
 1395، 4، شماره 29جلد                                                                )           مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

409 

باكتريايي ي آنزيمهاو دامنه ميزباني عملكردي  ،ساختاريي ويژگيهااي  داده بررسي زيست
  ي اكسيداتيواسترسهابه  مقاومتدر  مؤثر

  4سمانه دولت آباديو  2،3*، علي اكبرحدادمشهدريزه1نازنين غلامپور فاروجي

  شناسي زيست گروهرضوي،  خراسان وتحقيقات آزاداسلامي، علوم نيشابور، دانشگاه 1
  ومولكولي سلولي گروهزيستي،  فناوري مشهد، پژوهشكده فردوسي مشهد، دانشگاه 2

  شناسي زيست گروهعلوم،  مشهد، دانشكده فردوسي مشهد، دانشگاه 3
  نيشابور، دانشگاه آزاداسلامي واحد نيشابور، گروه زيست شناسي 4

 3/12/94 :تاريخ پذيرش    8/5/94 :تاريخ دريافت

  چكيده
، ي ناشي از آن شوندبيماريهاو  اكسيداتيو ياسترسهامنجربه  سلولي وخارجداخل  مسير از دوتوانند  ميكه  فعال يژناكس يها گونه

پايش ساختاري، عملكردي و آشكارسازي دامنه ميزباني لذا . باشند ي باكتريايي قابل شناسايي و حذف ميآنزيمهاتوسط برخي از 
هاي باكتريايي با قابليت پروبيوتيكي  گونه هاي ژنتيكي، معرفي طراحي سازهدر جهت  هاييارائه راهكار، ضمن آنزيمهااين نوع از 

، katA،katE،*katE ،sodA،sodA*،gshR ،gshR1ي ژنها توالي نوكلئوتيدي و پروتئيني به اين منظور. را به دنبال خواهد داشت
gshR4 ،trxB1  و trxR توپولوژيكي ،ي فيزيكوشيمياييويژگيهاعملكردي، پايش ساختاري،  و ي اطلاعاتي استحصالبانكهااز،  

ي ويژگيها آشكارسازيعلاوه بر  نتايج حاصل از اين تحقيق. صورت پذيرفتي مرتبط آنزيمهايابي   دامنه ميزباني و قرابتنيز و 
 آنزيمهااين  پايش ساختاري .را آشكار نمود SODA و *KATE ،KATA ،KATEي آنزيمهافيزيكوشيميايي، ترشحي بودن 

ي واكنشها تنظيم هاي فعال اكسيژن، تجزيه پراكسيد هيدروژن و با قابليت حذف گونهو مشترك هاي عملكردي  دمينمعرفي ضمن 
در همين راستا بررسي . نشان دادموارد را در برخي  ياكآمونبا قابليت تحريك پاسخ ايمني و حذف  يهاي اكسايش كاهش، دمين

بررسي  همچنين .نمودمشخص را O2 - به مولكول  KATAبه ويژه آنها ل بالاي به عوامل اكسيدان، مي آنزيمها ميل اتصالي
در مناسب  ارزشبا   TRXRو TRXB1باي مشابه تواليهاشبه ويژه  هبي همگون تواليها، حضور آنزيمهااين  يزبانيپراكنش م

 ،Weissella،Pediococcus،Leuconostoc،Tetragenococcus ميزباني شامل غير باكتريايي يجنسهاهاي مختلف از  گونه

PeptoniphilusوListeria   مقاومت به با قابليت احتمالي نوع توالي كدگذار  7حضور ، كه در اين ميان نمودمشخص را
 و Pediococcus acidilactici ،Lactobacillus pentosus باكترياييهاي  ي اكسيداتيو در محتوي ژنومي گونهاسترسها

Lactobacillus plantarum آشكار شد.  

  يوتيكپروب ،نييداضد اكس يآنزيمهاسرطان،  يداتيو،فعال، استرس اكس يژناكس يها گونه :كليدي واژه هاي

  a.haddad@um.ac.ir: ، پست الكترونيكي05138803796: نويسندة مسئول، تلفن* 

  مقدمه
ي بيماريهاكه از جمله علل ايجاد  فعال يژناكس هاي گونه

در  شوند، مختلف سرطاني و غيرسرطاني محسوب مي
 شيميايي و يا مواد  )29( سلول نتيجه متابوليسم طبيعي

مي ايجاد  هورمونهازنوبيوتيك بيروني همچون داروها و 
يسطح آنت در همين راستا كاهش. )39 و 15( شوند

مرتبط نيز  يژنها ياندر ب ييرتغ يجهدر نت آنزيمي ياكسيدانها
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. )41و 4( شود هاي اكسيژن فعال مي توليد گونهمنجربه 
اين در توليد  مؤثري مولكولي مكانيسمهابنابراين شناخت 

تواند ارائه  و يا راهكارهاي حذف آنها ميگونه تركيبات 
از ي مرتبط بيماريهايي مفيد در جهت مقابله با روشهاكننده 

از برهم كه  بيماريهااين نوع از . باشد سرطانهاجمله 
خوردن هموستاز سلولي، تكثير كنترل نشده سلولهاي تغيير 

آيد  به ساير نقاط بدن حاصل مي آنها شكل يافته و گسترش
لذا  ، )12( باشد ميدر جهان و مير   عامل شايع مرگ، ) 16(

ي نوين درماني، تشخيصي و يا پيشگيري از روشهاتوسعه 
در اين ميان استفاده . هستندگسترش در حال  بيماريهااين 

، در ي سرطانيبيماريهادرمان پيشگيري و در از باكتريها 
ي غذايي مبتني بر درمانهااشكال مختلف از جمله در 

 .)32( است  اي پيداكرده جايگاه ويژه پروبيوتيكها
هاي باكتريايي و غيرباكتريايي  ، ميكروارگانيسمپروبيوتيكها

، ) 13( يزان كافيدر صورت مصرف به م كه اي هستند زنده
مهم در پيشگيري و  از مكانيسمهاي متعدد و نظر صرف

مقابله با استرس اكسيداتيو و درمان بيماريهاي مختلف، 
در اين راستا . نقش دارند هاي اكسيژن فعال كاهش بار گونه

چون  يوتيكيپروب يباكتريها يدانياكس يآنت يتفعال
 يپاكسازبه منجرممكن است  يدلاكتيكاس يباكتريها
 مهار يا فعاليت كاهش و آنزيم مهار يژن،فعال اكس يها گونه

 سازي خنثي طريق از روده در آسكوربات اتواكسيداسيون
 داده نشان گزارش چنديندر . )2( شود آزاد يراديكالها

 خواص اسيدلاكتيك يباكتريها هاي سويه كهشده است 
 طريق از را فعال اكسيژن هاي گونه و دارند ياكسيدان آنتي

بنابراين . )10،20،23( كننديفعال ميرغ آنزيمي يمكانيسمها
 دارايهاي اكسيژن فعال،  ذف گونهح به واسطه آنزيمها اين

از  با استفادهاز اين رو،  .)8( باشند مي زداييسم قابليت
 و يژنفعال اكس هاي گونهجذب  يتبا قابل ييپروبيوتيكها

 قابليت بردن بالا نيز و يكسو از آن ايجادكننده عوامل
 ،هاي مهندسي ژنتيكفرآيندآن مبتني بر  اكسيداني آنتي
ي بيماريهااز جمله  بيماريها از بسياري پيشگيري توان مي

 يبهبود خواص آنتدر همين راستا  .داشت توقع سرطاني را

كاتالاز و  يفعاليتهافاقد ي اسيد لاكتيك باكتريها يدانياكس
سازي  تراريختبا  يا به طور گسترده يدديسموتاز،سوپراكس
 يدديسموتازسوپراكس ياكاتالاز و  هايهترولوگآنها با 

پروبيوتيكي  يآنزيمهاهمچنين . )3( صورت پذيرفته است
اكسيداتيو همچون  به استرس دخيل در مقاومت

به منظور تقويت گلوتاتيون ردوكتاز  ردوكتاز، يوردوكسينت
، مهندسي شده آنها بهبود استحكام و اكسيداتيو خواص آنتي

پروبيوتيكي در سويه  ژنها هريك از اين بيش از حد بيانو 
 آنها شده استاكسيداتيو تحمل منجر به تقويت تراريخت 

ضمن پروفايل نمودن اين تحقيق هدف بنابراين  .)46(
 اكسيداتيو ياسترسهامقاومت به در  مؤثري كليدي آنزيمها

ي ساختاري، ويژگيهاپايش ، رايج ي باكترياييپروبيوتيكها
هاي  دمينارائه عملكردي و دامنه ميزباني آنها به منظور 

هاي ژنتيكي با قابليت بالا بردن  در جهت طراحي سازه مؤثر
معرفي و نيز هاي پروبيوتيكي  سويه اكسيداني توان آنتي

ي استرسهابالا در برابر هاي باكتريايي با قابليت  گونه
مبتني بر  ،پرتوانپروبيوتيكي هاي  سويه وانبه عن، اكسيداتيو

  . باشد در شرايط مجازي مي مؤثر هاي حضور دمين

  روشهامواد و 
ي دخيل در ژنها با هدف آشكارسازي: ها واكاوي داده
ي مولكولي مكانيسمهاي اكسيداتيو، استرسهامقاومت به 
باكتريايي رايج هاي  سويهبرخي در  فرآيندمرتبط با 
، katEشامل مرتبط ي كليدي ژنها ، ويبررس يپروبيوتيك

katA ،*katE ،*sodA ،sodA ،gshR1 ،gshR4 ،gshR ،
trxB1،trxR  نتخاب شدندا.  

ي آنزيمهاي نوكلئوتيدي و پروتئيني تواليهادستيابي به 
با  انتخابي يژنها پروتئينينوكلئوتيدي و توالي : انتخابي
 ،937481 ،3777872، 1062016 هاي شناسايي شماره

3166154، 1114019، 1064211، 1062188، 
هاي دستيابي  شماره و 13871092 ،114796714

WP_033609335.1، YP_394780.1 ،NP_391784.2، 
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YP_141130.1 ،NP_266564.1، YP_004888400.1، 
YP_004890792.1، ABI79324.1، YP_006751102.1 و 
WP_021336670.1  ژني اطلاعات ي پايگاههابه ترتيب از

) NCBI )http: www.ncbi.nlm.nih.gov ينيپروتئو 
  .استحصال شدند

 ي انتخابيتواليهاساختاري و عملكردي ي ويژگيهاپايش 
ي انتخابي از ژنها و پروتئينيي نوكلئوتيدي تواليهاپايش : 

پايگاه اطلاعات هاي موجود در  نظر اندازه با استفاده از داده
، صورت )http: www.ncbi.nlm.nih.gov( و پروتئيني ژني

هاي عملكردي  در همين راستا آشكارسازي دمين. پذيرفت
هاي تحت  با استفاده از برنامه تواليهااين 
 پايگاه و InterProScan 5،  Motifscanشبكه

ConservedDomain  يآدرسهابه ترتيب با،(http: 

www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan5/)  ،)http: 

www.motif scan (و www.ncbi.nlm.nih.gov/ (http:

cdd/) ي ويژگيهاهمچنين . به طور جداگانه انجام شد
 ProtParam  برنامه با استفاده از تواليهااين فيزيكوشيميايي 

 :http(  با آدرس ExPASYعاتي موجود در بانك اطلا

web.expasy.org/protparam( جهت تعيين . گرديد تعيين
با  TMHMMاز برنامه  پروتئينها يتوپولوژو پيش بيني 

 )http: www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0(آدرس 
  . استفاده شد

 3ساختار : يپروتئيني تواليهابعدي  3ساختار دستيابي به 
با آدرس  PDBاز پايگاه اطلاعاتي  پروتئيني يتواليهابعدي 

)http: www.rcsb.org ( استحصال و يا با برنامه تحت
 :http( آدرس با  swissmodelشبكه

swissmodel.expasy.org (در اين راستا . سازي شدند مدل
باشماره  KATE بعدي توالي پروتئيني 3تنها ساختار 

تحصال و اس PDB يپايگاه اطلاعاتاز  1JKU شناسايي
  . سازي شدند مدل تواليهاساختار ساير 

استحصال :  بعدي تركيبات شيميايي 3ساختار دستيابي به 
هاي اكسيژن فعال با استفاده از  گونه بعدي 3ساختار 

به ترتيب با  pubchemو  colby ي اطلاعاتيپايگاهها
 http: www.colby.edu/chemistry/moleculesي آدرسها

. صورت پذيرفت http: pubchem.ncbi.nlm.nih.govو 
 تحت شبكه با برنامه PDB به مولكولها SDF تبديل فرمت

SMILES Translator  آدرسبا http: cactus.nci.nih.gov/ 

translate انجام شد .  

: هاي فعال اكسيژن به گونه آنزيمهاميل اتصالي ارزيابي 
هاي بسيار  ي انتخابي به گونهآنزيمهاارزيابي توان اتصالي 

-و  H2O2واكنش پذير اكسيژن شامل 
O  با استفاده از برنامه

 :httpبا آدرس PatchDockتحت شبكه 

bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock صورت پذيرفت .
نتايج حاصل از اين آزمون براساس انرژي واكنش پذيري 

يه با بيشترين اعتبار راه حل اول 20در بين ) ACE(اتمي 
ترين آن در ارتباط با هر يك از  مورد بررسي و مطلوب

آشكار سازي صحت اتصال در . انتخاب شدند آنزيمها
 Pymol برنامه 1موقعيت مناسب با استفاده از نسخه 

  .ورت پذيرفتص

تعيين پراكنش دامنه : تواليها يابي يابي و قرابت همگون
برنامه تحت با استفاده از ي انتخابي آنزيمها  ميزباني توالي

 :http با آدرس Protein Blast شبكه

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast  هاي يكسماترمبتني بر 
BLUSUM62 ،PAM250  و BLUSUM45 انجام شد. 

درصد همساني و ، Eنتايج حاصل بر اساس ارزش 
با همگون ي انتخابي تواليهاهمپوشاني ارزيابي و قرابت 

خوشه بندي انجام و  MEGA6برنامه  6نسخه  استفاده از
  .يرفتصورت پذ UPGMA الگوريتم بر اساس تواليها

  نتايج
به  تمقاومي ژنها ميزبانيو دامنه ي ساختاري ويژگيها
نتايج حاصل از واكاوي : ي اكسيداتيواسترسها

ي استرسهاتوانا در برابر هاي پروبيوتيكي  ميكروارگانيسم
متعلق به  باكتريايي  گونه 7منجربه معرفياكسيداتيو 
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 و Lactobacillus، Streptococcus ،Bacillus يجنسها
Lactococcus ي ويژگيهاو اكسيداني  با قابليت آنتي

ي كه در اين همان طور ).1جدول (ساختاري متفاوت شد 

ضمن آنكه طول  *katEژن جدول نمايش داده شده است،
بلندتري نسبت به بقيه موارد نشان داده است، بيشترين 

  . كند ايجاد ميرا نيز اكسيداتيو قابليت مقاومت به استرس 
گذاري نتيجه  در ستون تأثيري+ علامت . (اكسيداني ژنهاي مقاومت به استرسهاي اكسيداتيو ي و قابليت آنتيساختار يويژگيها،  بانيدامنه ميز -1جدول

نشان دهنده ايجاد تحمل +: باشد، علامت  سازي آنها در گزارشهاي مختلف مي اكسيداتيو پس از تراريخت بررسي قابليت اين آنزيمها در فرآيند آنتي
  )خيلي زياد++++: زياد، +++: متوسط، ++: اكسيداتيو كم، 

  تأثيرگذاري  طول آنزيم نام آنزيم طول ژن سويه باكتريايي   نام ژن  رديف
1 katE Lactobacillusplantarum1455 484  كاتالاز + 

2 katA Lactobacillus sakei 1500479  كاتالاز ++ 
3 katE* Bacillus subtilis 2061686  كاتالاز ++++ 
4 sodA

* 
Streptococcusthermophilus 663220  سوپراكسيدديسموتاز ++ 

5 sodA Lactococcus lactis 621206  يدديسموتازسوپراكس + 
6 gshR

1 
Lactobacillus plantarum 1332443  گلوتاتيون ردوكتاز + 

7  gshR
4 

Lactobacillus plantarum 1335 444  ردوكتاز يونگلوتات + 

8 gshR Lactobacillus sanfranciscensis 1338445  ردوكتاز يونگلوتات + 

9 trxB1 Lactobacillus casei 1047348  تيوردوكسين ردوكتاز ++ 
10 trxR Lactobacillus plantarum 939312  ردوكتاز يوردوكسينت +++ 

ي مقاوم به ژنها پروتئينيي فيزيكوشيميايي توالي ويژگيها
 يويژگيهانتايج حاصل از ارزيابي : ي اكسيداتيواسترسها

 در مؤثركليدي  يژنها ينيپروتئ يتوال يزيكوشيمياييف
آنها مبين وزن مولكولي  ،يداتيواكس ياسترسهابه  تمقاوم

تا  22ن، بار الكتريكي منفي وكيلودالت 55تا  23در محدوده 
، 6/5تا  pI( 92/4( ايزوالكتريك pH، 72منفي 

، نيمه عمر بيش از 010/0تا  652/0هيدروفوبيستي منفي 
 91/21ساعت در تمامي موارد و نيز شاخص ناپايداري  10
كه در اين   يهمان طور). 2جدول (آنها بود  72/33تا 

با  *KATE توالي پروتئين ،جدول نمايش داده شده است
شترين بار داراي بي گذاري،تأثيرو ضريب  بيشترين فعاليت

داري در ساير  ، با اين وجود تفاوت معنيباشد منفي مي
بيشترين  GSHR در همين راستا. نبودموارد مشهود 

  . نشان دادپايداري را 

بررسي : اكسيداتيو ي آنتيپروتئينهاتوپولوژي ي ويژگيها
ي استرسهادر مقاومت به  مؤثري پروتئينهاسلولي موقعيت 

جدول (بود  آنها بودناكسيداتيو، مبين ترشحي و غشايي 
اين شود در  كه در اين جدول مشاهده مي  يهمان طور). 3

 SODAو  *KATE ، ،KATA ،KATE يپروتئينهاميان 
دمين  4تا  1با دارا بودن ترشحي بوده و ساير موارد 

  .را نشان دادندغشايي گذرنده از غشاء موقعيت 

بررسي قابليت : اكسيداتيو ي آنتيتئينهاپروارزيابي قابليت 
ي مولكولهادر حذف اكسيداتيو انتخابي  ي آنتيپروتئينها

 مولكول 2 اكسيدان، مبين قابليت تمامي آنها در اتصال به
كه در   يهمان طوربود، با اين وجود  O2-و H2O2  اكسيدان
اتصالي طوركلي قابليت  نمايش داده شده است به 1شكل 

   .بيشتر است O2-با  مولكولهااين 

پايش ساختاري و عملكردي ژنهاي مقاوم به استرسهاي 
نتايج حاصل از پايش ساختاري و عملكردي : اكسيداتيو 

يداتيو اكس يبه استرسها تمقاوم يژنها تواليهاي پروتئيني
هاي عملكردي و جايگاههاي  منجر به آشكارسازي دمين

فعال مرتبط در موقعيتهاي مختلف تواليهاي مرتبط شد 



 1395، 4، شماره 29جلد                                                                )           مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

413 

كه در اين جدول نمايش داده شده  همان طوري ). 4جدول(
عملكردي ضمن آنكه با مكانيسمهاي   هاي دميناست، 

مختلف منجربه مقاومت در برابر استرسهاي اكسيداتيو 
ديگر بررسي از سويي . شوند، طولي متفاوت نيز دارند مي

و  KATA ،KATEنتايج حاصل از پايش تواليهاي پروتئيني 
*KATE هاي مؤثر در تجزيه  ضمن آنكه حضور دمين

H2O2  را در هر يك از آنها آشكار نمود، منجربه معرفي
هاي تحريك كننده پاسخ ايمني در آنها و نيز دميني در  دمين

*توالي  541- 686موقعيت 
KATE   با قابليت حذف

بررسي دقيق جايگاههاي فعال . ين شداز گلوتام اكيآمون
اسيدآمينه در اين جايگاه با  16اين پروتئينها دخالت 

 67- 83موقعيت و  KATEو  KATAدر  42-58موقعيت 
آشكار شدن دمين مشترك . را مشخص نمود  *KATEدر 

در موقعيتهاي  OxRdtase-FAD/NADو عملكردي  
، GSHR1 ،GSHR4 ،GSHRمختلف تواليهاي پروتئيني 

TRXB1   وTRXR  از ديگر نتايج حاصل از پايش
  .ساختاري و عملكردي بود

حجم شاخص آليفاتيك يك پروتئين به عنوان . ( برخي از ويژگيهاي فيزيكوشيميايي توالي پروتئيني ژنهاي مقاومت به استرسهاي اكسيداتيو -2جدول 
 يشافزا يعامل مثبت برا يكبه عنوان توان آن را  باشد كه مي در يك پروتئين مي) ينو لوس يزولوسين،ا ين،وال ين،آلان( يجانب تيكيفاآل يرهزنج ينسب

  )در نظر گرفت يكرو يپروتئينها يمقاومت حرارت

  .اكسيداتيو يآنت يپروتئينها يتوپولوژ يويژگيها -3جدول
  موقعيت و تعداد دمين هاي گذرنده از غشاء نوع پروتئين  نام توالي  رديف

1  KATE  ترشحي - - - - 

2  KATA  يترشح-- - - 

3  KATE* يترشح-- - - 

4  SODA*  128-13159-42ييغشا- - 

5  SODA يترشح-- - - 

6  GSHR1 2-35ييغشا  147-127197-164   

7  GSHR4 320-160353-5204-51ييغشا  443-423  
8  GSHR 4-43ييغشا- - - 

9  TRXB1 253-94286-5122-76ييغشا  339-314  
10 TRXR 281-2310-59ييغشا- - 

  

  آلفاتيك شاخص  شاخص ناپايداري  نيم عمر هيدرفوبيسيتي pI بار الكتريكي وزن ملكولي  نام توالي رديف
1 KATE 55003.6 -52.0 5.37-0.571 >10 h 26.24 71.85 

2 KATA 54320.5 -64.05.21 -0.652>10 h31.04 70.04 
3 KATE* 40446.4 -72.05.60-0.643>10 h33.47 61.20 
4 SODA* 24734.0 -34.05.09-0.260>10 h30.03 88.86 
5 SODA 23253.8 -32.0 5.03-0.446>10 h33.72 80.58 
6 GSHR1 47280.6 -30.05.290.010 >10 h 21.99 95.40 

7 GSHR4 48258.5 -34.05.18-0.124>10 h30.53 94.95 

8 GSHR 48617.0 -44.04.92-0.196>10 h21.91 95.06 

9 TRXB1 38062.4 -22.06.10-0.252>10 h29.30 82.10 
10 TRXR 33504.6 -26.04.93-0.186>10 h25.73 86.54 
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  .پروتئيني ژنهاي مقاومت به استرس اكسيداتيوويژگيهاي ساختاري و عملكردي توالي  -4جدول

  عملكرد  موقعيتيفموت/يننام دم  نام توالي  رديف

1  KATA 
Catalase_core 388-6  H2O2 تجزيه  

Catalase_immune_responsive472-409  تحريك پاسخ ايمني  
Catalase_AS58-42  جايگاه فعال  

2  KATE 
Catalase_core389-6  H2O2 تجزيه  

Catalase_immune_responsive475-415  تحريك پاسخ ايمني  
Catalase_AS58-42  جايگاه فعال  

3  KATE* 

Catalase_core 419-10  H2O2 تجزيه  
Catalase_immune_responsive511-443  تحريك پاسخ ايمني  

Catalase_AS83-67  جايگاه فعال  
Class_I_gatase-like 686-541   حذف آمونياك از گلوتامين 

4 SODA* Mn/Fe-SOD219-17   تبديل راديكالهاي سوپراكسيد بهO2 

5 SODA Mn/Fe_SOD205-1   تبديل راديكالهاي سوپراكسيد بهO2 

6 GSHR1 OxRdtase-FAD/NAD301-6  حذف راديكالهاي سوپراكسيد 

7 GSHR4 OxRdtase-FAD/NAD304-8  حذف راديكالهاي سوپراكسيد 

8 GSHR OxRdtase-FAD/NAD304-9  حذف راديكالهاي سوپراكسيد 

9  TRXB1 
OxRdtase-FAD/NAD312-37  حذف راديكالهاي سوپراكسيد 

OxRdtase-AS 184-164  فعال يگاهجا  

10  TRXR 
OxRdtase-FAD/NAD279-6  حذف راديكالهاي سوپراكسيد 

OxRdtase-AS 153-133  فعال يگاهجا  

مقاوم به  يژنها قرابت توالي پروتئينيآشكارسازي 
يابي توالي  نتايج حاصل از قرابت: ي اكسيداتيواسترسها
ي اكسيداتيو استرسهابه مقاومت در  مؤثري ژنها پروتئيني

 4آنها در به قرارگيري منجر فت، ر كه انتظار مي يهمان طور
يدديسموتاز، سوپراكس، كاتالازخوشه مستقل متعلق به 

). 2شكل (شد  ردوكتاز و تيوردوكسين ردوكتاز گلوتاتيون
شود اين  كه در اين شكل مشاهده مي  يهمان طور

و  گلوتاتيون ردوكتازي پروتئينهايابي نزديكي  قرابت
  .را آشكار نمود تيوردوكسين ردوكتاز

ي پروتئيني شبه گلوتاتيون تواليهاپراكنش ميزباني 
ي باكتريهاواكاوي : ردوكتاز و تيوردوكسين ردوكتاز
ردوكتاز و   يونگلوتاتواجد توالي پروتئيني همگون با 

توالي  1500 منجربه آشكارسازي، ردوكتاز يوردوكسينت
مناسب در  Eبا همساني، همپوشاني و ارزش مشابه 

جنس ميزباني و غيرميزباني دور و  ي مختلف ازها گونه
باكتريايي حائز سويه  105كه در اين ميان  ،نزديك شد
 شبه پروتئيني يتواليهاحضور با اين وجود . نداهميت بود

جنس  3 مختلف از هاي گونه درردوكتاز  يونگلوتات
و  Leuconostoc  وWeissella، Pediococcus باكتريايي
 2مختلف  هاي گونهدر  ردوكتاز يوردوكسينتي شبه تواليها

از  Tetragenococcusو  Pediococcusجنس باكتريايي 
آورده  3كه قرابت آنها در شكل  ندارزش بالايي برخوردار

كه در اين شكل نمايش داده شده   يهمان طور. شده است
 Pediococcus، در اين ميان گونه باكتريايي است

claussenii  داراي توالي پروتئيني با شماره دستيابي
WP_014271906.1  با قرابت نزديك به توالي پروتئيني

GSHR وGSHR4 باشد، و نزديكي توالي پروتئيني با  مي
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 Pediococcus گونه متعلق به WP_046871913.1شماره 

damnosus به TRXB1  وTRXR مشهود است.  

 و كاتالازي پروتئيني شبه تواليهاپراكنش ميزباني 
ي واجد توالي باكتريهاواكاوي : يدديسموتازسوپراكس
منجربه يدديسموتاز نيز كاتالاز و سوپراكسشبه پروتئيني 

با همساني، همپوشاني و توالي مشابه  1500آشكارسازي 
جنس ميزباني و يي از ها مناسب در گونه Eارزش 

مبين بررسي دقيق اين نتايج . غيرميزباني دور و نزديك شد
، *KATE ،KATEو  KATAحضور توالي شبه پروتئيني 

*
SODA  وSODA هاي مختلف  گونه در به ترتيب

ي تواليهابررسي قرابت . شد جنس باكتريايي 8و 7،3،3از
هاي  با شمارهي پروتئيني تواليهاآشكار شده نزديكي 

 ،WP_005917332.1، WP_007475878.1دستيابي 
CON88561.1 ،WP_026681693.1 ،WP_036754612.1 

ي مختلف باكتريايي به جنسهااز  WP_0192443313.1و 

يدديسموتاز كاتالاز و سوپراكسي آنزيمهاي پروتئيني تواليها
  ).4شكل (را نشان داد 

ي پروتئيني تواليهاو شبه  تواليهافراواني و پراكنش 
بررسي حضور : ي اكسيداتيواسترسهامقاومت در برابر 

ي استرسهاي پروتئيني مقاومت در برابر تواليهاو شبه  تواليها
ضمن آنكه  ،پايش شدههاي باكتريايي  اكسيداتيو در گونه

و  22به ترتيب در   TRXRوTRXB1 يتواليهاحضور مبين 
نوع  7تا  1حضور  ،گونه باكتريايي با ارزش مناسب بود 19
آشكار نمود  ي رديابي شدهباكتريهادر را  تواليهااين از 

 كه در اين جدول نمايش داده شده  يهمان طور). 5جدول(
 Lactobacillusدر محتوي ژنومي گونه باكتريايي  ،است

acidophilus  هاي گونهدر ژنوم  در حالي كهتوالي،  1تنها 
Pediococcus acidilactici ،Lactobacillus pentosus 

كدگذار توالي  7حضور  Lactobacillus plantarumو
آشكار ي اكسيداتيو استرسهامرتبط با مقاومت به احتمالي 

  .شد
، -و + حضور و يا عدم حضور توالي پروتئيني با علامت (هاي باكتريايي فراواني و پراكنش تواليهاي مقاومت به استرس اكسيداتيو در سويه -5جدول

نمايش داده شده **+درصد با علامت 70و  بيشتر از *+درصد با علامت 70حضور تواليهاي پروتئيني با همساني و يا همپوشاني كمتر يا مساوي
  )است
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 رديف  نام باكتري 

+** +** - +** -  -  -  -  - - Lactobacillus 
fabifermentans 

1 

+** +** +** +** -  -  -  -  +** - Lactobacillus plantarum 
2025 

2 

+*  -  +* - +**  -  -  -  -  -  Lactobacillus 
sanfranciscensis 

3  
**+ +** +** **+ +* - - - **+ +* Lactobacillus plantarum  4 

-  -  +**  -  -  -  -  -  +** - Lactobacillus 
paraplantarum 

5 

+** +**  +**   +** +*  - - - +** +* Lactobacillus pentosus 8  
- - - +** - - - - - - Lactobacillus salivarius 6  

+*  - -  - -  - -  - -  - Lactobacillus 
acidophilus  7  

-  -  +** +* +*  -  -  -  +** - Lactobacillus 
versmoldensis 

8  
-  +** +** - -  - - - - - Lactobacillus farciminis 9  

+** +** +** +*  -  -  -  -  - - Pediococcus claussenii 10  
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+**  +** -  -  -  - - - - - Pediococcus damnosus 11  
+**  +** +*  -  +*  - - - - - Pediococcus pentosaceus 12  
+** +** +* +* +*  - - - +** +** Pediococcus acidilactici 13  

**+  +** +*  -  -  - - - *+ +** Lactobacillus casei 14  
+** +** +* - - - - - - - Lactobacillus paracasei 15  

-  - -  -  +*  -  -  -  +** +** Lactobacillus 
fructivorans 

16  
-  - -  -  +*  -  - -  - -  Lactobacillus florum 17  

+** +** -  -  -  -  -  -  - - Lactobacillus rhamnosus 18  
+** +** -  -  -  -  -  -  *+ **+ Lactobacillus sakei 19 

+** +** -  +*  -  -  -  -  - - Lactobacillus 
malefermentans 20 

+** +** -  +*  -  - - - - - Lactobacillus oryzae 21 

+** +** - -  - - - - *+ +** Lactobacillus curvatus 22  
+** +** +*  +*  +*  - - - - - Lactobacillus brevis 23  
+** +** -  -  -  -  -  -  - - Lactobacillus saerimneri 24  
+** +** -  -  -  - - - - - Lactobacillus suebicus 25  

-  -  -  -  -  +**  -  +**  -  - Streptococcus 
pneumoniae 

26  

-  -  -  -  -  -  -  +**  -  - Salinibacillus 
aidingensis 

35  
- - - - - - - +** +* *+ Bacillus subtilis 27  
-  -  -  -  -  - - +** +* - Bacillus tequilensis 28  
-  -  -  -  -  +**  -  -  -  -  Streptococcus 

thermophilus  29  

-  -  -  -  -  +**  -  -  -  -  Streptococcus 
vestibularis 

30  
-  -  - - -  -  +**  -  -  -  Lactococcus lactis 31  
-  -  -  -  -  -  +**  -  -  -  Lactococcus garvieae 32  
-  -  -  -  -  -  +**  -  -  -  Lactococcus raffinolactis 33  
- - - +* - - *+ -  *+ *+ Enterococcus faecalis 34  
- - - +* - - +* -  +* *+ Enterococcus faecium 35  
-  - -  +** -  - -  - -  -  Weissella thailandensis 36  
-  - -  +** -  - -  - -  -  Leuconostoc citreum 37  
-  - -  +** -  - -  - -  -  Leuconostoc 

mesenteroides 38  
-  -  -  +** -  - - - - - Leuconostoc fallax 39  
-  -  -  +** -  -  - - - Leuconostoc lactis 40  

+**  -  -  -  -  -  +*  - -  - Tetragenococcus 
halophilus 

41  

+*  -  -  -  -  - -  - - - Tetragenococcus 
muriaticus 

42  
-  - - - - - - - - **+ Listeria fleischmannii 43  
-  -  -  -  -  -  -  -  -  **+ Bifidobacterium 

asteroides 
44  
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- -  -  -  -  - - - - +** Bifidobacterium sp. 7101 45  
-  -  -  -  -  -  -  -  -  +**  Bifidobacterium 

actinocoloniiforme 
46  

-  -  -  -  -  -  -  -  -  +**  Bifidobacterium bombi 47  
-  -  -  -  -  -  -  -  -  +**  Weissella confusa 48  
-  -  -  -  -  - -  -  - +*  Weissella hellenica 49  
-  - - - - +** -  -  - -  Peptoniphilus lacrimalis 50  

          +**          Bacillus megaterium 51  
-  - - - - -  +*  -  -  -  Veillonella ratti 52  
- -  -  -  -  -  +*  - -  -  Bacillus 

massilioanorexius 
53  

- -  -  -  -  - +* - - - Trichuris trichiura 54  
-  -  -  -  -  - +* - - - Vagococcus lutrae 55  
-  -  -  - -  -  +*  -  -  -  Carnobacterium 

divergens 
56  

ي سرطاني و بيماريهاشيوع بالاي :  گيري و نتيجه بحث
در متنوع منجربه ارائه راهكارهايي ، مرگ و مير ناشي از آن

 بيماريهاجهت پيشگيري، تشخيص و درمان اين نوع از 
 95تا  90فراواني در اين ميان توجه به .) 17( شده است

فرصتي ، زيست انسان محيطدر زا  سرطانعوامل  درصد
را فراهم  بيماريهااز اين پيشگيري مناسب در جهت 

و اي  يهاصلاح عوامل تغذكه  به طوري ، ) 22( آورد مي
به تنهايي قابليت پيشگيري از  ييمصرف مواد غذا الگوي

را دارا سرطان ابتلاء ز موارد ا درصد 40تا  درصد 30
 و پروبيوتيكهااستفاده از در اين راستا  .)24(باشد  مي

جايگاه ي غذايي مكملهاي مفيد از طريق باكتريهاجايگزيني 
ويژه  سرطان بهاز انواع پيشگيري جهت ممتازي در 

كه اين  ، )35و  27( ي دستگاه گوارش پيدا نمودهسرطانها
در  پروبيوتيكهاي آنزيمي ويژگيهامهم مستلزم شناخت 
در اين ميان حذف عوامل . باشد پيشگيري از سرطان مي

 يتهاياز قابل يكيفعال  يژناكس يها گونهاكسيدان از جمله 
 يآنزيمهابر حضور  يمبتن يوتيكيپروب هاي يهسو ياساس
و  يالتهاب يبيماريهااز  يشگيريدر پ ياييباكتر اكسيداتيو يآنت

و  42، 37 ،31، 30، 9( باشند يم ي دستگاه گوارشسرطانها
ي ساختاري و ويژگيهابنابراين شناخت دقيق و پايش .  )47

تواند راهكاري در  ضمن آنكه مي آنزيمهاعملكردي اين 

هاي پروبيوتيكي  اكسيداني سويه جهت تقويت قابليت آنتي
هاي  موجود را فراهم آورد، منجربه توسعه سويه

 يمهاآنزپروبيوتيكي نوين مبتني بر پايش دامنه ميزباني اين 
در اين تحقيق در دستور كار قرار گرفته  ، كهخواهد شد

مقاومت در ي مولكولي مكانيسمهاپايش طوركلي  به .است
باكتريايي شاخص  گونه 7اكسيداتيو از  ياسترسهابرابر 

، katE ،katA ژن كليدي 10پروبيوتيكي آشكارسازي 
*

katE ،*
sodA ،sodA ،gshR1 ،gshR4 ،gshR ،trxB1، 

trxR ي ساختاري ويژگيهااكسيداني و  با قابليت آنتي
نتايج حاصل از بررسي  .)1جدول (شد متفاوت را باعث 

و توپولوژيكي فيزيكوشيميايي  ،ي ساختاريويژگيها
، منجربه )3و  2، 1ول اجد( ژنها محصول پروتئيني اين

ترشحي بودن و بارمنفي  ،طولبيشترين با  *KATE معرفي
، كه ممكن است قابليت )3جدول ( شدها  انواع كاتالاز

با توجه به ) 1جدول (را  *KATE اكسيداني بالاي آنتي
با بار منفي و ميل اتصالي بالا به حلاليت پروتئين وابستگي 

اين رابطه در . پذير نمايد توجيه) 18( عوامل اكسيدان
 lactisدر *KatE  توان به قابليت بيان خارج سلولي مي

Lactococcus  ي استرسهابرابري آن به  800و مقاومت
ي ويژگيها يشپادر ادامه  .)31( اكسيداتيو اشاره نمود

منجر به  ژنها اين ي پروتئينيتواليها يو عملكرد يساختار
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ي قابليتهاعملكردي با هاي  پروفايلي از دمينآشكارسازي 
شد هاي اكسيژن فعال  حذف گونهتوانايي  ويژه متفاوت به

ها علاوه  در اين راستا در ساختار پروتئيني كاتالاز.)4جدول(
، )4جدول (هاي فعال اكسيژن  در حذف گونه مؤثربر دمين 

، كه در ساير دميني با قابليت تعديل پاسخ ايمني آشكار شد
توسط  T يسلولهاتحقيقات بر حضور اين دمين و تحريك 

 هاي موردبنابراين كاتالاز .)14( شده است تأكيدكاتالازها 
هاي  با عملكرد دوگانه حذف گونه بررسي اين تحقيق

، محصولي كارآمد در اكسيژن فعال و القاي پاسخ ايمني
توانند  ي سرطاني محسوب شده كه ميبيماريهاپيشگيري از 
از سويي . مورد استفاده قرار گيرند پروبيوتيكهادر توسعه 

 در Mn/Fe_SODبا نام  يدمينديگر در اين پروفايل 
كه قابليت سوپراكسيدديسموتاز آشكار شد، ي آنزيمها

 ها، يوتدر پروكارهاي اكسيژن فعال توسط آن  حذف گونه
نيز گزارش شده  يتوكندريو م يسبزآب يجلبكها، قارچها
ي آنزيمهاپايش مولكولي در ادامه  .)40( است

ردوكتاز و تيوردوكسين ردوكتاز منجربه   گلوتاتيون
در  OxRdtase-FAD/NAD آشكارسازي دمين عملكردي

شد، كه اين مهم ضمن اشاره بر نقش  آنزيمهااين  2هر 
تواند دلالت بر جد مشترك آنها داشته  اكسيداني آنها مي آنتي
شد اين نكته نيز  مؤيد آنزيمهاقرابت يابي اين كه  ،باشد

  ).1شكل (

  
O2و H2O2اكسيداتيو با  ي پروتئينهاي آنتيتماس اتم يارزش انرژمقايسه  -1شكل

  .ACEبر اساس  -

ي آنزيمهاي ساختاري و عملكردي ويژگيهاعلاوه بر پايش 
آنها با تعيين ميل اتصالي اين   اكسيداني انتخابي، قابليت آنتي

هاي فعال اكسيژن صورت پذيرفت، كه  به گونه آنزيمها
به مولكول  KATAبه ويژه  آنزيمهااين ي حاكي از ميل بالا

-O2  به نقش  گزارشهادر ساير ، با اين وجود )2شكل (بود
و  43( بيشتري شده است تأكيد H2O2كاتالازها براي تجزيه 

ي انتخابي آنزيمهاپايش دامنه ميزباني از سوي ديگر . )44
شبه  ينيپروتئي تواليهامنجربه آشكارسازي حضور 

ي جنسهادر  ردوكتاز يوردوكسينردوكتاز و ت  يونگلوتات
 Weissella،Pediococcus،Leuconostocغيرميزباني 

شبه توالي شد، كه در اين ميان قرابت  Tetragenococcusو
و   Tetragenococcus halophilusدو گونهمستقر در 

Tetragenococcus muriaticus  باTRXB1 و  TRXR 
در  T. halophilusبنابراين حضور  .) 3شكل( مشهود بود

تواند  ، مي) 38( طول تخمير انواع غذاهايي تخميري و شور
در اين  ردوكتاز يوردوكسينتتوالي شبه ناشي از حضور 
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از سوي  .باشد كه كمتر مورد توجه قرار گرفته استباكتري 
ردوكتاز  گلوتاتيونديگر آشكار شدن حضور شبه توالي 

تواند مبين  ضمن آنكه مي Leuconostocدرجنس باكتريايي 

مقاومت به استرس اكسيداتيو اين باكتري باشد، كاربري 
اي از محصولات لبني تخميري  طيف گستردهآن در گسترده 

  .سازد پذير مي را نيز توجيه) 26(

  
  .هاي مختلف باكتريايي پروبيوتيكي  يداتيو مشتق از گونهاكس  توالي پروتئيني ژنهاي مقاومت به استرسهاي قرابت -2 شكل

  
: ▲(GSHR1،GSHR4،GSHR ،TRXB1، TRXRيداتيو به تواليهاي پروتئيني اكس يمقاوم به استرسها يژنها ينيپروتئ يقرابت تواليها -3شكل

  )يابي شده پروتئين همگون

قابليت پروبيوتيكي گونه  اخيراًدر همين راستا 
mesenteroides Leuconostoc  يطتحت شرااين جنس 

بنابراين  .)45(گزارش شده است  يينپا يو دما يشور
براساس كاربرد اين باكتري در شرايط استرس شوري، 

ويژه دارا  هدماي پايين، و داشتن ويژگي مقاوم به اسيد و ب
اين گونه به استرس اكسيداتيو احتمالي بودن مقاومت 

كه تا كنون مورد  پروبيوتيكي باشدكانديد مناسب تواند  مي
از سوي ديگر قرابت نزديك شبه . توجه قرار نگرفته است

با  Pediococcus damnosusتوالي پروتئيني قابل اشتقاق از 
، ضمن )3شكل(گلوتاتيون ردوكتاز و تيوردوكسين ردوكتاز 
) 33و  6( ريكاربري گسترده اين باكتري در صنايع تخمي

ي اكسيداتيو را استرسهاقابليت مقاومت اين گونه در برابر 
علاوه بر اين پايش دامنه ميزباني . سازد نيز توجيه پذير مي

با  *KATEنزديك كاتالازها، منجربه آشكارسازي قرابت 
 گونه باكتريايي درسودوكاتالاز پروتئيني با نام 

Streptococcus pneumonia  قابليت كه  )4شكل (شد
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همچنين  .)21( مشخص شده است قبلاًآن يي بيماريزا
قرابت نزديك  KATEو  KATAي شبه تواليهايابي  همگون

جنس باكتريايي هايي از  در گونهيي تواليها آنها با شبه
Listeria  گونهكه در اين ميان  )4شكل (را آشكار نمود 

Listeria fleischmannii  منحصر به فرد  تواناييبا
تواند كانديد مناسب  مي )7( يلوزگز-Dو  يتولمان-Dيرخمت

  .باشدخواص آنتي اكسيداتيو با  پروبيوتيكي

  
: ▲(SODA*و KATA،KATE، *KATE ،SODAيداتيو به تواليهاي پروتئينياكس يمقاوم به استرسها يژنها ينيپروتئ يقرابت تواليها -4لشك

  .)شده يابيهمگون  پروتئين

قرابت نزديك در با  KATEوجود توالي شبه از سوي ديگر 
، )4شكل ( Pediococcus acidilactici ايييگونه باكتر

تواند كاربردي بودن اين باكتري را نشان دهد، در همين  مي
صفراوي،  ،ي دمايياسترسهاقابليت مقاومت به ارتباط 
توليد پپتيدهاي ضد توانايي فشار اسمزي و ،  pHاسيدي،

باكتري كاربردي آن را به عنوان توسط اين باكتري ميكروبي 
 25، 5( استدر صنايع غذايي و پروبيوتيكي مطرح نموده 

اكسيداني منجربه  ي آنتيتواليهاپايش  در ادامه .)28و 
ي استرسهاتوالي شبه آنزيمي مقاومت به  7آشكارسازي 

، كه )5جدول (اكسيداتيو در محتوي ژنومي اين باكتري شد 
ي استرسهامقاومت به كارآمدي بالاي اين باكتري در 

ي پايشهاادامه . توجيه پذير نمايدممكن است متفاوت را 
  و TRXB1ي آنزيمهااهميت ميزباني منجربه آشكارسازي 

TRXR  ي مورد بررسي در اين آنزيمهانسبت به ساير
كه  طوري ، بهشدتيجه دامنه گسترده ميزباني آنها تحقيق در ن

گونه  19و  22در به ترتيب  آنزيمهاشبه توالي اين 
و  34، 11، 1( مطرحاكسيداتيو  آنتيبا قابليت  ياييباكتر

آشكار سازي  همچنين). 5جدول (واكاوي شد  ،)36



 1395، 4، شماره 29جلد                                                                )           مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

421 

 هاي گونهدر محتوي ژنومي  شبه آنزيميتوالي  7حضور 
Lactobacillus pentosus وLactobacillus plantarum 

از نتايج اين تحقيق  Pediococcus acidilacticiافزون بر 
راستا با قابليت آنتي  تواند هم كه اين موضوع ميبود، 

 ،باشد Lactobacillus plantarumاكسيداني بالاي 
اين  ،در طول دوره رشد گزارشهابر اساس كه  طوري به

 Cويتامين  mg100 تقريباًي معادل با ياكسيدانها آنتي باكتري

نتايج حاصل از اين تحقيق به طوركلي . )19(كند  توليد مي
ي آنزيمهاهاي عملكردي در  آشكارسازي دمينضمن 

هاي باكتريايي با قابليت  اكسيداتيو، منجربه معرفي گونه آنتي
ي شبه آنزيمي در تواليهااكسيداني بالا مبتني بر حضور  آنتي

ي نقش برخي قابليتهاي بر تأكيدمحتوي ژنومي آنها و نيز 
شد كه تا  تواليهااز باكتري مبتني بر حضور اين نوع از 

  .كنون به آن پرداخته نشده بود
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Abstract 

Reactive oxygen species, which lead to oxidative stress and related diseases via both 
intra- and extracellular pathways, could be identified and cleaning through some of the 
bacterial enzymes. Bearing in mind, the assessment of the structure, function and 
hosting of the antioxidative enzymes while lead to disclose species of bacteria with 
probiotics capability, provides approaches to designing genetics constructs. In this 
regard, the nucleotide and protein sequences of the katA, katE, katE*, sodA, sodA*, 
gshR, gshR1, gshR4, trxB1 and trxR genes were retrieved from databases. Then the 
structural, functional,topological and physicochemical properties of the protein 
sequences of related enzymes were investigated. Moreover, their hosting in bacterial 
microorganisms were explored. The results of this study whilst disclosed the 
physicochemical properties of these enzymes reveal that KATE, KATA, KATE* and 
SODA are secretory capacity. Structural monitoring of these enzymes introduced 
collaborative and pragmatic domains with the ability to remove reactive oxygen species, 
hydrogen peroxide decomposition and regulation of redox reactions as well as 
immunomodulatory effects and ammonia removal in some of them.In this regard, 
examination the binding affinity of these enzymes to oxidant agents revealed high 
binding affinity of them, in particular KATA, to O2-. Additionally, checking the host of 
these enzymes revealed the presence of homologous sequences especially sequences 
like to TRXB1 and TRXR in different species of Weissella, Pediococcus, Leuconostoc, 
Tetragenococcus, Peptoniphilus and Listeria. Meanwhile, similarity search lead to 
detection seven encoding sequences with antioxidative capacity in the genomic context 
of the Pediococcus acidilactici, Lactobacillus pentosus and Lactobacillus plantarum. 

Key words: Reactive oxygen species, oxidative stress, cancer, antioxidative enzymes, 
probiotics 


