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 شرشیاکلیی اباکتردر ABRaA و بیان توالی کد کننده  سازی همسانه
 

Cloning and expression of the sequence coding ABRaA in 

Escherichia coli. 
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ی ريبوزومی و با ماهيت های بازدارندهنابرين يک پروتئين گياهی سمی از خانواده پروتئي

کيلو  33با وزن  Aزنجيره است،   Bو A زنجيره متفاوت شامل دواين پروتئين  .گليکوپروتئينی است

کيلو دالتون و با  32با وزن حدود  Bزنجيره و  rRNAگليکوزيدازی  -انفعاليت و با  دالتون

 مطالعه، اين در. به داخل سلول ميزبان است Aخاصيت لکتينی که نقش آن تسهيل جذب زنجيره 

 از استفاده با  Abrus precatoriusابرين از گياه Aزنجيره  کدکننده  DNA توالی جداسازی

عنوان اولين  به bp 723طول  توالی حاصل به. سازی شد همسانهتی وکتور  در وانجام   PCRتکنيک

ثبت  GenBank NCBIدر پايگاه  MF573784ابرين با شماره دسترسی  Aتوالی ژنومی زنجيره 

 بررسی .گرفت قرار بررسی مورد آن بيوشيميايی هایويژگیو  مولکولی در ادامه ساختار .دش

 داد کيلو دالتون، نشان 37/22 با وزن مولکولی ABRaAتوالی پروتئينی  سوم و دوم ساختارهای

گياهی  IIی ريبوزومی نوع های بازدارندهپروتئينتوالی  با مشابه ساختاری نظر از پروتئين اين که

صحت آن با استفاده از آزمون  وانجام  BL21 (DE3) بيان پروتئين نوترکيب در سويه. باشدمی

 .تائيد شد گذاری وسترن بلات لکه
 

 هاي كليديواژه
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ها ای از آنزیم، خانواده (RIPs) ی ریبوزومیهای بازدارندهپروتئین

گلیکوزیدازی هستند که باعث آزاد شدن یک  -با فعالیت ان

 Stirpe) شوندمی 60Sنوکلئوتید آدنین از زیرواحد ریبوزومی 

1992 .)RIPشوند ها بر اساس ساختار اولیه به دو گروه تقسیم می .

RIP های نوعI کیلو  03های تک واحدی با وزن تقریبا که آنزیم

چنین  زیدازی هستند و همگلیکو -دالتون و با فعالیت ان

 .Barbieri et al) اندهای موجود در طبیعتRIPترین نوع  فراوان

1993) .RIP های نوعII،  شامل دو دمین متفاوت هستند، یک

گلیکوزیدازی  -کیلو دالتونی با فعالیت ان 03فعال  Aزنجیره 

rRNA  و یک زنجیرهB  کیلو دالتون و با  01با وزن حدود

به داخل  Aخاصیت لکتینی که نقش آن تسهیل جذب زنجیره 

سولفیدی این دو زنجیره توسط یک پیوند دی. سلول میزبان است

 (.et al. 1991 Hegde) شوندصورت کووالان بهم متصل می هب

، 0، ساپورین2ریسین: عبارتند از IIی گیاهی نوع هاRIPترین  مهم

ابرین یک پروتئین  (.et al. 2011 Ferreras ) 1و ابرین ینگلون

آید دست می هب  .Abrus precatorius Lسمی است که از گیاه

(Carlini et al. 2002). A.precatorius  گیاهی است چند ساله و

، زیستگاه اصلی این گیاه مناطق جنگلی نواحی  ی لگوماز خانواده

جنوب شرق آسیا، ناحیه گرمسیری گرمسیری مانند شمال استرالیا، 

در طب سنتی از ترکیبات این . آسیا و غرب اقیانوس آرام است

هایی که توسط حیواناتی چون سگ، گیاه برای درمان جراحت

از این گیاه علاوه بر . شودشود، استفاده میگربه و موش ایجاد می

 های چون پیسی و کزار نیزدرمان بیماری هاری، در درمان بیماری

 .Aهای گیاهتمام بافت. (Taur et al. 2017) شوداستفاده می

precatorius  سمی است ولی بذرها به علت داشتن بالاترین میزان

 (.Nwodo et al. 2012) اندتر مورد توجه قرار گرفته سم، بیش

ابتدا مکانیزم عمل این پروتئین سمی به این صورت است که 

های  اختصاصی به گیرنده طور هببا ماهیت لکتینی  Bزنجیره 

 هااین گیرنده شود،متصل می یوکاریوتی های سطحی سلول

                                                           
1 Ribosome inactivating protein 
2
 Ricin 

3
 Saporin 

4
 Gelonin 

5
 Abrin 

6
 Leguminosae 

   و β- 1 دارای هستند که ها و گلیکولیپیدهایگلیکوپروتئین

به این  Bباشند، با اتصال زنجیره می متصل به رزیدوهای گالاکتوز

 (.Olsnes 2004) شودمی وارد سلول، ابرین Aزنجیره  گیرندها،

صورت اندوسیتوز وارد سلول  سم ابرین به Aکه زنجیره  هنگامی

منجر به مهار  60Sشود، اثرات سمی آن برروی ریبوزوم  می

و جلوگیری از سنتز  EF-2و  EF-1سازی فاکتورهای طویل

در واقع . شودپروتئین شده، و نهایتا منجر به مرگ سلولی می

تیکی ریبوزوم سازی کاتالی فرآیند مهار سنتز پروتئین شامل غیرفعال

شود، این عمل با سم ابرین انجام می  Aاست که توسط زنجیره

حفاظت شده در  GAGA loop توالیحذف یک آدنین کلیدی از 

. شودریبوزوم، انجام می 60Sزیرواحد  rRNA 28S  02 جایگاه 

rRNA زدایی شده پس از آن، دیگرقادر نیست به فاکتور پورین

متصل شود، این امر منجر به توقف  ،(EF-2) طویل سازی پروتئین

 Karande et al. 2017) شودسنتز پروتئین و نهایتا مرگ سلول می

Audi et al. 2005;). 9در واقع القاء مرگ سلولی برنامه ریزی شده 

علت آزاد  به DNAی فرآیند آسیب به تواند نتیجه می توسط ابرین

منجر به ایجاد شدن آدنین از چندین جایگاه باشد، که این امر 

فاقد پیریمیدن شده و باعث تضعیف / های فاقد پورینجایگاه

ها آدنین را نه تنها از RIP. شودمی DNAفسفات  -ستون قند

RNA بلکه از ،DNA دم پلی ،A  و کلاهکmRNA  نیز حذف

عنوان  توان از ابرین به بنابراین می .(et al. 2012 Reyes) کنندمی

ریزی شده، در از بین بردن  سلولی برنامهیک القاء کننده مرگ 

های جدید، از در روش. های سرطانی استفاده نمودسلول

استفاده   های سمی، در طراحی و ساخت ایمنوتوکسین پروتئین

  (.Polito et al. 2011; Fuchs and Bachran 2012) شودمی

ه پیچیدی هاپروتئین سمی ابرین، روشتهیه ود برای محددسترسی 

به صرفه ون مقرسازی این پروتئین از گیاه و خالص ،اجرستخا

بیان این پروتئین دارویی در در پی ها سبب شد تا روشین دن انبو

با . باشیمدارو ین ابهتر و دسترسی کاهش هزینه منظور  باکتری به

های  های پروکاریوتی جهت سنتز پروتئین که سیستم توجه به این

زیادی مانند رشد سریع سلولی، نوترکیب کوچک دارای مزایایی 

سازی پروتئین در محیط کشت، کمک  تولید سطوح بالایی از رها

                                                           
7
 Apoptosis 

8
 Immunotoxins 

  مقدمه
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ورزی ژنتیکی وکتور گیری ساختار پروتئین، امکان دستبه شکل

های ترشح شده بیان، صرفه جویی در هزینه و جمع آوری پروتئین

، در این تحقیق (Li et al. 2007) باشند در محیط کشت می

 .Aابرین از ژنوم گیاه  Aکننده زنجیره  توالی کدجداسازی 

precatorius  و بیان این پروتئین در سیستم پروکاریوتیE.coli 

 . مورد توجه قرار گرفت

 

 1پروتئین ابرینA زنجیره  کدکننده توالیمنظور جداسازی  به

(ABRaA) بذر گیاه ،A. precatorius ابتدا . تهیه و کشت داده شد

و سپس برای از ( et al. 2014 Mahmoodi) بذرها استریل شده

درجه  133دقیقه در آب  03بین بردن خواب بذر، بذرها به مدت 

درجه  21سپس بذرها در ژرمیناتور . قرار داده شدند گراد سانتی

پس از دو هفته  (.Prakash et al. 2013) گراد قرار گرفتند سانتی

های  بذرهای جوانه زده به محیط کوکوپیت، پیت و پرلیت با نسبت

انتقال داده شدند و بعد از گذشت دو ماه از رشد گیاه  2:1: 

های گیاه به روش  ژنومی از برگ DNA ، استخراج(1-شکل)

CTAB با اندکی تغییرات انجام گرفت (Doyle and Doyle 

1987). 

-abrin A کد کننده cDNAآغازگرهای اختصاصی بر اساس توالی 

chain اطلاعات بیوتکنولوژی از مرکز ملی (NCBI)  با شماره

طراحی  Prmer3افزار  با استفاده از نرم ،(X76720) دسترسی

 :شدند

Forward: 5΄- 

GAAGATAGGCCCATCAAGTTTTGAATTCGGATCC

CCACTG- 3΄ 

Reverse: 5΄- 

ATTTGGCGGATTGCAGACAAAAAGCATCCTCGAG

- 3΄ 

های برشی ترتیب از جایگاه آغازگر پیشرو به 1ʹ در سمت)

آغازگر پیرو از جایگاه  1ʹ و در سمت EcoRI- BamHIهای  آنزیم

 Bioneerآغازگرها توسط شرکت . دشاستفاده XhoI برشی آنزیم 

 (.کره جنوبی ساخته شدند
 

                                                           
1 ABRaA :Abrin-a A chain 

 

 

 

 

 

 

 

 

پس از دو هفته در  Abrus precatoriusرشد بذرهای جوانه زده ( الف -1شکل 

( ب(. ساعت تاریکی  ساعت روشنایی،   1)گراد  درجه سانتی 21ژرمیناتور 

 .پس از دو ماه Abrus precatoriusرشد گیاه 

 

با  PCR، واکنش ABRaA کننده کد DNAبرای تکثیر توالی 

 dNTP ، /3مولار  میلی MgCl2 ،2/3مولار  میلی 1/ غلظت نهایی 

یک واحد آنزیم و  (10X) میکرولیتر بافر 2میکرومولار آغازگر، 

Taq DNA برای دستیابی به دمای . مراز برای تکثیر انجام شد پلی

گراد  درجه سانتی 1 تا  11بهینه، تکثیر به صورت شیب دمایی از 

به این . دشوصورت گرفت تا دمای مناسب آغازگرها تعیین 

دقیقه و   به مدت   C 7° سازی اولیه در دمایمنظور واسرشته

به   C7°سازی در دمای  ی شامل مرحله واسرشتهچرخه حرارت 00

 1 به مدت  C  1- 11°ثانیه، اتصال آغازگر در دمای  1 مدت 

ثانیه و  3 به مدت  C92°در دمای  DNAثانیه و زمان بسط 

در . دقیقه در نظر گرفته شد 13چنین مدت زمان بسط نهایی  هم

تفاده در مراز برای تکثیر قطعه جهت اسپلی Pfu DNAادامه آنزیم 

برای این منظور غلظت نهایی . کار گرفته شد هسازی بهمسانه

 13میکرولیتر شامل  21با حجم نهایی  PCRاجزای واکنش 

مولار  میلی 2/3میکرومولار آغازگر،  1/1الگو،  DNAنانوگرم 

dNTPآنزیم واحد ، یک (Bio Basic, Canada)Pfu 

DNAPolymerase  میکرولیتر بافر 1/2و (10X) برنامه . انجام شد

دقیقه در   سازی اولیه به مدت  واسرشتهشامل  PCRحرارتی 

سازی در  چرخه حرارتی شامل مرحله واسرشته 00و   C7°دمای 

به   C1°ثانیه، اتصال آغازگر در دمای  03به مدت   C7°دمای 

به مدت دو  C92°در دمای  DNAثانیه و زمان بسط  1 مدت 

 .دقیقه در نظر گرفته شد 13ی به مدت چنین بسط نهای دقیقه و هم

دقیقه  1 بر روی ژل آگارز یک درصد به مدت  PCRمحصول 

  ها مواد و روش
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  Wizard SVتخلیص از ژلبا استفاده از کیت تفکیک شد و سپس 

(Promega, USA )Gel and PCR Clean-Up System ستخراجا 

وکتور در تی  Aقطعه حاصل پس از افزودن تک نوکلئوتید. شد

(Vivantis, Malaysia) pTG19  طبق دستورالعمل آن شرکت

 ,Takara) واکنش الحاق با استفاده از آنزیم .سازی شدهمسانه

Japan) T4 DNA Ligase انجام شد و سپس به روش شوک

، سویه E.coliباکتری های مستعد به سلول انتقال سازهحرارتی 

DH5α صورت گرفت (Sambrook and Russell 2001).  برای

های حاوی پلاسمید نوترکیب، ازمحیط کشت حاوی غربال سلول

استفاده ( گرم در لیتر میلی 133با غلظت )آنتی بیوتیک آمپی سیلین 

دست آمده بر روی محیط انتخابی  هب نوترکیب هایکلون. شد

منظور تایید  تایید شدند و به PCRسیلین، از طریق کلونی  آمپی

ابق روش لیز قلیایی انجام شد نهایی استخراج پلاسمید مط

(Sambrook and Russell 2001)  و هضم آنزیمی طبق

دستورالعمل شرکت فرمنتاز، جهت اطمینان از وجود قطعه صورت 

 Seqlabتوسط شرکت  نوترکیب پلاسمید DNAیابی  توالی. گرفت

 .آلمان انجام گرفت

، برای ساخت سازه جهت ABRaAپس از تایید توالی کد کننده 

مورد نظر در باکتری، قطعه مورد نظر با برش  تولید پروتئین

BamHI/XhoI در ناقل بیانی (pETABRaA )pET28a+  قرار

 Bl21 (DE3) بیانی به میزبان pETABRaAسپس انتقال . گرفت

صورت  (Sambrook and Russell 2001) مطابق دستورالعمل

رد نظر حاوی سازه مو Bl21 (DE3) ها از سویهتک کلون. گرفت

حاوی کانامایسین در  LBصورت کشت شبانه در محیط کشت  به

روز بعد کشت شبانه با . گراد قرار گرفتندسانتی درجه 09دمای 

 OD600رقیق شد و پس از رسیدن به 23:1محیط تازه به نسبت 

IPTG، به محیط کشت باکتری 1/3تا  0/3
 3/ با غلظت  1

گراد قرار  درجه سانتی 09دمایها در  نمونه. مولار اضافه شد میلی

پس از القای . برداری انجام گرفت ساعت نمونه 1گرفتند و پس از 

 تفکیک شدند SDS-PAGEهای حاصل بر روی  بیان، پروتئین

(Sambrook and Russell 2001) .ها در شرایط  باکتری×g 333 

استخراج پروتئین کل از . دقیقه رسوب داده شدند 9به مدت 

سه ) w73 ستفاده از دستگاه فراصوت با امواج صوتیباکتری با ا

                                                           
1 Isopropyl B-D-thiogalactopyranoside 

 های حاصل با استفاده از انجام شد و پروتئین( ایثانیه 11سیکل 

SDS-PAGE 13 تخلیص پروتئین نوترکیب .درصد بررسی شدند 

 انجام Ni-NTA Agaros (Qiagen, Germany) کیت با استفاده از

با استفاده از  بلات وسترن نظر روش مورد تأیید پروتئین برای. شد

اختصاصی با  بادی و آنتی 0333:1بادی هیستیدین در رقت  آنتی

یابی  توالی نوکلئوتیدی حاصل از توالی .گرفت انجام 33:1 رقت 

مورد ترجمه قرار گرفته و Expasy  با استفاده از برنامه

شامل ه، مدآست د بهاسیدآمینه لی ابیوشیمیایی توخصوصیات 

ده از ستفاابا اری ناپایدی و گریزآب ،لیفاتیکهای آ صشاخ

 Doolittle(1982) روشبه  ProtScaleو  ProtParamهای برنامه

and Kyte گرفتار سی قرربررد مو (Gasteiger et al. 2005). 

پروتئین کد شده توسط سلولی درونچنین پیشبینی موقعیت   هم

 .YLOC (Briesemeister et al برنامهده از ستفاابا  ABRaAتوالی 

تئینی ولی پراتورهای دوم و سوم ساختا. گرفتم نجاا (2010

ABRaA  برنامه استفاده از باI-TASSER  چنین  هم. شدتعیین

های پروتئینی توالییافتن ر منظو بهه مدآست د بهآمینه اسیدلی اتو

در  BLASTاستفاده از الگوریتم طلاعاتی با های ادر بانکمشابه 

ار جستجو قررد مو (NCBI) لوژیاطلاعات بیوتکنو مرکز ملی

 شباهت ترین بیشمنابع مختلف که از لی اتوادی تعدفت و گر

، شتنددانظر رد مو پروتئینی لیابا تورا  (درصد 13بالاتر از )

با  ABRaAتئینی ولی پراچندگانه تو ردیفی هم. شدندب نتخاا

وجود  بررسی. شدم نجاا Omega  Clustalافزارنرماستفاده از 

 .شد انجام SignalP 4.1 برنامه کمک با پپتید، سیگنال

 

مراز که به صورت  ای پلی طبق نتیجه حاصل از واکنش زنجیره

 Taq DNA گراد، و با آنزیم درجه سانتی 1 تا  11شیب دمایی 

گراد  درجه سانتی  1در دمای  ABRaAمراز انجام شد، قطعه پلی

مراز  پلی Pfuمنظور تکثیر با آنزیم  به(. الف -2شکل)تکثیر شد 

قطعه . عنوان دمای تکثیر انتخاب شد گراد به درجه سانتی  1دمای 

 pTG19 تی وکتورسازی در  برای همسانه ABRaAمورد استفاده 

  (.ب -2شکل)مراز تکثیر شد پلی Pfuدر حضور آنزیم 

 PCRاز طریق کلونی رشد کرده بر روی محیط انتخابی  هایکلون

 یابی و در نهایت با توالی هضم آنزیمیرایمرهای اختصاصی، با پ

  نتایج و بحث
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یابی  نتیجه حاصل از توالی(. 0شکل)قرار گرفتند  مورد تایید

ABRaA سازی  نشان داد که قطعه همسانهردیفی آن  و بررسی هم

لی اتوبنابراین  (. شکل)ابرین است  Aکننده زنجیره  کد ژنشده، 

DNA کد کننده نومی ژABRaA  با شماره دسترسیMF573784 

ثبت  GenBank NCBI یلی نوکلئوتیداتودر پایگاه برای اولین بار 

اسید آمینه  211بوده و یک پروتئین با  bp 910طول این توالی .دش

ست د تئین بهوبیوشیمیایی پرت سی خصوصیاربر. نماید را کد می

ریک ه و نقطه آیزوالکتمولکولی محاسبه شدوزن که ن داد نشاه مدآ

مولکولی ل فرموبا ABRaA بینی شده توالی پروتئینی ژن  پیش

C1233H1948N356O387S4 1/  کیلو دالتون و   39/2بر اترتیب بر به 

در لوله آزمایش تئین وپراری این چنین شاخص ناپاید هم. است

 ضریب. ی ناپایداری این پروتئین است بود که نشان دهنده 1 /0 

 جانبی توسط زنجیره شده اشغال حجم گربیان که پروتئین آلیفاتیک

تعیین شد  9 /1 ، می باشد Ileو  Ala ،Val ،Leu های اسیدآمینه

 Ikai) است پروتئین بالای این حرارتی مقاومت دهندهنشانکه 

لی اتوه نشان داد که محاسبه شد 1یگریزآبشاخص . (1980

ده بودی آب دوست یاان زمیز به ABRaAکد شده توسط تئینی وپر

 منفیر بااسید آمینه دارای  27اسیدهای آمینه، کل ع مجمواز و 

(Asp+Glu)  مثبتر با بااسید آمینه  21و (Arg+Lys) بودند . 

 

در تی وکتور و نمایش بر روی ژل آگارز  ABRaAتائید حضور قطعه  -0شکل 

 ABRaAبرای قطعه  PCRمربوط به کلونی  0و  2 های شماره( الف. یک درصد

هضم آنزیمی  1شماره ( ب. باشد می( بدون الگو)شاهد منفی  1و شماره 

های  باز با آنزیم جفت 910 طول به ABRaAوکتور حاوی قطعه  تی

BamHI/XhoI.  جهت انتقال قطعات به ناقلpET28a+ پلاسمید  2شماره  و

 bpPlus DNA Ladder 100) نشانگر ABRaA L. برش نخورده حاوی قطعه

Sinaclon.)  

                                                           
1
 Hydropathy 

 ستئینسیچنین در توالی اسید آمینه این پروتئین یک اسید آمینه  هم

-و سیزده اسید آمینه آسپاراژین وجود دارد که در فرآیند ان

 پروتئین این چنین مشخص شد که هم .گلیکوزیلاسیون نقش دارند

 Dی  نمره باید نشانه پپتید برای وجود چون است، نشانه پپتید فاقد

شد  ثبت  377/3عدد  فوق برای پروتئین که باشد تر بیش 1/3 از 

 .Bendtsen et al) دارد دلالت نشانه پپتید عدم حضور بر که

2004.)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

با توالی نوکلئوتیدی  ABRaAنوکلئوتیدی ژن  ردیفی توالی بررسی هم - شکل 

cDNA کننده زنجیره  کدA  ابرین با شماره دسترسیX76720 

 

و نمایش بر روی ژل  +pET28aدر ناقل  ABRaAتائید حضور قطعه  -1شکل 

 PCRمربوط به کلونی   و  0، 2 هایشماره( الف. درصد 1/1آگارز 

بدون )شاهد منفی  1و شماره  ABRaAحاوی قطعه  pETABRaA پلاسمیدهای

های       با آنزیم pETABRaA هضم آنزیمی 2و  1شماره ( ب. باشد می( الگو

BamHI/XhoI.  پلاسمید برش نخورده حاوی قطعه  0شمارهABRaA .L  نشانگر
.(100bp DNA ladder Sinaclon)  
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 BL21 (DE3)از القای باکتری  ABRaAو خالص سازی نتیجه بیان  - شکل 

( الف. درصد 13و تفکیک بر روی ژل اکریلامید   pETABRaAحاوی سازه 

نمونه  2، شماره (پروتئین باکتری بدون سازه)پروتئین نمونه شاهد  1شماره 

نمونه پروتئین کل محلول استخراج شده با  0پروتئین کل واسرشته و نمونه 

با  ABRaAهای پروتئین خالص شده نمونه 2و 1های  شماره( ب .فراصوت

تئین کل پرو 0آگارز، شماره  Ni-NTAاستفاده از روش کروماتوگرافی جذبی 

 Prestained Protein) نشانگر M .فراصوتطبیعی استخراج شده با استفاده از 

marker Sinaclone.)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 pETABRaAحاوی سازه  BL21از القای باکتری  ABRaAنتیجه بیان  -9شکل 

نتیجه وسترن بلات ( الف. مورد نظر و آزمون وسترن بلات برای تایید پروتئین

بادی نتیجه وسترن بلات با آنتی 1شماره ( ب. تگآنتی هیستیدین بادیبا آنتی

 M(. باکتری بدون سازه)پروتئین شاهد  2، شماره ABRaAآنتی اختصاصی 

  (.Prestained Protein marker  Sinaclone) نشانگر

 

 در ABRaA یقطعه منظور بررسی بیان پروتئین مورد نظر، به

 PCRد، با انجام کلونی شالحاق pET28a+  (pETABRaA )لناق

، BamHI/XhoIبا دو آنزیم  pETABRaAو هضم آنزیمی ناقل 

 (.1شکل)حضور قطعه  تایید شد 

-SDSبر روی  Bl21 (DE3) های القا شده در سویهپروتئین

PAGE مطابق انتظار پروتئین (.  شکل ) ندده درصد تفکیک شد

پروتئین    با توجه به شکل .بیان شد  kDa  39/2نظر با وزنمورد

صورت محلول و همچنین پروتئین بادی  هنوترکیب حاصل ب

و بر اساس آب  ProtScaleبرنامه طبق پیش بینی . مدآدست  هب

صورت محلول  هرود که پروتئین ب بودن پروتئین، انتظار میدوست

صورت پروتئین بادی  هاما بخش زیادی از پروتئین ب. تولید شود

امری طبیعی  E.coliپروتئین در  ظت بالایلمشاهده شد که در غ

پروتئین نوترکیب  .(Wilkinson and Harrison 1991) باشد می

 لظت شدغخالص شده با ستون نیکل به روش بردفورد تعیین 

(Bradford 1976.) بیان پروتئین مورد نظر به کمک روش لکه-

ن یچن و هم هیستیدینبادی گذاری وسترن با به کار گیری آنتی

 Sambrook and) مورد تائید قرار گرفت یاصصاختبادی یآنت

Russell 2001) (ب -9شکل .)آمیز وسترن نشان  ه موفقیتجنتی

بادی  آنتی وبین پروتئین نوترکیب  دهد که میانکنش اختصاصی می

 (. ج -9شکل )اختصاصی صورت گرفته است 

 ABRaAکننده  داد که توالی کد نشان بررسی توالی آمینواسیدی

شماره دسترسی ) Abrin-a A chainمانند توالی پروتئینی ژن 

1ABR_A ) اسیدآمینهدارای یک Cys  در موقعیت حفظ شده

Cys247  است این آسیدمینه نقشی کلیدی در ایجاد پیوند

 et al. 1995) ابرین دارد Bو زنجیره  Aسولفیدی بین زنجیره  دی

Tahirov)، چنین توالی پروتئینی کد شده توسط  همABRaA 

،  Tyr74 ،Tyr113ثابت اسیدآمینه 1 فعال با جایگاه یکدارای 

Glu164 ،Arg167 ،Try198  های حفظ  در موقیعیت اسیدآمینه 1و

. است Asn196و  Asn72 ،Arg124 ،Gln160 ،Glu195شده 

،  Tyr74 ،Tyr113ثابت  اسیدآمینه 1دهند که ها نشان میبررسی

Glu164 ،Arg167  وTry198  در جایگاه فعال زنجیرهA  ،ابرین

 ;Kimura et al. 1993) شده دارند ها حالت حفاظتRIPدر همه 

Mlsna et al. 1993.) که  است گزارش شدهچنین  همGlu164  و

Arg167 مستقیما در فعالیت کاتالیزوری هیدرولیز  این پروتئین

 et al. 1995) قش دارندسی گلیکوزیداسیون  ن –کردن پیوند ان 

Tahirov) آمینه دهند که دو اسید ها نشان می بررسیGlu164  و

Arg167  در ابرین و ریسین، نقش کلیدی در ممانعت از بیوسنتز

 موقعیت بینیپیش (.Hung et al. 1994) کنندپروتئین ایفا می
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مشابه سایر آن نشان داد محل فعالیت  نیز پروتئین این سلولی درون

، ستوپلاسم IIهای نوع RIP موجود در ساختار Aهای  زنجیره

  .(Pascal et al. 2001) باشد می

پروتئینی کد شده توسط  توالی BLASTp از نتایج حاصل

ABRaA اطلاعاتی پایگاه در پروتئینی مشابه موجود هایبا توالی 

NCBI ، آمده 1 جدول چندگانه در سازی ردیف هم بررسی جهت 

 .است

با تعدادی  ABRaAکد شده توسط  بررسی توالی پروتئینینتایج 

را با  تشابه نشان داد که بالاترین Aهای پروتئینی زنجیره از توالی

شکل )درصد یکسانی دارد    به میزان  Abrin-a A chain ژن 

کد شده توسط  ابرین Aزنجیره با بررسی تشابه ساختار دوم  .(7

 اسیدآمینه  7مشخص شد که این پروتئین دارای  ABRaA توالی

 β (07/2در پیچ  اسیدآمینه  ، (درصد  21/0) αدر مارپیچ 

است ( درصد 07/ 3)آمینو اسید در مارپیچ تصادفی   7و ( درصد

 (.13شکل )
 

 

 
با ( 1-ذکر شده در جدول)درصد  13با میزان شباهت بالاتر از های پروتئینی مشابه  با توالی ABRaAتوالی پروتئینی کد شده توسط  چندگانه سازیردیف هم -7شکل 

 .ClustalXافزار  استفاده از نرم

 

لی اتوت طلاعاه اپایگارسی موجود در ستره دشمااه همر چندگانه بهردیفی  همتهیه ای برده ستفارد اتئینی مووپرهای  ت توالیمشخصا -1ول جد

(www.ncbi.nlm.nih.gov) NCBI 
 شماره دسترسی نام ژن میزان شباهت E-value میزان نام علمی گیاه ردیف

1 Abrus precatorius 4e-158   % Abrin-a A chain 1ABR_A 

2 Abrus precatorius 2e-125  7% Chain A, Agglutinin 2ZR1_A 

0 Abrus precatorius 2e-125  7% Chain A, Agglutinin(Apa-I) 2Q3N_A 

  Abrus precatorius 5e-68 13% Chain A, Crystal Structure Of 

Natural Cinnamomin 
2VLC_A 

 

 

 

 

 

 

 

 
، β، صفحات αهای مارپیچ. پپتیدی مشابه های توالی با آن مقایسهو  SOPMAبرنامه  از استفاده با ABRaAپروتئینی کد شده توسط ژن  توالی دوم ساختار -13شکل 

  .اند شده داده نشان بنفش و سبز قرمز، آبی، خطوط با ترتیب به های تصادفی مارپیچ و βهای  پیچ
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ها نشان داد که سایر ژن پپتیدی توالی دوم ساختار با نتایج این

دارای  )1ABR_Aبا شماره دسترسی ) a A chain-Abrinپروتئین 

 βآمینو اسید در پیچ   ، (درصد 3 /07) αدر مارپیچ  اسیدآمینه  7

 1 / 3)آمینو اسید در مارپیچ تصادفی  130و ( درصد 07/2)

 2ZR1_A)با شماره دسترسی)گلوتنین  Chain A، پروتئین (درصد

در  اسیدآمینه 9، (درصد 12/07) αدر مارپیچ  اسیدآمینه  7دارای 

 3 /90)رپیچ تصادفی در ما اسیدآمینه 131و ( درصد 2/0 ) βپیچ 

با ) Natural Cinnamominگیاه  a-chainو پروتئین ( درصد

 αدر مارپیچ  اسیدآمینه  7نیز دارای  )2VLC_Aشماره دسترسی 

  13و ( درصد 32/2) β در پیچ اسیدآمینه 1، (درصد 7/09)

، دارای بالاترین (درصد 1 / 7)در مارپیچ تصادفی  اسیدآمینه

  .تشابه بودند

بینی ساختار سه بعدی پروتئین توالی پروتئینی کد شده توسط  پیش

ABRaA با  مشابه پروتئین بعدی اینسه که ساختار داد نشان

 شناسایی شده توسط abrin a a-chainساختار سه بعدی پروتئین 

(et al. 1995 Tahirov) این پروتئین . باشد میabrin a a-chain  از

تا  1های اسیدآمینهشامل  1است که دمین  سه دمین تشکیل شده

است، دومین  تشکیل شده αمارپیچ  2و  βصفحه   بوده و از  137

 αمارپیچ  1بوده و از  179تا  113 های اسیدآمینهنیز شامل  2

ای  دهند توالی اسیدآمینه ها نشان می، بررسیاست تشکیل شده

است  هشدت حفاظت شدابرین و ریسین به Aدر زنجیره  2دمین 

کاملا  ABRaAکد شده توسط  2که توالی این دمین با توالی دمین 

دومین سوم که شامل  (.et al. 1995 Tahirov) مطابقت داشت

 αمارپیچ  β ،2صفحه  2شود و از  می 211تا   17 هایاسیدآمینه

 (. 11شکل)است  و یک مارپیچ تصادفی تشکیل شده

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 -11شکل 

 هایمدل

-I برنامهاستفاده از با  ABRaAتوالی  پروتئینی کد شده توسط توالی بعدیسه 

TASSER. 
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ابرین جداسازی و  Aکدکننده زنجیره  DNAدر این بررسی توالی 

یابی و بررسی خصوصیات ساختاری و  پس از تایید توالی

افزارهای مختلف و تایید نهایی با بیوشیمیایی با استفاده از نرم

استفاده از آنتی بادی اختصاصی، این توالی برای اولین بار در 

در این پروتئین شباهت بالایی . دشثبت  NCBIپایگاه اطلاعاتی 

مشاهده  IIهای بازدارنده ریبوزومی نوع  در ساختار دوم با پروتئین

ای بازدارنده ه شد، این پروتئین مشابه با ریسین و سایر پروتئین

 1و فعال  جایگاهدر  ثابت اسیدآمینه 1دارای  II ریبوزومی نوع 

 .بود شده تظاهای حف در موقیعیت اسیدآمینه

از این مند  استفاده هدفابرین،  سمی پروتئینیکی از کاربردهای 

منظور دریافت  بهباشد که  میهای سرطانی در درمان سلولپروتئین 

نیاز به استفاده از  ،سرطانیهای  اختصاصی سم توسط سلول

سم  و ارسال مندیهای برای هدفاختصاصی یا بخش های توالی

 (.Fuchs et al. 2012) باشدمیبه دورن سلول 
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