
 1315 بهار، 1، شماره هشتمسال                                                         پژوهشی محیط زیست جانوری    فصلنامه علمی 
 

561 
 

  

پروتئین غشای  چندجانبه مولکولی و ساختاری مطالعه بیوانفورماتیکی

سمی سپتی عامل بیماریآئروموناس هیدروفیلاباکتری  (OmpTS)خارجی 

 سازیدر ماهی در جهت اهداف ایمن عفونی

 

 دانشگاه شهید چمران  ،های آبزیان، دانشکده دامپزشکیبهداشت و بیماریگروه : *شادی افتخارمعنوی

 51355 -145 صندوق پستی: ،اهواز

 صندوق  ،دانشگاه شهید چمران اهواز ،دانشکده دامپزشکیآبزیان،  هایگروه بهداشت و بیماری :رحیم پیغان

 51355 -145 پستی:

 :پستی: صندوق، دانشگاه تهران ،آبزیان، دانشکده دامپزشکیهای گروه بهداشت و بیماری مهدی سلطانی

1311-13145 

 صندوق  ،دانشگاه شهید چمران اهواز ،، دانشکده دامپزشکیپاتوبیولوژیگروه  :نجفیمسعود قربانپور

 51355 -145 پستی:

 صندوق، دانشگاه تهران ،دانشکده دامپزشکی، گروه میکروبیولوژی و ایمونولوژی لنگرودی:آرش قلیانچی 

 13145-1311پستی: 

 1313 دیتاریخ پذیرش:            1313 شهریورتاریخ دریافت: 

 چکیده

طلب و زئونوز در ماهیان عنوان یک پاتوژن فرصتیک باکتری گرم منفی و متحرک است که به آئروموناس هیدروفیلاباکتری 
 گرمابی مطرح است. وقوع میزان بالای مرگ و میر در ماهیان، خسارات اقتصادی و مقاومت باکتریایی از عوامل اصلی پیدایش 

شوند. با توجه به مطالعات اخیر پروتئین غشای خارجی محسوب می آئروموناس هیدروفیلاهای جدید مانند واکسیناسیون علیه روش
OmpTS  آئروموناس هیدروفیلاهای باکتریایی ناشی از سمیبوده و نظر به اهمیت سپتی آئروموناس هیدروفیلافاکتور حدت باکتری 

 آئروموناسدر این مطالعه باکتری  رسد.نظر میسازی ماهی ضروری بهبررسی بیوانفورماتیکی و ساختاری این پروتئین در راستای ایمن
بیوشیمیایی  از جمله اکسیداز،  هایآزمایشبیمار با استفاده از  (Acipenser persicus) ماهی ایرانیتاسجدا شده از کلیه  هیدروفیلا
طراحی  OmpTSها، مورد بررسی قرار گرفته و یک جفت پرایمر اختصاصی از ، آسکولین، نیترات و هیدرولیز قندTSI ،SIMکاتالاز، 

تر در مورد ساختار و منظور دسترسی به اطلاعات بیشد تعیین توالی گردید. بهای پلیمراز جهت تاییشده و محصول واکنش زنجیره
بیوشیمیایی و تعیین  هایآزمایش های این پروتئین )اول، دوم و سوم( رسم گردیدند.خصوصیات این پروتئین درخت تکاملی و ساختار

 OmpTSماهی ایرانی بوده و براساس درخت تکاملی جدا شده از کلیه تاس آئروموناس هیدروفیلاموید باکتری  PCRتوالی محصول 
های دارد. بررسی A. diversaترین شباهت را به و کم A. aquariorumترین شباهت را به بیش آئروموناس هیدروفیلاباکتری 

های پروتئین بین اسیدآمینههای فعال این جایگاه علاوهباشد. بهمی شرایط آزمایشگاهی گر پایداری این پروتئین دربیان OmpTSساختاری 
های باکتریایی گرم منفی در صنعت آبزی عفونت ها خصوصاًگیری مناسب برای جلوگیری از وقوع عفونتباشد. پیشمی 043-231

صورت نگرفته ولی با توجه به نتایج حاصل از این  OmpTSای در زمینه بیوانفورماتیکی بر روی پروری ضروری بوده از طرفی مطالعه
 مطرح است.  آئروموناس هیدروفیلاسازی ماهی علیه کاندید مناسبی برای ایمن OmpTSالعه پروتئین غشای خارجی مط

  بیوانفورماتیک، مطالعه OmpTS، پروتئین غشای خارجی آئروموناس هیدروفیلاماهی ایرانی، تاس کلمات کلیدی:

 shadieftekharmanavi@ymail.com :پست الکترونیکی نویسنده مسئول* 
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 مقدمه
طلب بوده، که یک پاتوژن فرصتآئروموناس هیدروفیلا        

های مختلف تواند طیف وسیعی از میزبانان از جمله گونهمی

ماهی، تیلاپیا، مارماهی، گلدفیش کپورمعمولی، گربه مانند ماهیان

و  Zhou؛ 0262و همکاران،  Poobalane) و انسان را مبتلا کند

(. اگرچه این باکتری 0222و همکاران،  Xia؛ 0262همکاران، 

صورت اولیه نیز عامل مرگ و پاتوژن ثانویه است، اما به معمولاً

 عنوان یکی ازباشد و بهمیر زیادی در مزارع پرورش ماهی می

 زا در ماهیان گرمابی مطرح استعوامل مهم بیماری

(Pridgeon  ،0266و همکاران.)  عامل آئروموناس هیدروفیلا

سمی جمله سپتی ها در ماهی ازبسیاری از عوارض و بیماری

سمی بدون علامت و آوردگی، زخم، سپتیدهنده، آبخونریزی

مواقع خسارات ای پاره باشد. این باکتری درمی زدگی چشمبیرون

های ماهیان پرورشی و وحشی ایجاد جبران ناپذیری در جمعیت

های مستعدکننده نماید و کنترل عفونت به حذف فاکتورمی

(. به 0222و همکاران،  Khushiramani) عفونت بستگی دارد

های متحرک، سندرم زخمی سمی ناشی از آئروموناسسپتی

؛ Klesius ،0266و  Pridgeon) شودگیر نیز گفته میهمه

Majumdar  ،چنین همهیدروفیلا  آئروموناس(. 0222و همکاران

های خارج تر عفونتمیزان کمای و بههای رودهدر ایجاد عفونت

 (.0222و همکاران،  Agarwal) ای نقش داردروده

آئروموناس هیدروفیلا، بیماری ناشی از  بیوتیکیآنتی کنترل       
آمیز بیوتیکی، موفقیتمقاومت آنتی علت ایجادممکن است به

گیری جهت پیش آن رو ساخت و توسعه واکسن ضدنباشد، از این

های ناشی از این عامل، کاهش خسارت اقتصادی در از بیماری

بیوتیک در ماهی پروری و کاهش مصرف آنتیصنعت آبزی

 Poobalane؛ 0266و همکاران،  Sahoo) رسدنظر میضروری به

(. تاکنون 0222و همکاران،  Khushiramani؛ 0262و همکاران، 

آئروموناس سازی ضد تر مطالعات انجام شده در زمینه ایمنبیش
با استفاده از باکتری کشته شده با فرمالین یا حرارت  هیدروفیلا

علت (، البته بهKlesius ،0266و  Pridgeon) صورت گرفته است

تاکنون واکسن  وموناس هیدروفیلاآئرهای ژنی جدایهتنوع آنتی

 تجاری موفق ضد آن به بازار عرضه نشده است. کپسول، 

ساکارید، پروتئین غشاء خارجی، انتروتوکسین و تاژک پلیلیپو

، Klesiusو  Yeh) زایی آن در ارتباطنداین باکتری، با بیماری

علت ، بهآئروموناس هیدروفیلاخارجی  غشاء هایپروتئین (.0266

های دفاعی، بودن سطوح در ارتباط با سلول میزبان و سد دارا

که وجود با توجه به این کننده حدت بوده ویکی از عوامل تعیین

آئروموناس  (OmpTS) ژن کدکننده پروتئین غشای خارجی،
های مختلف از باکتری آئروموناس با استفاده در جدایه هیدروفیلا

اثبات سترن بلات بهبادی ضد این پروتئین به روش واز آنتی

رسیده و از طرفی قادر به تحریک سیستم ایمنی اختصاصی و 

ژن در عنوان آنتیباشد، استفاده از آن بهاختصاصی ماهی میغیر

و  Khushiramani) تواند محافظت کننده باشدواکسن می

(. از طرفی 0222و همکاران،  Khushiramani؛ 0222همکاران، 

های غشای خارجی شناسی بر روی پروتئینهای ایمنیبررسی

ها با دهد که این پروتئینهای متحرک نشان میآئروموناس

 ایمنی در ارتباط بوده و کاندید مناسبی برای تولید واکسن 

 (. 0222و همکاران،  Khushiramani) باشندمی

 ابزارهای رایج در از نلاینآ هایای و سرورمحاسبه هایبرنامه       

(. Sivakumar ،0222) باشندمی پروتئین توالی شناسایی و آنالیز

 ها به صورتساختاری پروتئین خصوصیات فیزیکوشیمیایی و

شوند. می فهم قابل ایمحاسبه ابزارهای از استفاده با بهتری

گویی پیش ای جهت شناخت وای محاسبههابزار از تعدادی

توالی آمینواسیدی پروتئین اند. مدهآوجود ها بهساختار پروتئین

ها و عنوان ورودی در بسیاری از برنامهتواند بهمورد نظر می

در اختیار  شماری را از پروتئینکار رفته و اطلاعات بیسرورها به

و  Marti-Renom؛ 0226و همکاران،  Tramontano) دهدقرار 

 (.0222همکاران، 

 هایآئروموناس از ناشی باکتریایی هایسمیسپتی اهمیتبه نظر       

پروری ، در صنعت آبزیآئروموناس هیدرفیلاخصوص متحرک به

واکنش سیستم ایمنی  در کشور و با توجه به این که مطالعه

های اخیر بسیار های باکتریایی در سالماهی نسبت به عفونت

چنین گزارشی هم (،0266همکاران،  و Das) گرفته قرار توجه مورد

در مبنی بر بررسی بیوانفورماتیکی این پروتئین وجود ندارد 

خصوصیات مولکولی،  in silicoبه آنالیز اقدام مطالعه حاضر 

آئروموناس  باکتری خارجی غشاء پروتئین شناسیایمنی و ساختاری
مختلف این  شناخت کارکردهایمنظور به (OmpTS)هیدروفیلا 

جهت اهداف ایمن سازی شده پروتئین و استفاده از آن که در 

و  ابزارها زعی ایگیری گستره وسکاربا به است، که این امر

 محقق گردیده است.بیوانفورماتیکی  های پیشرفتهبرنامه

 

 هاشمواد و رو

منظور بهانجام گرفت  6131که در سال مطالعه  نیدر ا       

از  لایدروفیه آئروموناسی باکتر ompTSژن  یتوال یبررس

در  میعلا یو دارا ماریب یماهتاس هیجدا شده از کل یباکتر

http://link.springer.com/search?facet-author=%22R.+Khushiramani%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22R.+Khushiramani%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22R.+Khushiramani%22
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در ابتدا از  دانشگاه تهران استفاده شد. یدانشکده دامپزشک

و آگارخونی کشت  TSBباکتری لئوفیلیزه در محیط آبگوشت 

گذاری درجه گرمخانه 12±6شب در انکوباتور  6داده شد و 

 هایآزمایشمبادرت به انجام  تک هایپرگنه و پس از رشد گردید

(. در ادامه 6122ابوالقاسمی و همکاران، ) بیوشیمیایی گردید

استخراج  تیبا استفاده از ک یباکتر DNAجهت تایید مولکولی،

DNA (MBSTطبق دستورالعمل شرکت سازنده ، ایران ) از

 مریپرایک جفت  پس از طراحیو  فتصورت گرکشت تازه 

ژن  ریاقدام به تکث مرازیپل یارهیتوسط واکنش زنج اختصاصی،

و محصول واکنش با روش الکترفورز در ژل  دیگردمورد نظر 

قرار  یمورد بررس ناتوریو دستگاه ترانس لومدرصد  6آگاروز 

جهت اطمینان از صحت طول قطعه تکثیر  نیچنگرفت. هم

 گردید. فادهاستجفت باز  622و کیلو جفت باز  6شده از مارکر 

 یو بررس OmpTSهای پروتئینی و ژنیبازیابی توالی       

آئروموناس  در پروتئین این هایدومن شدگیحفاظت

آئروموناس ژن پروتئین غشای خارجی باکتری  توالی :هیدروفیلا
های این پروتئین مربوط همراه سایر توالیبه OmpTS هیدروفیلا

، از مرکز اطلاعات آئروموناسهای دیگر باکتری به گونه

 گرفته و ذخیره گردید. توالی پروتئینی (NCBI)بیوتکنولوژی 

OmpTS  به شماره دسترسی هیدروفیلا آئروموناسمتعلق به 

AFD20666 های مراحل و توالی ژن مربوط به آن جهت آنالیز

افزار سپس با استفاده از نرمشد. بعدی این مطالعه استفاده 

BLAST  که توسط پایگاه اطلاعاتیNCBI گردد توالی ارائه می

 هیدروفیلا آئروموناسپروتئینی پروتئین غشای خارجی باکتری 

های موجود در بانک با داده AFD20666 با شماره دسترسی

جهانی، مقایسه گردید تا صحت ارتباط و تشابه توالی سوش 

 .مورد ارزیابی قرار گیردهای مرتبط مورد ارزیابی با توالی داده
ده برای این شهای پروتئین گزارش شدگی دومنسپس حفاظت

 پروتئین ثبت گردید.

و درخت  ها، رسم منحنی آنتروپیردیفی توالیهم       

با استفاده  NCBIدست آمده از به OmpTSتوالی ژن : تکاملی

 ( و6332و همکاران،  Thampson) ClustalX هایافزاراز نرم

3/2/2Bioedite های شد. سپس آخر توالی گرفته قرار ارزیابی مورد

ها مورد بررسی نتروپی توالیآکوتاه و نواحی مبهم حذف شدند و 

تنوع و حفاظت  بررسی میزان قرار گرفت. آنالیز اخیر جهت

مربوط به  یهاهای توالیشدگی موجود در بین اسید آمینه

 گردید. انجام آئروموناسهای مختلف گونه

 افزاراز نرم( Phylogenetic tree) تکاملی درخت رسم جهت       

1/2MEGAبا روش اتصال همسایه ، (Nieghbour joining )

امروزه . (0261و همکاران،  Salehi Moghadam) شدستفاده ا

عنوان یک روش متوازن جهت این روش در بین محققین به

شناخته شده است که نسبت به بسیاری از  یرسم درخت تکامل

کند. برای اطمینان ایجاد می تریدقیق هایدرخت دیگر هایروش

، Boot Strapهای رسم شده از از اعتبار و تکرارپذیری درخت

 مورد نظر قرار گرفتاستفاده و برون گروه مناسب نیز  6222

(Salehi Moghadam  ،0261و همکاران). 

های فیزیکوشیمیایی موثر در گویی پروفایلپیش       

عنوان به Tongaonkar و Kolaskarالگوریتم  از: سیتییآنتی ژن

نتی آیابی نواحی با مناسب جهت نقشهیک روش با دقت 

(. این 0261و همکاران،  Ranjbar) ژنیسیته بالا استفاده گردید

پذیری سه فاکتور هیدروفیلیسیتی، دسترسی و انعطافالگوریتم 

به کاربر  واحد را بررسی کرده و یک جواب زمانصورت همبه را

 دهد.می

 OmpTSاولیه  هایساختار :OmpTS اولیه ساختار بررسی       

خصوصیاتی نظیر میزان حلالیت، شاخص پایداری، نقطه 

الکتریک، وزن مولکولی، تعداد باقیمانده های با بار مثبت و وایز

( با Grand Average Hydropathicity)GRAVY  منفی و

مورد بررسی قرار گرفته و در  Expasyهای سرور استفاده از ابزار

های تعداد و نحوه فراوانی اسید چنینهم .مرتب گردید 0جدول 

 آمینه مورد ارزیابی قرار گرفت.

به : یرات پس از ترجمه )گلیکوزیلاسیون(غیبررسی ت       

در میزان  (گلیکوزیلاسیون)پس از ترجمه  غییرجهت اهمیت ت

ه سیتی و خواص فیزیکوشیمیایی این مورد ارزیابی شدیآنتی ژن

 هایابزار توسطO-glycosylation  و N-glycosylation است.

2/6NetNGlyc 2/2 وNetOGlyc  مورد تجزیه و تحلیل قرار

 د.نگرفت

های ثانویه ساختار: OmpTSهای ثانویه بررسی ساختار       

OmpTS های آلفا و بتا با استفاده از ها و پیچشمانند رشته

استفاده گردید. سپس  های بیوانفورماتیک موجود در سروربرنامه

های بتا و های آلفا، رشتهپیچشجهت شناسایی  GOR2از روش 

 استفاده گردید.ساختار کویل 

روش همولوژی  با OmpTS سوم هایساختار گوییپیش       

: )فضایی( پروتئین ساختار سه بعدی مدلینگ و نمایش

BLASTP (Basic Local Alignment Search Tool و )

PSIBLAST در پایگاه مرجع پروتئین(PDB)   جهت انتخاب

 (D1) بعدی و ساخت ساختار سه همولوگوس( )توالی بهترین الگو

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salehi%20Moghadam%20F%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salehi%20Moghadam%20F%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ranjbar%20MM%5Bauth%5D
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 روش همولوژی مدلینگ استفاده گردیدبه OmpTSپروتئین 

معیارهایی . سعی شد در انتخاب الگو (6130رنجبر و همکاران، )

نگستروم مربوط به کریستالوگرافی آ 1 از ترپائین تفکیک حد نظیر

درصد  12، شباهت بالای 1/2تر از پائین  R-value،اشعه ایکس

 پائین اعمال شود.  E-valueالگو با توالی مورد مطالعه و 

الگوی چنین به این نکته توجه شد که توالی مورد نظر و هم

های ردیفی ساختاری مناسبی با ارزشانتخاب شده واجد هم

RMSD (Root-mean-square deviation) رعایت  د.نپائین باش

 شود.پذیری مدل میاین نکات سبب افزایش اعتبار و اطمینان

نالیز آترین توالی پیدا شده با توالی مورد ردیفی نزدیکبعد از هم

 Modellerقرار گرفت و از برنامه  فییرددر این مطالعه مورد هم

جهت ساخت ساختار سه بعدی و فضایی از روی  2v3نسخه 

فهیمی و ) استفاده گردید OmpTSالگو بر مبنای توالی 

جهت نمایش ساختار سه بعدی پروتئین از  .(6132همکاران، 

 گیری شد.بهره SwissPdbviewer امکانات برنامه

: سازی مدل فضایی ترسیم شدهاعتبارسنجی و بهینه       
در همولوژی مدلینگ مهم بسیار  ایمرحله، ارزیابی کیفیت مدل

به بهترین نتایج از  برای دستیابیباشد. جهت اعتبارسنجی می

جهت  نالیز استفاده گردید.آ)چندگانه( جهت  روش هیبرید

ترسیم شده سه بعدی از طرح  اعتبارسنجی ساختاری مدل

 stereo، جهت ارزیابی و تخمین کیفیت و دقتراماچاندران

chemical سازی )محاسبه زوایای دی هیدرال( پروتئین مدل

 ProQ (Protein Qualityاز برنامه  و  RAMPAGEبرنامه از شده

serverجهت بررسی کیفیت مدل استفاده گردید ) (Wallner ،

0221.) 

 Q-siteFinderسرور : شناسایی جایگاه فعال پروتئین       

و فعال پروتئین در  یجهت شناسایی نواحی اتصالامکاناتی را 

دهد که از این خصوصیات دست میبهپروتئین فضایی ساختار 

 OmpTSپروتئین غشای خارجی جهت ارزیابی این نقاط در 

، Jacksonو  Lauria) استفاده شد هیدروفیلا آئروموناسباکتری 

0222.) 

 

          نتایج

در جدول زیر  هاآزمایشنتایج : بیوشیمیایی هایآزمایش       

 :باشدمی آئروموناس هیدروفیلاتاییدکننده گونه 
                 

آئروموناس هیدروفیلاها در تایید گونه : نتایج آزمایش1جدول   
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از انجام واکنش مطالعه توالی ژن، پس : مولکولی بررسی       

و تعیین توالی ژن  اختصاصی پرایمر استفاده از پلیمراز با ایزنجیره

 .باشدمی ژن بانک در موجود هایتوالی با جداشده ژن شباهت از حاکی
 

 
 در ژل آگارز PCR: تصویر محصول واکنش  1شکل 

 OmpTS ژن ،جفت باز 622 مارکر، کیلو باز 6 : مارکرشکلچپ  به راست از

 Specific: حفاظت شده پروتئین هایارزیابی دومن       

hits  حاکی از این است که این توالی شباهت بسیار  0در شکل

گرم منفی  باکتری دهنده کانال آبی درهای شکلبه پورین زیادی

های هیدروفیلیک کوچک از جهت انتشار مولکولکانالی  دارد که

 د.ندهطریق غشای خارجی شکل می

       Superfamiliy های این پروتئین به گر تعلق دومنبیان 

گر شباهت به نانیز نمای  Multi domainsخانواده پورین است.ابر

 باشد.های خارج غشایی میپروتئین

 

 

 

 

 

http://spdbv.vital_it.ch/)%20بهره
http://spdbv.vital_it.ch/)%20بهره
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 هیدروفیلا آئروموناسباکتری  (OmpTSهای حفاظت شده پروتئین غشای خارجی )شناسایی دومن :2شکل

 

( نقشه) پلات: تکاملیرسم منحنی آنتروپی و درخت        

آنتروپی جهت ارزیابی نواحی حفاظت شدگی و تنوع در طول 

قابل 1در جنس آئروموناس در شکل  OmpTSتوالی پروتئینی 

 در OmpTS پروتئینی هایتوالی ردیفیمه است. مشاهده

ردیفی این پروتئین در جنس و هم هیدروفیلا آئروموناس

درصدی این پروتئین  صد دهنده حفاظت تقریباًنشان ئروموناسآ

بوده و از سوی دیگر در میان  هاآئروموناس هیدروفیلادر میان 

ای در توالی پروتئینی هظتنوع  قابل ملاح ئروموناسآجنس 

اساس بر ه است.ظنتروپی قابل ملاحآوجود دارد که در منحنی 

منحنی حدود هشت ناحیه با میزان تنوع زیاد در میان توالی 

اند. نواحی نیز که در حد قابل مشاهده است که مشخص شده

ن قرار دارند نادیده شمرده آآستانه یا با فاصله ناچیز بالاتر از 

های ی است که به سبب طولنکته نیز ضرور این به توجه اند.شده

ها هم طول شوند و سپس ها سعی شد ابتدا توالیمختلف توالی

 نقشه آنتروپی رسم شود.

 

 
 نتروپینقشه آبا رسم  آئروموناسجنس  باکتریOmpTS  ای در توالی ژن پروتئین غشای خارجیتنوع اسیدآمینه :3شکل 

 شوند.یرپذیری بالا در نظر گرفته میغیعنوان نواحی با تبه 6بالای آستانه نواحی  
 

براساس توالی پروتئینی غشای  تکاملیدرخت  2در شکل        

دو  رسم گردیده است. آئروموناسهای جنس خارجی باکتری

درخت  شاخه یک در هیدروفیلا آئروموناسکتری با به مریوط توالی

اند و حالت عمودی و عدم کشیدگی )یا کشیدگی قرار گرفته

ها حاکی از مشترک مربوط به آن (nodeها از گره )ناچیز( آن

رسد براساس نظر میباشد. بهها مینآشباهت و ارتباط نزدیک 

 هیدروفیلابه گونه  ئروموناسآرین گونه تنزدیک تکاملیدرخت 

 Aeromonas aquariorumبه مربوط توالی OmpTS پروتئین نظر از
ه و حالت خواهری با فتترین شاخه قرار گردر نزدیککه است 

 توان ازهای دیگر میونهگترین دارد. از نزدیک هیدروفیلا

Aeromonas media   و Aeromonas caviaدورترین  .نام برد

  Aeromonasdiversa هیدروفیلابه گونه  آئروموناسگونه 

 نظربه است. باشد که در یک شاخه مجزا قرار گرفتهمی

Aeromonas veroni از نظر  آئروموناسهای در میان سایر گونه

 باشد.تر میقدیمی OmpTSپروتئین 

دهد که ایمن ای این نکته را قوت میاین نتایج تا اندازه       

شاید سبب  آئروموناس هیدروفیلاOmpTS سازی با پروتئین 

با احتمال زیاد و  Aeromonas aquariorumسازی علیه ایمن

شود  Aeromonas caviaو  Aeromonas mediaسپس علیه 

چنین تخمین میانگین واگرایی هماست(.  متقاطع واکنش )منظور

) با احتمال  012/2های پروتئینی آئروموناسمابین توالی تکاملی

کم این  تقریباًدست آمد که حاکی از واگرایی ه( ب202/2خطای 

  پروتئین است.
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 اندیات در شکل مشخص شدهئجز هیدروفیلا آئروموناس( باکتری OmpTSپروتئین غشای خارجی )تکاملی درخت  :4شکل 

 عنوان برون گروه انتخاب شده است.( بهEscherchia coli) اشرشیا کلیپروتئین غشای خارجی 
 

ای از خلاصه: OmpTSپروتئین  گویی ساختار اولپیش       

دهد ارائه گردیده است. نتایج نشان می 0نتایج آنالیز در جدول 

 تر ازاین پروتئین در دامنه اسیدی )پائین که نقطه ایزوالکتریک

ریک در است و خاصیت اسیدی دارد. دانستن نقطه ایزوالکت (2

ارزیابی حلالیت و نحوه حرکت پروتئین در میدان الکتریکی 

چنین محاسبه عدد بالا برای شاخص صفر مفید است. هم

در محدوده پروتئین پایداری این  از آلفاتیک این پروتئین حاکی

یداری پروتئین غشای اشاخص ناپ باشد.ها میمناسبی از دما

گر بیان هیدروفیلا آئروموناس( باکتری OmpTSخارجی )

پایداری این پروتئین و قابلیت تحمل شرایط آزمایشگاهی جهت 

، تئینوهیدروفیل بودن پر چنینهمباشد. یررسی روی آن می

با محیط آبی پیرامون در ارتباط قابلیت مناسب پروتئین  گربیان

ترتیب ها بهترین اسید آمینهدر نهایت فراوان باشد.آن می

 (.2، شکل 0باشند )جدول آلانین میگلایسین و 
 

 
 هیدروفیلا آئروموناس( باکتری OmpTSها در پروتئین غشای خارجی )دیاگرام فراوانی اسیدآمینه: 5شکل 

 
پروتئین با ها قطعاتی را که درون توالی این الگوریتم       

 زمانبا در نظر گرفتن واعمال هم ،ژنیک هستنداحتمال زیاد آنتی

و براساس  پذیریهیدروفیلیسیتی، دسترسی و انعطافسه فاکتور

 1 در شکل کنند.جدولی از پیش تعریف شده، شناسایی می

سیتی پروتئین نشان داده شده است. یژنگویی آنتیمنحنی پیش

 y دهد و محور توالی را نشان می هایمینواسیدآتعداد  x محور

شاخص  61. دهدرا نمایش میژن بودن میانگین تمایل ذاتی آنتی

ژنیکی در توالی ژنیک قابل ذکر با تمایل ذاتی متفاوت آنتیآنتی

تا  162شود. بالاترین قله در محدوده اسیدآمینه شماره دیده می

احی جزئیات نو است. 622تا  621و  02تا  2و سپس  112

 1که حاصل از تغییرات پس از ترجمه است در جدول  هگلیکوزیل

 نشان داده شده است.

-Kolaskar با الگوریتم سیتی پروتئینیژننتایج آنالیز آنتی

Tongaonkar :های با دهنده محلهای توالی نشانبالاترین قله

از  پراهمیت هایاحتمال بالای اتصال آنتی بادی بوده و محل

سازی رسد جهت ایمننظر میبه باشند.شناسان مینظر ایمنی

تا  622، 612تا  620، 22 تا 6پنج منطقه از اسیدآمینه شماره 

 چنین د. همنباشمی مناسب 122 تا 022 و 022 تا 022 ،022

به اهداف  122تا  620توان با در نظر گرفتن قطعه بزرگ می

 سازی دست یافت.مورد نظر در ایمن
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 Expasy’s ProtParamهای محاسبه شده با ابزار پارامتر :2 جدول

 آئروموناس( باکتری OmpTSپروتئین غشای خارجی )برای 

 هیدروفیلا

 ompTsپروتئین   پارامتر

 122 های آمینهتعداد اسید

 2/12311 وزن مولکولی

 11/2 نقطه ایزوالکتریک

 22/2 شاخص ناپایداری

 10/22 مجموع شارژهای مثبت و منفی

 12/12 شاخص آلفاتیک

 (%2/66) گلایسین ترین اسیدآمینهفراوان

 پروتئین وزیلاسیونکپیشگویی نواحی گلی :3جدول    

OmpTS  آئروموناس هیدروفیلاباکتری 

یرات پس از غینوع ت

 ترجمه

نواحی 

 یراتغیت
 نام پروتئین

Server 2/6 NetNGlyc  
22 (NNTW)  و

012 (NTTG) 
 اOmpTSپروتئین

Server 2/2 NetOGlyc  خیر " 

   

های رساختا: OmpTSگویی ساختار دوم پروتئین پیش     

های تکرارشونده محلی )موضعی( ساختار ثانویه پروتئین معمولاً

   شوند. نتایجوسیله پیوندهای هیدروژنی پایدار میهباشند که بمی
 

 
الگوریتم  با هیدروفیلا آئروموناس( باکتری OmpTSپروتئین غشای خارجی )سیتی یگویی آنتی ژنمنحنی پیش :6شکل

Kolaskar-Tongaonkar  
 بوده است. 2پنجره انتخابی  است.222/2و620/6 سیتییژنیک در نظر گرفت. حداکثر و حداقل آنتی ژنتوان مناطق آنتی، را می6نقاط با تمایل ذاتی بالای 

 
ناحیه آلفا هلیکس،  66 گربیان پروتئین این دوم ساختار گوییپیش

باشد. جزئیات نحوه ناحیه کویل می 12ناحیه صفحه بتا و  02

 صورت منحنی و توالی نشان داده شده است.به 2 شکل در ارزیابی

   گویی ساختار سوم با روش همولوژی مدلینگ و پیش       

پس از انجام : ، فضایی( پروتئین3Dسه بعدی ) نمایش

غشای پروتئین یند همولوژی مدلینگ ساختار سه بعدی آفر

، با استفاده از هیدروفیلا آئروموناس( باکتری OmpTSخارجی )

به نمایش در آمد و در این  SwissPdbviewerامکانات برنامه 

ها کویل شده نواحی آلفاهلیکس، صفحات بتا و گوییپیش ساختار

(. 2طور متمایز مشخص گردید )شکل مختلف به هایبا رنگ

های مختلف مورد گویی شده از نماسپس مدل پروتئینی پیش

های موازی ناهمسو بتا که به ساختار رشته ارزیابی قرار گرفت.

اند سبب ایجاد یک )استوانه توخالی( قرار گرفته ایحالت بشکه

اند. این نحوه کنفورماسیون فضایی به عبور منفذ مرکزی شده

 کند.مواد به داخل غشاء کمک می

ارزیابی : گویی شدهاعتبارسنجی و ارزیابی مدل پیش       

 کیفیت مدل ارائه شده اقدام ضروری در همولوژی مدلینگ 

گویی و دقت مدل پیش stereochemical باشد لذا کیفیتمی

 دران مورد ارزیابی قرار گرفت.چانوسیله نقشه راماشده به

محاسبه شده  برای همه  ψو  φهای دوبعدی جفتی پلات       

گویی ارزیابی مدل پیش به سینیگلا و پرولین ویژهبه و هاماندهباقی

 مدلکند. ستون فقرات ساختار فضایی ساختار شده کمک می

 psi) ( و سایphi (φ)سازی شده با آنالیز زاویای پیچشی فی )

(ψ) ستفاده از سرور ا( باRampage  مورد ارزیابی قرار گرفته

(، Glyبرای گلایسین ) Phi/Psiهای پلات Rampageاست. 

 دهد.را نمایش می هاماندهو سایر باقی Pre-Pro(، Proپرولین )

 و مطرود تقسیم  ، مجازناحیه مورد قبولپلات به سه بخش 

ها ماندهنشان داد که درصد باقیآنالیز راماچاندران  نقشه شود.می

 031) 2/22 در ناحیه مورد قبول، مجاز و مطرود به ترتیب

مانده( است. با باقی 3) 2/0مانده( و باقی 03) 2/2مانده(، باقی

مدل ارائه بنابراین شود. می 1/32جمع ناحیه مورد قبول و مجاز 

در  هیدروفیلا آئروموناسباکتری  OmpTS روتئینپشده برای 

 . این مطالعه قابل قبول است
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 GOR IV گویی ساختار ثانویه با روشپیش :7شکل 

 ها(ها )پیچ)صفحات بتا( و بنفش: کویل گسترش یافتهباشند. رنگ آبی: آلقا هلیکس ها، قرمز: رشته گر ساختارها میهای گرافیکی نمایانشکل

 

 
افزار ن با نرمآوسط همولوژی مدلینگ و به تصویر کشیدن ت آئروموناس هیدروفیلاباکتری  OmpTSنمایش سه بعدی پروتئین :8شکل 

SwissPdbviewer 
 رنگ بنفش= آلفا هلیکس، رنگ سبز= صفحات بتا، قرمز=ساختار کویل 

 
ProQ (Protein Quality Predictor )افزار از نرمچنین هم       

گویی شده جهت ارزیابی کیفیت مدل فضایی )سه بعدی( پیش

افزار از یک الگوریتم شبکه عصبی بر استفاده گردید. این نرم

گویی های ساختاری جهت پیشنای یک سری از ویژگیبم

کند. دو معیار کیفیت کیفیت مدل فضایی پروتئین استفاده می

 باشد.می MaxSubو  LGscore صورتافزار بهخروجی این نرم

LGscore  منفی لگاریتمP-value  وMaxSub تا  2ای از محدوده

 .شودبسیار بامعنی تفسیر می 6معنی و است که صفر بی 6

برای مدل معرفی  MaxSubو  LGscoreارزیابی نشان داد که 

باشد که با می221/2و  202/2ترتیب شده در این مطالعه به

توان افزار، مینرم در هامدل کیفیت مقادیر محدوده جدول توجه به

 آید.حساب میخوب به نتیجه گرفت که مدل این مطالعه نسبتاً

شناخت : پروتئین )اتصالی( شناسایی جایگاه فعال       

تواند کمک شایانی را های پاتوژن میهای فعال پروتئینجایگاه

های خنثی بادیدر رابطه با ساخت داروهای موثر و تهیه آنتی

-Qسرور  داشته باشد. هاکننده و متصل شونده به این جایگاه

site finder های هیدروفوبیک براساس اتصال پروب(CH1)  به

ها با ی از پروبیهاکند و خوشهپروتئین مورد نظر عمل می

کند. امتیازدهی می مطلوب را شناسایی و بسیار اتصالی هایانرژی

ناحیه اتصالی در ساختار مدل سازی شده  62ه حاضر عدر مطال

 212مقدار  ترین ناحیه که واجدها بزرگآن میان یافت شد. که از

جایگاه فعال پروتئین در نظر گرفته  عنوانبه مکعب انگستروم بود

های مهمی که در جایگاه فعال مشاهده مانده. باقیه استشد

، TYR  20 ،GLN 32 ،ASP 626 ،SER 620اند عبارتند ازشده

ARG 621 ،GLN 606 ،GLU 612 ،TRP 613 ،GLY 622 ،

ASP 626، ALA620 ،PHE 622 ،TYR 621 ،ASP 622 ،

GLN 621 ،VAL 622 ،ILE 622 ،TYR 621 ،TYR 612 ،

GLY 616 ،GLY 610 ،PHE 611  وLYS 612. 

http://www.sbc.su.se/~arne/lgscore/
http://www.cs.bgu.ac.il/~dfischer/MaxSub/MaxSub.html
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 هیدروفیلا آئروموناس( باکتری OmpTSپروتئین غشای خارجی )گویی شده نقشه راماچانداران برای مدل پیش: 8شکل 

 

 
 هاگویی نواحی متصل شونده به لیگاند و نمایش سه بعدی آنپیش :7شکل 

ترین ناحیه محتملاند. رنگ سبز های مختلف کد گذاری شدهگویی شده اتصالی انتخاب شده براساس میزان احتمال ناحیه اتصال با رنگنواحی پیش 1و  0، 6در شکل 

 اند.همه نواحی اتصالی به رنگ سفید نمایش داده شده 2و  2ای قرار دارند. در شکل دنبال آن آبی، ارغوانی و نارنجی/قهوهکه به

 

   بحث

پروری در تمام دنیا و های اخیر صنعت آبزیدر دهه       
توجهی بوده از طرفی طیف وسیعی  رشد قابل دارای ایران خصوصاً

زا از جمله عوامل باکتریایی منجر به بروز از عوامل بیماری
 بیماری در ماهی و مرگ و میر در پرورش متراکم ماهیان 

عامل بیماری هیدروفیلا  آئروموناس شوند در این بین باکتریمی
پرورشی  بیماریزا در ماهیان ترین عواملمهم از عفونی، آوردگیآب

 این باکتری با آلوده کردن میزبانان مختلف مسئول است. زینتی و

و همکاران،  Ye) باشدپیدایش مشکلات اقتصادی فراوانی می
 (.6333و همکاران،   Nayak؛ 0262و همکاران،  Uma؛ 0261

ها یافت طور گسترده در همه محیطبه هیدروفیلا آئروموناس
 های جلدی قرمز، بیرونزخمشود و با ایجاد علایمی چون می

 سمی خونریزی دهنده و بیرون زدگیزدگی چشم، ادم، سپتی

 شودمرگ می سمی سببسپتی حاد با ایجاد در فرم هافلس

(Citarasu  ،این باکتری تا دمای 0266و همکاران .)درجه  12
 آئروموناسچنین عفونت ناشی از کند. همتحمل می را گرادسانتی

در انسان با منشا مواد غذایی سبب گاستروانتریت،  هیدروفیلا
و  Aberoum) شودعفونت زخم، پنومونی و مننژیت می

Jooyandeh ،0262) .پروری که رشد صنعت آبزیبا توجه به این
های باکتریایی تر است، عفونتهای دامی سریعاز سایر فرآورده

حسوب ای مدر ماهی مشکل عمده منفی گرم هایباکتری خصوصاً
کننده شوند، برای پیشبرد این صنعت اقدامات پیشگیریمی

های عفونی و مانند واکسیناسیون در کاهش وقوع بیماری
باشند. واکسیناسیون در ماهی همانند محافظت ماهی مفید می

های در کنترل بیماری اقتصادی موثر روش خونگرم، یک موجودات
ولوژی طبیعی بوده و ها از مواد بیهدیدکننده است زیرا واکسنت

گذارند و موجب مانده برجای نمیدر محیط و محصول باقی
سازی ماهیان بر ضد شوند. ایمنهای مقاوم نمیپیدایش سویه

های گرم منفی یکی از مشکلات مهم در پرورش ماهی باکتری
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ر این مطالعه خصوصیات مولکولی، ساختاری د شود.محسوب می
باکتری  (OmpTSغشای خارجی )پروتئین و آنتی ژنیسیتی 

بار مورد روش بیوانفورماتیک برای اولین، بههیدروفیلا آئروموناس
بررسی قرار گرفت و منجر به آگاهی از عمکرد و نقش نواحی 

 های آن در جهت اهداف ایمنمختلف توالی پروتئین و کارکرد
( 0222و همکاران ) Khushiramaniسازی گردید، که با مطالعه 

زایی این پروتئین در ماهی که آن را کاندید در زمینه ایمنی
مناسبی برای واکسن معرفی کرده بودند هماهنگی داشته و با 

ژنیسیتی بالاتر امکان مطالعه بر روی نشان دادن نواحی با آنتی
جویی در وقت و از پروتئین را که موجب صرفه نواحی خاصی

سازی نماید. علم بیوانفورماتیک و شبیهشود، فراهم میهزینه می
های زیستی کمک شایانی را به های مولکولو مطالعه ساختار

غلبه بر مشکلات پیش روی دانشمندان در جهت شناخت ذات و 
چشمگیر سبب کاهش  و کندمی بررسی مورد هایپروتئین طبیعت

 .زمان و هزینه در مقایسه با بررسی آزمایشگاهی آن می شود
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