل ژنتیکی زیشه  سازی توالی چندگانه:مطالعه روابط فیلوژنتیکی و همردیف

سوخته شد.   Neighbour-Joiningبو الا زیتن   ClustalW2افزاز ا  پستوندازان مختلف بو استفوده ا  نرم bFGFهوی سویر ت الی

ش د )شکل  بندی میهو، گیوهخ ازان، گ شتخ ازان ر ج ندگون تقسیندزخت فیل ژنتیکی به نهوز شوخه اصلی شومل انسون ر میم ن 

شبوهت    10 میزان  برزسی  ت الی   hbFGFالف(.  سویر  میم ن  bFGFهوی  بو  )ا   شومسونزه  بو  زا  شبوهت  ا   بولایی  دزجه   .Pهو، 

troglodytes  ؛PtbFGF    شبوهت(، اُزانا تون )  100بوP. abelii  ؛PabFGF    شبوهت(، شتر )  100بوC. dromedarius  ؛

CdbFGF   شبوهت( ر گ سفند )  71/98بوO. aries ؛OabFGF    ب(.   10شبوهت( نشون داد )شکل  06/98بو 
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 ( Aالف )

 
 (Bب )

 
 ( Cج )

. الف(  SWISS-MODELبینی شده با استفاده از برنامه  پیش   hbFGFبعدی پروتئین  . ساختارهای سه 8شکل  

و آرایش اسیدهای آمینه درگیر در اتصال با هپارین    βصفحه    10متشکل از    hbFGFساختار ریبون پروتئین  

(144RTGQYKLGSKTGPGQK128K  ساختار سوم فضاپرکن پروتئین )ب .)hbFGF  ج( انطباق ساختار .

-3dاز سایر پستانداران با استفاده از برنامه    bFGFهای  با ساختار سوم سایر پروتئین   hbFGFسوم پروتئین  

SS 
Figure 8. Three-dimensional models for hbFGF predicted by SWISS-MODEL program. A) 

Cartoon display of the three-dimensional structure of hbFGF including 10 β-sheets and 

amino acid residues involving in interaction with heparin 

(K128RTGQYKLGSKTGPGQK144). B) Sphere display of the three-dimensional structure of 

hbFGF. C) Superimposition of 3D model of hbFGF (green) and the templates from other 

mammalians using 3d-SS service 

180
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 (Cج ) ( Bب ) (Aالف )

 
  

 (Fو ) (Eه ) (Dد )
 

های مطلوب پیکربندی مرتبط با مقادیر مختلف زوایای  دهنده شاخص. الف( نمودار راماچاندران نشان 9شکل  

φ    وψ    برای تعدادی از ساختارهای منظم پروتئینی. ب( نمودار راماچاندران مربوط به شناسایی ساختارهای

 hbFGFدر پیکربندی پروتئین    Proو    Gly  ،Val  ،Ileو( توزیع اسیدهای آمینه  - . جhbFGFمنظم در پروتئین  

Figure 9. A) Ramachandran plot showing the optimal configuration indices associated with 

different values of φ and ψ angles for a number of ordered protein structures. B) 

Ramachandran plot showing ordered protein structures in hbFGF. C-F) Distribution of 

Gly, Val, Ile, and Pro in the configuration of the hbFGF protein 
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 ( Aالف )

 

 (Bب )

  hbFGFتوالی پروتئینی  سازی توالی چندگانه با  . الف( ترسیم درخت فیلوژنتیکی و ب( انجام همردیف 10شکل  

-Neighbourبا الگوریتم  ClustalW2افزار از پستانداران مختلف با استفاده از نرم  bFGFهای و سایر توالی 

Joining شونده به هپارین، اسیدهای آمینه  . جایگاه متصلCys   های بالقوه فسفوریلاسیون به ترتیب  و جایگاه

 اندهای مثلث و مربع مشخص شده متدرون کادر و با علا

Figure 10. A) Construction of phylogenetic tree and B) Multiple sequence alignment of 

hbFGF and selected bFGFs from different mammalians using ClustalW2 with Neighbour-

Joining algorithm. Heparin-binding site, Cys residues, and potential phosphorylation sites 

are indicated in the box and with triangle and square symbols, respectively 
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از پستانداران مختلف مورد استفاده جهت ترسیم درخت    bFGFهای  توالی   NCBI. شماره دستیابی  1جدول  

 سازی چندگانه یلوژنتیکی و همردیف ف

Table 1. NCBI accession numbers of bFGF sequences from different mammals used for 

phylogenetic tree drawing and multiple alignment 

 ردیف 

No. 

 نام موجود زنده 
Organisms 

 نام علمی 
Specific name 

 پروتئین 
Protein 

 شماره دستیابی 
Accession no. 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

 Chimpanzeeشومسونزه 

 Orangutanاُزانا تون 

 Capuchin monkeyمیم ن کوپ نین 

 Horseاسب 

 Marmoset monkeyموزم ست 

 Night monkeyمیم ن شب 

 Squirrelسنووب 

 Cowگور 

 Walrusفیل دزیویی 

 Moleم ش ک ز 

 Sheepگ سفند 

 Camelشتر 

 Buffaloب فول  

 Sealخ ک هبی 

 Sea lionشیر دزیویی 

 Macacaمیم ن موکوکو 

 Meerkatمیرکت )تم  هندی( 

 Lionشیر 

 Otterسم ز هبی 

 Wildcatگربه رحشی 

 Plateau pikaم ش پیکو 

 Leopardپلنگ 

 Ferretم ش خرمو 

 Hyenaکفتوز 

 Northern fur sealف  

 Field mouseم ش صحرایی 

 European water voleم ش هبی ازرپویی 

 Hamsterهمستر 

 Mouseم ش 

Pan troglodytes 

Pongo abelii 

Sapajus paella 

Equus caballus 

Callithrix jacchus 

Aotus nancymaae 

Sciurus carolinensis 

Bos taurus 

Mirounga leonina 

Chrysochloris asiatica 

Ovis aries 

Camelus dromedarius 

Bubalus bubalis 

Neomonachus schauinslandi 

Eumetopias jubatus 

Macaca nemestrina 

Suricata suricatta 

Panthera leo 

Enhydra lutris 

Prionailurus viverrinus 

Ochotona curzoniae 

Prionailurus bengalensis 

Mustela putorius 

Hyaena hyaena 

Callorhinus ursinus 

Rattus norvegicus 

Arvicola amphibius 

Phodopus roborovskii 

Mus pahari 

PtbFGF 

PabFGF 

SabFGF 

EcbFGF 

CjbFGF 

AnbFGF 

ScbFGF 

BtbFGF 

MlbFGF 

CabFGF 

OabFGF 

CdbFGF 

BbbFGF 

NsbFGF 

EjbFGF 

MnbFGF 

SsbFGF 

PlbFGF 

ElbFGF 

PvbFGF 

OcbFGF 

PbbFGF 

MpbFGF 

HhbFGF 

CubFGF 

RnbFGF 

AabFGF 

PrbFGF 

MpabFGF 

NP_001103711.1 

PNJ83978.1 

XP_032148259.1  

NP_001182150.1  

XP_035148890.2 

XP_012328437.2 

MBZ3874512.1 

NP_776481.2 

XP_034879159.1 

XP_006866328.1 

NP_001009769.1 

XP_010983858.2 

XP_006079005.1 

XP_044769019.1 

XP_027958051.1 

XP_011747595.1 

XP_029807018.1 

XP_042792627.1 

XP_022372242.1 

XP_047713548.1 

XP_040823319.1 

XP_043412008.1 

XP_004748022.1 

XP_039097538.1 

XP_025729824.1 

NP_062178.1 

XP_038203292.1 

XP_051041744.1 

XP_021052229.1 
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ش نده به هسوزین ر  به ریژه جویاوه متصل   bFGFهوی  ای پررتلینسو ی ت الی نندگونه، ت الی اسیدهمینه بو ت جه به همردیف 

به من  ز حفظ سوختوز  هو نشون دادهاند. پژرهشانتهوی همین  دز طی تکومل کوملاً حفظ شده  انتهوی همین   بسیوز  هو  پررتلیناندکه 

اسیدهمینه ابتدایی انتهوی همین  منور به نوپویدازی سوختوزی ر ت لید پررتلین ن ترکیب نومحل     3-7ضررزی است، به ط زی که حذف  

 137Serجویازین    137Pro(. دز مقویسه بو گیوهخ ازان که اسیدهمینه  Lundell & Narula 1994ش د )می  E. coliدز بوکتری  

هو ( دز بین انسون ر میم ن 144RTGQYKLGSKTGPGQK128Kشده است، اسیدهوی همینه راقع دز جویاوه اتصو  به هسوزین )

تکو اسیدهمینهمل حفظ شدهبه ط ز کومل دز طی  مونند جویاوهاند. سویر  شده  بولق ه فسف زیلاسی ن )هوی محوف ت  ر    61Serهوی 

119Thr  که به ترتیب ت سط پررتلین کینو )A   ر پررتلین کینوC ش ند ر همننین نهوز اسیدهمینه  فسفریله میCys   که دز تشکیل

هوی اند. شموزه دستیوبی ت الیب( نیز نشون داده شده10( دز شکل )Thompson 1992س لفید دزرن م لک لی نقشی ندازند )پی ند دی

bFGF هرزده شده است.  1سو ی نندگونه دز جدر  م زد استفوده جهت ترسین دزخت فیل ژنتیکی ر همردیف 

هوی پ ستی دیده، التیوم  خنبه ،ن ان ی  ،ومل دازریی بو اهمیت برای دزمون بوفت هسیب   FGF-2یو    bFGF:  گیرینتیجه

هوی بیونی به ریژه گیوهون گیرد. بنوبراین، ت لید تووزی هن دز سیستنهوی  را  سیستن ،صبی م زد استفوده قراز میر بو یوبی بیموزی

گلیک  یلاسی ن است. به همین من  ز،  -Nدرست، فوقد جویاوه  ا  اهمیت بولایی برخ زداز است به ریژه اینکه این پررتلین پویداز ر هب

-هوی گیوهی همسونهدزج ر دزرن سه س یه اگرربوکتری م جهت انتقو  به میزبون  pCAMBIA1304دز نوقل درگونه  hbFgfژن 

 و ی شد.  س

المللی اموم خمینی )زه( قزرین، بیندانشاوه    زضو حیدزی جوپلقی،دکتر    یا  هقو  دانندیناوزندگون بر خ د لا م م  :سپاسگزاری

 .یندنمو یاز شمند سسوسازاز یبه خوطر م ولعه متن مقوله حوضر ر ازائه ن رهو گرره مهندسی بی تکن ل ژی 

 

 منابع 

سو ی ت الی کدکننده فوکت ز زشد فیبرربلاستی بو ی انسونی بمن  ز بیون دز گیوه برنج ر  بهینه  (1397امین )حسینی ز  ،یثنبس ومی م

ت الیهمسونه کنتر   تحت  هن  ژن  سو ی  کننده  تن ین  درتویی    ramy3Dهوی  نوقل  موله  pCAMBIA1304دز   .

 .  1-20، 10بی تکن ل ژی کشورز ی. 

دز    DLK1ژن    ونی شوهدانه بر ب  ری( توث1402محمدزضو )  یمحمدهبود  ،الههمت حشمتی،سکر  ،اصغر  ی ،ل  دیس  یاحمدهبود  یجعفر

 .234-217(، 1)15 ،یکشورز  ی تکن ل ژی. موله بیکرمون یهوقلب بره  بوفت

هوی زان، دست ر  دز بوفت   MYH7( برزسی بیون ژن  1402شکری سمیرا، خضری امین، محمدهبودی محمدزضو، خیرالدین حمید )

 .236-217(،  2)15هوی پررازی نژاد کرمونی. موله بی تکن ل ژی کشورز ی، زاسته بره
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 1بر بیون ژن فوکت ز   (Foeniculum vulgare) ( اثر زا یونه1402محمدهبودی محمدزضو، گلکوز افرر ، ،سکری حصنی موید )

 .256-239(، 4)15زشد شبه انس لین دز بوفت شکمبه گ سفند کرمونی. موله بی تکن ل ژی کشورز ی، 
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