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 (13/10/1400 تاریخ پذیرش: - 09/02/1399)تاریخ دریافت:  

 برای هاآنزيم اين توليد برای معمولاً. شوندمی محسوب صنعتی هایآنزيم ترينمهم از پروتئازها

هدف از اين پژوهش . شودمی استفاده باسيلوس جنس به متعلق هاییباکتر از صنعتی مصارف

استخراج  htrBسازی، تعيين توالی و بررسی بيوانفورماتيکی ژن سرين پروتئاز جداسازی، همسانه

 يکی باکتريايی، DNA استخراج از پس مطالعه، اين در فورميس بود.از باکتری باسيلوس ليکنی شده

 واکنش تکنيک از استفاده با Bacillus licheniformis باکتری از htrBبا نام  پروتئاز سرين هایژن از

  pTG19-Tناقل در نوکلئوتيد 1371. قطعه تکثير شده به طول شد جداسازی مرازپلی ایزنجيره

سازی شده سپس ژن همسانه. دش تأييد يابیتوالی وسيلهبه سازیهمسانه درستی شد و سازیهمسانه

 ساختار .شد سازیهمسانه pET41a)+(  ناقل در ،pTG19-T-htrBسميد نوترکيب موجود در پلا

 قرار بررسی موردپروتئين کد شده توسط اين ژن  فيلوژنتيکی و بيوشيميايی هایويژگی مولکولی،

 نقطه و شده محاسبه مولکولی وزنکند که آمينواسيد را کد می 456اين ژن پروتئينی با . گرفت

ها نشان . بررسیباشدمی 85/4 و دالتون کيلو 66/48 برابر ترتيببه آن شده بينیپيش ايزوالکتريک

صورت فته و در باکتری اشرشياکلای بهرگ رارق رهای پايدادسته آنزيم رد رداد که آنزيم مذکو

 دستبه پروتئينی توالی فيلوژنتيکی، هایبررسی از حاصل نتايج اساس برمحلول بيان خواهد شد. 

 .Bو B. subtilis، B. gobiensis قبيل از هاباسيلوس ساير هایتوالی با را زيادی هتشبا آمده

pumilus ابزارهای از استفاده با شده کلون آنزيم بعدی سه ساختار. داد نشان PyMOL، PHYRE2 ،

I-TASSER ،RAPTORX و Modeller های ترسيم شده مشخص پس از ارزيابی مدل .شد بينیپيش

های مطلوبی برای مدل RAPTORXو  PHYRE2افزار ی ارائه شده توسط دو نرمهاد که مدلش

 بينی ساختار سه بعدی اين پروتئاز هستند.پيش
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 در و رفته شماربه صنعتی هایآنزیم ترینمهم از پروتئازها

 از درصد 60 .کنندمی ایفا مهمی نقش امروزی بیوتکنولوژی

 Nascimento) دارد اختصاص پروتئازها به دنیا هایآنزیم فروش

et al. 2004). مواد تولید در ایگسترده طوربه هاآنزیم این 

 فاضلاب، تجزیه و تیمار چرمی، کالاهای غذایی، مواد شوینده،

 برای حیوانات غذای به افزودنی عنوانبهو  منسوجات، داروها

دو سوم از  (.Pastor et al. 2001) شوندمی استفاده هضم سهولت

گیرند پروتئازهای تولیدی، در صنایع شوینده مورد استفاده قرار می

(Gupta et al. 2001.) 

 هاباکتری و هاقارچ گیاهان، حیوانات، پروتئازها تولید اصلی منابع

 شرایط دلیلبه جانوری و گیاهی منابع از هاآنزیم تولید اما هستند؛

 Huang etاست ) محدود آن به وابسته موضوعات و هوایی و آب

al. 2003; Doddapaneni et al. 2009; Olajuyigbe et al. 2013.) 

 که چرا هستند؛ هاآنزیم زا مناسبی منبع هامیکروارگانیسم

 دارای بیوشیمیایی خصوصیات نظر از هاآن در موجود هایآنزیم

 بیشتری امکان از هاآن در ژنتیکی دستکاری نیز و بوده تنوع

 فضای به نیاز سریع، رشد دلیلبه موجودات این. است برخوردار

 خصوصیات با جدید هایآنزیم تولید آسانی و کشت برای محدود

 میان در. (Chu 2007هستند ) توجه مورد بسیار یافته، تغییر

 ویروسی و قارچی باکتریایی، انواع شامل که میکروبی پروتئازهای

 توجه مورد بیشتر صنعتی لحاظ از باکتریایی پروتئازهای باشند؛می

 .گرفتند قرار

 و بوده فعال قلیایی pH در که این دلیلبه پروتئازها سرین کاربرد

 قرار استفاده مورد مادهپیش عنوانبه را مواد از وسیعی محدوده

(. Rani et al. 2012) باشدمی پروتئازها سایر از بیش دهند؛می

 باسیلوس هایگونه از بسیاری توسط پروتئازهای قلیایی سرین

 در و شده تولید B. pumilusو  Bacillus licheniformisمانند 

 قرار استفاده وردم ایعمده طور به شوینده و غذایی صنایع

 مطالعات دلیل همینبه. (Ward and Fogarty 1983)گیرند می

 Çalık et) است گرفته صورت هاآنزیم این مورد در زیادی بسیار

al. 2001 .)جنس پروتئازهای از بسیاری به مربوط خصوصیات 

 و سازیهمسانه هاآن با مرتبط ژن و شده شناسایی باسیلوس

 ;Well et al. 1983; Jacobs et al. 1985) است دهش یابیتوالی

Lin et al. 1995; Kaur et al. 2012; Hadjidj et al. 2012 .)و لین 

 .Bبه متعلق پروتئاز آلکالین ژن سازیهمسانه از پس همکاران

licheniformis نامبه apr ناقل در pGM-T، در را ژن این بیان 

 محیط اجزای تأثیر امهاد در و داده قرار مطالعه مورد بیانی ناقل

 .Lin et al) اندکرده بررسی نوترکیب پروتئاز این بیان بر را کشت

جرم ده است که شای دیگر مشخص چنین در مطالعههم (.2015

 و B. licheniformis توسط شده تولید مولکولی سوبتیلیزین

 آنزیم عنوانبه که B. amyloliquefaciens از شده جدا سوبتیلیزین

 کیلو 27 روند؛می کاربه شوینده مواد فرمولاسیون در زپروتئا

 هستند متفاوت یکدیگر با آمینواسید 58 و تنها در دالتون بوده

(Well et al. 1983; Lin et al. 1995.)  

 با شوند؛می تولید موجودات از ایگسترده طیف توسط پروتئازها

 گاه در و نداشته را سخت هایمحیط در مقاومت توانایی حال این

 نوترکیب DNA تکنولوژی بنابراین. اندنبوده موفق سازیتجاری

 اهداف با هاییآنزیم تکامل و بهبود برای گسترده طوربه تواندمی

 .Bجایی که گونهاز آن .گیرد قرار استفاده مورد تجاری خاص

licheniformis گونه با ژنتیکی نظر ازB. subtilis  84 درصد 

 .Bباکتری htrB ژن بیان و (Rey et al. 2004) دارد شباهت

subtilis تخریب موجب و یافته افزایش تنش شرایط در 

 .Hyyryläinen et alشود )می اشتباه هاتاخوردگی با هاییپروتئین

 B. licheniformisرسد که جداسازی این ژن از نظر می(؛ به2001

ت، وری بیشتر در صنعمنظور بهرهو شناسایی پروتئین آن به

  مطلوب باشد.

 ازسازی یک سرین پروتئهدف از این مطالعه، جداسازی و همسانه

در  تا باشدمی htrBعنوان  تحت ،B. licheniformis باکتری از

 نوترکیب DNA به کمک تکنولوژی آن از بتوان آتی هایپژوهش

 خاص اهداف با پروتئاز در جهت تکامل ژنتیک مهندسی در

بیوشیمیایی و  چنین خصوصیاتنمود. هم استفاده تجاری

 نیبیساختارهای دو بعدی و سه بعدی پروتئین مورد مطالعه پیش

 هگرو در آن جایگاه منظور بررسی تعیینشد و در ادامه نیز به

و فیلوژنتیکی ژن همسانه شده نیز  پروتئاز، همولوژی هایژن

 انجام شد.

 

 

  مقدمه
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صورت آمپول به Bacillus licheniformis 1721 PTCCباکتری 

های سازمان ها و باکتریلیوفیلیزه از مرکز کلکسیون قارچ

( http://ptcc.irost.orgهای علمی و صنعتی ایران )پژوهش

 سرین ژن به مربوط توالی پرایمر طراحی منظورخریداری شد. به

 National Center for Biotechnologyژنی ) بانک از پروتئاز

Information) NCBI با استفاده  آغازگرها طراحی. دش استخراج

های شد؛ سپس اختصاصیت توالی انجام Oligo ver 7 افزارنرم از

 آغازگر. دشبررسی  primer Blastافزار طراحی شده با کمک نرم

 جایگاه ترتیببه که شدند طراحی ایگونه به برگشت و رفت

. گیرد قرار هاآن ابتدای در HinDIII و EcoRI آنزیم برشی

 زمان در تا شد اضافه هاییتوالی آغازگر دو هر ابتدای در علاوهبه

 توالی. (1کند )جدول  تسهیل را پلیمراز DNA اتصال تکثیر،

 آلمان Metabion شرکت به سنتز جهت شده، طراحی آغازگرهای

 .دش ارسال
 ده در پژوهش حاضرشآغازگرهای استفاده  -1 جدول

 نام آغازگر لی آغازگرتوا
ATGGATTTTAGACGCGATGGAATTCACG sp1371f 

TATTTATGATTTGCTTTTCGCAAGAAGCTTCTC sp1371r 

 

ژنومی با استفاده از آنزیم لیزوزیم، کمیت  DNAپس از استخراج 

-Labomedوسیله دستگاه اسپکتروفتومتر )و کیفیت آن به

UVD3200نانومتر و  280و  260های ، انگلستان( در طول موج

درصد مورد بررسی قرار گرفت.  2/1الکتروفورز ژل آگاروز 

 Pfu DNAاز استفاده بااستخراجی  DNAبر روی  PCR واکنش

polymerase (fermentas )دستگاه پرایمرها در و Eppendorf 

Mastercycler Gradient دمایی انجام شد. شرایط سیکل 35 برای 

 درجه 94 دمای در شتگیواسر مرحله: شامل چرخه هر زمانی و

 درجه 57 دمای در اتصال مرحله ثانیه، 30 مدتبه گرادسانتی

 درجه 72 دمای در تکثیر مرحله و دقیقه یک مدتبه گرادسانتی

 واسرشتگی مرحله همچنین. بود دقیقه یک مدتبه گرادسانتی

 نهایی تکثیر مرحله و دقیقه 3 گرادسانتی درجه 94 دمای در اولیه

 پس. گرفت انجام دقیقه 5 مدتبه گرادسانتی درجه 72 دمای در

 با ژل روی از نظر مورد اندازه با PCR محصول سازیخالص از

 ژن میان اتصال ،Bioneer نوکلئیک اسید استخراج کیت از استفاده

 DNA آنزیم از استفاده با pTG19-T پلاسمیدی ناقل و نظر مورد

درجه  22دمای ساعت در  2مدت بهT4  (Takara )لیگاز

گرفت.  گراد انجامدرجه سانتی 4ساعت در دمای  16گراد و سانتی

 مستعد هایسلول به حرارتی شوك روش به محصول اتصال

 در. شد داده انتقال DH5α سویه( Escherichia coli) اشرشیاکلای

 حاوی LB جامد کشت محیط روی باکتری بعد مرحله

 آزمون انجام منظوربه ،X-gal و IPTG سیلین،آمپی بیوتیکآنتی

 دمای در تیمار ساعت 16 از پس و شده داده کشت آبی -سفید 

 هایکلونی عنوانبه سفید کلونی تعدادی گراد،سانتی درجه 37

 نهایت، در. گرفت قرار تردقیق بررسی مورد و انتخاب نوترکیب،

 با قلیایی لیز روش از استفاده با نوترکیب پلاسمیدهای استخراج

 ( وBirnboim and Doly 1979) گرفته انجام SDS فادهاست

آنزیمی  هضم و PCR تکنیک دو از استفاده با نوترکیب هایکلونی

 قرار بررسی مورد HinDIII و EcoRIبا استفاده از دو آنزیم 

 توسط پلاسمیدی حاوی قطعه نوترکیب DNA یابیتوالی. گرفتند

غازگر پروموتر و با استفاده از آ جنوبی کره Bioneer شرکت

 .شد انجامدر دو جهت رفت و برگشت  T7باکتریوفاژ 

به صورت جداگانه  (+) pET41aو  pTG19-T-htrB پلاسمیدهای

 قرار آنزیمی هضم مورد HinDIII و EcoRI آنزیم دو از استفاده با

 pET41a( +) پلاسمید در htrB به مربوط ژن و گرفته

قرار  بررسید سازی مورد و صحت همسانهش سازیهمسانه

 گرفت.

 برنامه از استفاده با یابیتوالی فرایند از حاصل نوکلئوتیدی توالی

Translate  فیزیکوشیمیایی هایگرفته و ویژگی قرار ترجمه مورد 

 ،ProtParam هایبرنامه از استفاده با آمده دستهب پروتئین

ProtScale، TMHMM و Signalp  موجود در تارنمای(

https://www.expasy.org/proteomics.چنینهم ( بررسی شد 

 برنامه سه از استفاده با پروتئین این سلولی زیر موقعیت بینیپیش

 TargetP  (Emanuelsson et al. 2007،) iPSORT (Bannaiترکیبی

et al. 2002 )و YLOC (Briesemeister et al. 2010) گرفت انجام .

 اینترنتی پایگاه توسط سولفیدی دی پیوند وجود امکان بررسی

DISULFIND نشانی به http://disulfind.dsi.unifi.it/ شد انجام .

امکان محلول بودن پروتئین پس از بیان در باکتری اشرشیاکلای نیز 

)موجود در تارنمای  SCRATCHتوسط برنامه 

http://scratch.proteomics.ics.uci.edu و سرور آنلاین )

  هامواد و روش
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Recombinant Protein Solubility Prediction  به نشانی

http://www.biotech.ou.edu  شده حفاظت هایتوالید. شبررسی 

 ScanProsite هایبرنامه با پروتئین این در موجود هایدومین و

(http://prosite.expasy.org/scanprosite ،)supfam 

(http://supfam.org )و Pfam (http://pfam.xfam.orgبررسی ) 

منظور تجزیه و تحلیل پروتئاز مورد مطالعه با سایر پروتئازها به. شد

. (Rawlings et al. 2008د )شاستفاده  MEROPSاز بانک اطلاعاتی 

 یافتن منظوربه Translate از آمده دستبه اسیدآمینه توالی

 برنامه از استفاده با اطلاعاتی هایبانک در مشابه هایپروتئین

pBLAST از پروتئینی توالی تعدادی و گرفته قرار جستجو مورد 

 داشتند، نظر مورد توالی با را شباهت بیشترین که مختلف منابع

 گرفتند قرار استفاده مورد چندگانه یسازهمردیف برای و انتخاب

 افزارنرم از استفاده با فیلوژنتیکی درخت و( 2 شماره جدول)

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) ویرایش 

 درجه. دش ترسیم گوناگون تشابه هایماتریس از استفاده با و 2/5

 1000 با و Bootstrap با شده ایجاد هایبندیگروه اعتبارسنجی

 (. Felsenstein 1985; Tamura et al. 2007) شد تعیین تکرار

های های مشترك موجود میان توالیمنظور آنالیز موتیفچنین بههم

-http://memeبه نشانی  MEMEهمردیف شده از سرور آنلاین 

suite.org  د. شاستفاده 

 SOPMA (Geourjon and وسیلهبه پروتئین ومس و دوم ساختارهای

Deleage 1995)،PHYRE2 ، PyMOL 

(
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=inde

x )(تارنمای در موجود https://www.pymol.org)، I-TASSER 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) و 

RAPTORX (http://raptorx.uchicago.edu) چنینهم. دش تعیین 

 Modeller افزارنرم از استفاده با مطالعه مورد پروتئین سوم ساختار

9V16 (Sali and Blundell 1993) الگویی چند روش به و 

 ساختاری پارامترهای کیفیت ارزیابی منظوربه. شد سازیمدل

 در موجود) procheck نامبه افزارینرم از شده ترسیم هایمدل

 ترسیم برای( https://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES تارنمای

  Q-mean score نیز ادامه در و شد استفاده راماچاندران نمودار

(http://swissmodel.expasy.org/qmean) و Z-score 

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php )هامدل 

 امتیاز از فوق، موارد بر علاوه(. Benkert et al. 2009) شد محاسبه

C (C-score) توسط شده بینیپیش هایمدل کیفیت تخمین برای I-

TASSER دش استفاده نیز. 
 

 های پروتئینی مورد استفاده برای ساخت درخت فیلوژنتیکیتوالی -2جدول 

 

 

 در پایگاه نام اختصاصی پروتئین سیشماره دستر درصد تشابه پروتئین

UNIPROT  

 ردیف جنس و گونه نام اختصاصی ژن

100 NC_006270 Q65F56 htrB B. licheniformis 1 

5/63 Q9R9I1 Q9R9I1 HTRB_BACSU B. subtilis 2 

7/62 A8FH89 A8FH89 BPUM_2952 B. pumilus 3 

54 A0A0M4FHQ8 A0A0M4FHQ8 AM592_12510 B. gobiensis 4 

5/54 NC_006270    A5A684 htrA B. licheniformis 5 

4/53 O34358 O34358 HTRA_BACSU B. subtilis 6 

95/35 4A8A_A P39099 degQ Escherichia coli 7 

92/37 2ZLE_A P0C0V0 degP Escherichia coli 8 

91/36 6IEO_A O06291 htrA Mycobacterium 

tuberculosis 
9 

74/35 5JD8_A A0A384LFU1 degS Yersinia pestis 10 

47/34 4YO1_A Q5ZVV9 htrA Legionella pneumophila 11 

90/34 3NZI_A Q92743 HTRA1 Homo sapiens 12 

45/36 3PV4_A G1K3R2 N/A Legionella fallonii 13 

31/36 3STJ_A P39099 degQ Escherichia coli 14 

80/41 3QO6 O22609 DEGP1 Arabidopsis thaliana 15 
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 و آمینواسیدی توالی بررسی و سازیهمسانه جداسازی،

 :آمده دستبه پروتئین توالی فیزیکوشیمیایی هایویژگی

 از استفاده با htrB رمزکننده ژن باکتریایی، DNA استخراج از پس

PCR باکتری از B. licheniformis ناقل در و جداسازی 

 DNA یابیتوالی نتایج و شده سازیهمسانه  pTG19-Tپلاسمیدی

 روی بر ،htrBرمزکننده  ژن قرارگیری موقعیت که داد نشان

 که باشدمی معمول جهت در ناقل سازیهمسانه چندگانه جایگاه

 EcoRIآنزیم دو از استفاده با آنزیمی هضم از آمده دستهب نتایج با

به ناقل بیانی  htrBداشت. انتقال ژن  مطابقت HinDIII و 

pET41a (+)  با انجام واکنش هضم آنزیمی دوگانه و الحاق مجدد

سازی با انجام شد. فرایند همسانه T4لیگاز DNA توسط آنزیم

 و هضم آنزیمی مورد تأیید قرار گرفت. PCRهای انجام آزمون

 

 ب                                                        الف   

 
 

                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 از حاصل نتایج( ب PCR وسیلهبه htrB ژن تکثیر از حاصل نتایج( 2 و 1 مولکولی، نشانگر( M مرازپلی اینجیرهز واکنش از استفاده با htrB ژن تکثیر( الف -1 شکل

 HinDIII و EcoRI آنزیم دو با شده هضم نوترکیب پلاسمید( 2و  1 مولکولی، نشانگر( M نوترکیب پلاسمید آنزیمی هضم

 

 الف

  
 

 

 

 

 

  نتایج و بحث

M        1        2               DNA Ladder 1KB                   M       1     2 
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 ب                                                                      ج

 
 سازی توالی نوکلئوتیدی حاصل ازسازی شده و همردیفیابی ژن همسانه. الف( توالیhtrBژن  Hydropathicو  TMHMMهای توالی نوکلئوتیدی و شاخص -2شکل 

 ج( بررسی Q65F56 پروتئین توالی Hydropathic شاخص . ب( بررسیNCBIسازی شده با توالی نوکلئوتیدی موجود در پایگاه بانک ژنی یابی ژن همسانهتوالی

 .htrB ژن کننده رمز پروتئین سلولی برون و غشایی سلولی، درون هایبخش

 

 DNA بازخوانی چارچوب که داد نشان نوکلئوتیدی توالی بررسی

 توالی پایگاه در شده ثبت htrB پروتئاز سرین کنندهرمز

 به ،3029358 دستیابی شماره به NCBI GenBank نوکلئوتیدی

 TAAآغاز شده و با کدون  ATGکه با کدون  بوده bp 1371طول 

کند )شکل می رمز را آمینواسید 456 با پروتئین یک وخاتمه یافته 

 آمده دستهب پروتئین شیمیاییفیزیکو هایویژگی الف(. بررسی 2

 مولکولی وزن که داد نشان ProtParam برنامه از استفاده با

 پروتئین ژن رمز شده بینیپیش آیزوالکتریک نقطه و شده محاسبه

 ترتیببه ،8S712O586N3416H2112C با فرمول مولکولی htrB کننده

 آن ناپایداری شاخص و بوده 85/4 و دالتون کیلو 66/48 با برابر

های پایدار قرار که در رسته پروتئین باشدمی 57/39 لوله در

شاخص آلیفاتیک  . همچنین(Gasteiger et al. 2005) گیردمی

 در هاپروتئین مقاومت برآورد منظوربه مهم عامل یک عنوانبه

 در شاخص این میزان که به شد محاسبه 20/80 حرارت برابر

 و B. amyloliquefaciens SP1 در موجود پروتئاز آلکالین مورد

B. safensis است ) نزدیک بسیار Elyasi far et al. 

2020;Guleria et al. 2016توان پروتئین مورد مطالعه در ( و می

شمار های پایدار در برابر حرارت بهاین تحقیق را در گروه پروتئین

یک پپتید یا پروتئین از  GRAVY(. مقدار Ikai 1980آورد )

ها تقسیم بر تعداد اسید دار هیروپاتی همه اسیدآمینهمجموع مق

برابر  Q65F56آید که در مورد دست میههای توالی پروتئین بآمینه

دهد که است. مقدار منفی این شاخص نشان می -480/0با 

های پروتئین غیر قطبی است. نیمه عمر این توالی در یاخته

 E. coliعت و در سا 20ساعت، در مخمر بیش از  30پستانداران 

 محاسبه Hydropathy شاخصد. شبینی بیش از ده ساعت پیش

 Doolottleو  Kyteبه روش  ProtScaleبا استفاده از برنامه  شده

 -2)شکل  بوده گریز آب مطالعه مورد پروتئاز سرین که داد نشان

 منفی آمینه بار اسید 66 آمینه، اسیدهای کل مجموع از وج( 

بود  48 مثبت بار با هااسید آمینه کل تعداد هک حالی در داشتند؛

(Kyte and Doolittle 1982) . پایگاهطبق اطلاعات دریافتی از 

تنها یک سیستئین در این توالی مشاهده  DISULFIND اینترنتی

شود و لذا باند دی سولفیدی تشکیل نخواهد شد و احتمال می

صورت بهتشکیل و تجمع پروتئین نوترکیب در سلول میزبان 

 Ciaccio and Laurence 2009یابد )کاهش میاجسام اینکلوژن 

;Cozzolino et al. 2008 .)برنامه وسیلهبه که برآوردی اساس بر 

SCRATCH پروتئین این بودن محلول میزان است؛ گرفته صورت 

باشد که این می 53125/0 با برابر احتمالی دارای بیان از پس

 Recombinant Protein Solubilityاحتمال در سرور آنلاین

Prediction توان درنظر گرفته شده است و لذا می 8/0میزان  به

شود. صورت محلول بیان مینتیجه گرفت که این پروتئین به

 برنامه با پروتئین این زیرسلولی موقعیت بینیپیش همچنین

iPSORT،YLOC  و TargetP پروتئین  فعالیت محل که داد نشان

 با شده انجام بررسی طی در. است سیتوپلاسم رونمورد نظر د

 یک دومین پروتئین این توالی در TMHMM برنامه از استفاده

د؛ اما دومین خارج سلولی برای این ش مشاهده ءغشا از گذرنده

 این که شودمی داده که بر این اساس احتمال پروتئین ترسیم نشده

با توجه به  باشد.متصل به غشا  سلولی داخل پروتئین یک پروتئین

 از گذرنده ناحیه SMARTوسیله برنامه دست آمده بههاطلاعات ب
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 شود. براین پروتئین را شامل می 102تا  80از آمینواسید  غشا

، پروتئین مورد مطالعه supfamاساس نتایج مشاهده شده در برنامه 

باشد. می Trypsin-like serine proteaseمتعلق به بالا خانواده 

نشان داد که توالی مورد نظر دارای  Pfamیج حاصل از برنامه نتا

است. طبق برآورد برنامه  PDZ_2و  Tyripsin_2دو دومین 

ScanProsite  دومین کاتالیتیکیPDZ  در ناحیه آمینواسیدی بین

واقع شده است. نتایج حاصل از بررسی پروتئین  442تا  358

Q65F56  در پایگاه دادهMEROPS ه این پروتئین نشان داد ک

باشد که جایگاه فعال در می PDZو  S01.B81دارای دو دومین 

 است.  300Serو  189His ،219Aspشامل  B01S.81دومین 

با سایر  Q65F56بررسی همولوژی و فیلوژنتیکی پروتئین 

 پروتئازها

 با B. licheniformis پروتئاز سرین از آمده دستبه پروتئینی توالی

 مشاهده و گرفته قرار مقایسه مورد دیگر داتموجو یپروتئازها

 .Bموجود در Q9R9I1های پروتئین با را تشابه بالاترین که شد

subtilis ،A8H89  متعلق بهB. pumilus  وA0A0M4FH88 

 54و  7/62، 5/63ترتیب به میزان به B. gobensisمربوط به 

کد با پروتئین  htrBالبته پروتئین کدشونده توسط  درصد دارد.

درصد شباهت را  54مربوط به همین باکتری نیز  htrAشونده 

با  Q65F56بررسی فیلوژنتیکی توالی پروتئینی  نشان داد.

های مربوط به پروتئازهای سایر موجودات با استفاده از توالی

نشان داد که   Neighbor Joiningو به روش  Mega4افزار نرم

به دو کلاس های موجود در درخت فیلوژنتیکی باکتری

های گرم منفی شوند و در هر کلاس یکی از گروهبندی میتقسیم

گیرند. بر این اساس پروتئازهای مربوط به و یا گرم مثبت قرار می

که همگی گرم  Escherichia، و Ligionella ،Yersiniaهای جنس

منفی بودند در یک کلاس قرار گرفتند و تمامی پروتئازهای 

بندی ای تقسیموس در کلاس جداگانهمربوط به جنس باسیل

شدند. البته پروتئازهای مربوط به آرابیدوپسیس، انسان و 

های بندی شدند. بررسیمایکوباکتریوم نیز میان این دو کلاس طبقه

متعلق به  htrBسازی شده فیلوژنتیکی نشان داد که ژن همسانه

ای هباشد که در آن پروتئازهای مربوط به باکتریکلاس یک می

 سازیهمسانه از پس نیز 1همکاران و سارینگرم مثبت قرار دارند. 

                                                           
1 Sareen et al 

 درخت B. licheniformisبه متعلق apr46 آلکالین پروتئاز ژن

 درخت در. گرچه اندکرده رسم را ژن این به مربوط فیلوژنتیکی

 به مربوط پروتئاز محققان این توسط شده ترسیم

Thermosynechococcus elongatus BP-1 با را قرابت ترینبیش 

؛ اما پروتئازهای مربوط به  است داده نشان مطالعه مورد پروتئاز

قرار  aprها نیز در نزدیکی پروتئاز مربوط به ژن سایر باسیلوس

دهنده قرابت میان پروتئازهای مختلف جنس اند که نشانگرفته

 ذکر هایتوالی تمامی در. (Sareen et al. 2005)باسیلوس است 

 ترئونین، گلوتامین،) QTDA توالی ،2 شماره جدول در شده

 شده حفاظت موتیف دومین در موجود( آلانین و اسید آسپارتیک

 ترسیم در استفاده مورد هاینمونه اکثر در سرین چنینهم. است

 حفاظت. باشدمی شده حفاظت صورتبه فیلوژنتیک درخت

 این در موجود اسید آسپارتیک و هیستیدین مورد در شدگی

چنین در بررسی صورت هم. شودمی مشاهده کاملاً فعال جایگاه

که هر سه اسید  شدمشخص  Memeگرفته توسط پایگاه اینترنتی 

به صوت حفاظت  S01.B81 دومین فعال جایگاهآمینه موجود در 

مورد بررسی وجود دارند و  باسیلوس پروتئازهایشده در میان 

در موتیف شماره یک اسید آمینه آسپارتیک اسید و هیستیدین 

 اند.مشخص شده توسط این پایگاه قرار گرفته

شده  رمز پروتئین مولکولی سازیمدل و دوم ساختار بررسی

 htrBژن  توسط

 برنامه از استفاده با Q65F56 پروتئین دوم ساختار بررسی

SOPMA هلیکس آلفا 103 دارای پروتئین این که داد نشان 

 دور 37 ،(عدد 204) اتفاقی پیچمار درصد 74/44 ،(درصد 59/22)

β (11/8 درصد )بیشترین ساختار دوم برای این پروتئین  .باشدمی

درصد از کل  30، صفحات بتا با PHYRE2افزار در نرم

درصد در  17ساختارهای دوم و پس از آن آلفا هلیکس با فراوانی 

بینی شده در ساختار میزان آلفا هلیکس پیشنظر گرفته شده است. 

با میزان   PHYRE2افزارتوسط نرم Q65F56ویه برای پروتئین ثان

متعلق به گونه  serine protease htrAآلفا هلیکس 

Mycobacterium tuberculosis (PDBI 6IEO یکسان بوده و به )

 Arabidopsisموجود در  protease Do-like 9میزان آلفا هلیکس 

thaliana (PDBI 5IL9.بسیار نزدیک است ) 
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 tr|A8FH89|

 sp|Q9R9I1|

 tr|Q65F56|

 tr|A0A0M4FHQ8|

 tr|A5A684|htrA

 sp|O34358|HTRA BACSU|

 pdb|6IEO|Mycobacterium

 pdb|3QO6|

 pdb|3NZI|Homo

 pdb|5JD8|Yersinia

 pdb|3PV4|Legionella

 pdb|4YO1|Legionella

 pdb|2ZLE|Escherichia

 pdb|3STJ|degQ|

 pdb|4A8A|Escherichia

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ها و نژ. نام اختصاصی MEGA5.2افزار با استفاده از نرم و سایر موجوداترخت فیلوژنتیکی رسم شده مربوط به پروتئازهای مختلف جنس باسیلوس د -3شکل 

 استداخل کادر مشخص شده  htrbآمده است و پروتئین کدشده توسط ژن  2فیلوژنتیکی در جدول  های موجود در این درختپروتئین

 
رسیم شده تهای . موتیفclustalwافزار استفاده از نرم های دیگر باهای پروتئینی پروتئازهای مربوط به باسیلوسبا توالی htrBسازی چندگانه ژن همردیف -4شکل 

ر زی چندگانه دساهیه همردیفینی مورد استفاده در تهای پروتئاند. شماره دستیابی توالیترتیب از شماره یک تا سه با کادر مشخص شدهبه MEMEتوسط سرور آنلاین 

 آمده است. 2جدول شماره 

Class II 
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 رد شده درآورب رد صفحات بتا نیز شباهت میان مقداردر مو

وتئین مورد مطالعه با ساختارهای ثانویه حاصل از رپ

 در موجود protease Do-like 9های کریستالوگرافی پروتئین

Arabidopsis thaliana (PDBI 5IL9 ) وDegQ  متعلق به

Legionella fallonii (PDBI 3P که دارای فعالیت سرین )

های پیشنهادی توسط از میان مدلپروتئازی است، مشاهده شد. 

برابر با  C-score، اولین ساختار پیشنهادی با I-TASSERافزار نرم

ترتیب به)د شانتخاب  مورد انتظار RMSDو  TM-scoreو  -72/2

بینی ساختار سه پس از پیش (.Ӑ 9/3 ± 8/13و  40/0 ± 14/0

، PHYRE2افزاهای بعدی پروتئین مذکور با استفاده از نرم

PyMOL ،I-TASSER ،Modeller  وRAPTORX ها با این مدل

استفاده از نمودار راماچاندران مورد ارزیابی قرار گرفتند. در مدل 

در  ینهآم اسیدهای از درصد RAPTORX 9/82ارائه شده توسط 

ناحیه مطلوب قرار گرفتند و این در حالی است که در مدل 

درصد از اسیدهای  3/51تنها  PyMOLوسیله بینی شده بهپیش

اند. از میان پنج مدل پیشنهادی آمینه در این ناحیه قرار گرفته

نیز بیشترین درصد اسیدهای آمینه  I-TASSERافزار توسط نرم

ی مدل شماره یک مشاهده شد. درصد برا 2/63مطلوب برابر با 

های موجود در ناحیه مطلوب در تمودار میزان اسیدهای آمینه

 PHYRE2افزار ه شده توسط نرمئراماچاندران مربوط به مدل ارا

درصد بود. لذا طبق برآورد نمودار راماچاندران، مدل  8/78

باشد تری میمدل مطلوب RAPTORXافزار ترسیمی به وسیله نرم

گیرد. در مرتبه دوم قرار می PHYRE2ائه شده توسط و مدل ار

 htrB شده توسط رمز پروتئین بعدی سه پس از ترسیم ساختار

 ساختار از استفاده با و Modeller 9V16 افزارنرم وسیلهبه

، نمودار راماچاندران rcsb پایگاه در موجود الگو شش کریستالی

ندران ترسیم شده د. در نمودار راماچاشمربوط به آن نیز ترسیم 

های اسیدهای آمینه در ناحیه درصد از ریشه 4/78برای این مدل 

قرار گرفتند. پس اضافی مجاز درصد نیز در ناحیه  5/17مطلوب و 

های ترسیم شده، مدل مربوط به مدل Q-mean از ارزیابی شاخص

برابر با  Q- meanبا احتساب  PHYRE2افزار ارائه شده توسط نرم

ترین مدل برای پروتیئن مذکور تشخیص داده شد یفیتک با 675/0

مربوط به این مدل در مقایسه با سایر  Z-scoreکه با بررسی 

ها نیز این نتیجه مورد تأیید قرار گرفت. مدل پیشنهادی توسط مدل

 606/0برابر با  Q-meanنیز با داشتن  RAPTORXابزار آنلاین 

گویی شده ی پیششود. ساختارهامدلی قابل قبول محسوب می

افزار توسط نرم RAPTORXو  PHYRE2افزارهای خروجی نرم

Prosa  ها انتخاب شدند. میزان عنوان بهترین مدلبهZ-score  برای

محاسبه شد که در بازه  -01/7و  -65/7ترتیب با این دو مدل به

های هایی با اندازهطور معمول برای پروتئینامتیازاتی است که به

توان نتیجه گرفت دو مدل (. لذا می5شود )شکل فت میمشابه یا

های قابل مدل PHYRE2و  RAPTORXترسیم شده توسط 

اعتنایی بوده و ساختارهای ترسیم شده به ساختارهای تجربی 

های ماندهنزدیک است. از سویی دیگر در این دو مدل باقی

ثراً شود اکمشاهده می 6اسیدهای آمینه نیز مطابق آن چه در شکل 

 از سطح انرژی منفی برخوردار هستند.

 
کیفیت کلی مدل را نشان  Prosa .Z-scoreوبسایت  Z-scoreنقشه  -5شکل 

 NMR)روشن( یا اسپکتروسکوپی  Xوسیله کریستالوگرافی اشعه دهد و بهمی

یین تع PDBهای پروتئینی موجود در پایگاه طول زنجیره)تیره( با توجه به

شخص شده صورت یک نقطه بزرگ مبه Q65F56پروتئین  Z-scoreد. شومی

 است.
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مربوط به پروتئین  Prosa webده از سایت شنمودار انرژی استخراج  -6شکل 

Q65F56 سازی شده توسط مدلPHYRE2  وRAPTORX. 
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licheniformis ها در منظور بهبود عملکرد آنزیمانجام گرفت. به
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دست آمده، سرین پروتئاز مورد مطالعه متعلق است. طبق نتایج به

کنند. باشد که شبیه به تریپسین عمل میبه سرین پروتئازهایی می

ساختار این پروتئاز در مقایسه با ساختار سایر پروتئازهای صنعتی 

این پروتئازها در ساختار خود دارای ویژگی غیر معمول است. 
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