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 بومي يدر سويهبيوانفورماتيك ژن و پروتئين اسكوالن سنتاز  آناليزبررسي و 
  آئورانتيوكيتريوم

  فرشاد خوش بصيرت و ، محمود ملكي*مجتبي مرتضوي، شهريار شاكري

  تكنولوژيگروه بيوپژوهشگاه علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي، دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و فناوري پيشرفته، ، كرمان

  16/11/96: تاريخ پذيرش  22/3/96: تاريخ دريافت

  كيدهچ

و بررسي  در اين تحقيق توليد اسكوالن. اسكوالن يك تري ترپن غير اشباع مي باشد كه كاربردهاي گسترده اي در داروسازي دارد
گرم بر  6/1و  7/3ه ترتيب به ميزان اين سويه ب. مورد بررسي قرار گرفت آئورانتيوكيتريومبيوانفورماتيكي ژن آن در سويه بومي 

. ميلي گرم بر ليتر مي باشد 9/48مقدار اسكوالن توليدي توسط اين سويه . اسكوالن توليد مي كندروغن غني از ليتر بيومس و 
از  كدوني اين توالي بررسي ويژگي .شناسايي و تعيين توالي شد آناليز مولكوليهمچنين ژن اسكوالن سنتاز از اين سويه توسط 

. افزارهاي بيوانفورماتيك انجام شدها و رسم نمودار گرافيكي آن به كمك نرمپيريميدين و پورين مجموع آنها، نظر تعداد و درصد
كننده نقش تأييد مدل به دست آمده، . سازي اين آنزيم صورت گرفتسازي، فرايند مدلهاي مدل افزارها وپايگاهنرم به كمك

اين نوع از مطالعات به شناسايي مكانيسم . باشددر ايجاد ساختار آلفا هليكس مي لوسين اسيد، لوتاميكگ آلانين،اسيدهاي آمينه 
- و چالش سنتاز ارزيابي اين اطلاعات پنهان مي تواند دانش فرايند فولدينگ اسكوالن. كندكمك مي سنتاز واكنش آنزيم اسكوالن

   .ز اين آنزيم، موثر واقع شودهاي بيان پروتئين را بهبود داده و در طراحي جديد ا

  آئورانتيوكيتريوماسكوالن، اسكوالن سنتاز،  :كليدي ه هايواژ

  sh.shakeri@kgut.ac.ir: پست الكترونيكي،  09133470453: نويسنده مسئول، تلفن* 

 مقدمه

ر روغن اسكوالن يك هيدروكربن تري ترپن مي باشد كه دَ
اين . و سبوس برنج يافت مي شودخروس  تاجزيتون، پالم، 

و شامل شش پيوند دوگانه مي باشد كه  تركيب غيراشباع
باشد  ترين منبع توليد آن، روغن كبد كوسه ماهيان مي غني

در انسان . هاي متعددي دارد كه بصورت سنتي استفاده
. اسكوالن در سبوم و غدد ترشحي پوست يافت مي شود

ن تركيب يك حدواسط بسيار مهم جهت سنتز استرول ها اي
همچنين اسكوالن پيش ماده . و هوپانوئيدها در سلول است

از كاربردهاي . ها مي باشدترپن مهم براي سنتز تري
اسكوالن مي توان به استفاده از آن به عنوان ادجوانت 
واكسن ها، مهاركننده سلول هاي سرطاني و خاصيت آنتي 

هاي متعددي  ميكروارگانيسم. ن اشاره كرداكسيدانتي آ

ها،  باكتريتوانايي توليد اسكوالن را دارند كه شامل 
ها مي  ترائوستوكيتريدها، ريزجلبك ها و  قارچمخمرها، 

سلولي ترائوستوكيتريدها آغازيان تك. )4و  12 ،1( باشند
هتروترفي هستند كه توانايي توليد اسيدهاي چرب غير 
اشباع را به ميزان زياد با استفاده از منابع كربن آلي دارند، 

وجه به اينكه شرايط كشت براي اين سويه ها باتوجه به بات
مصرف منابع كربن آلي و همچنين عدم نياز به نور، نسبتا 

ي اسكوالن ساده است، بيشتر از منابع ديگر توليدكننده
يك  آئورانتيوكيتريوم .)17( مورد توجه قرار گرفته اند

ي ترائوستوكيتريدهاست كه توانايي توليد جنس از خانواده
مسير توليد اسكوالن در سويه هاي . بالاي اسكوالن را دارد

. ترائوستوكيتريد در قسمت هايي با هم اشتراك دارند
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استفاده از منبع كربن توسط اين سويه ها سبب افزايش 
اين تركيب در مسير . توليد استيل كوآ در سلول مي شود

 مالونيل كوآ به دوكوزاهگزانوئيك اسيد تبديل مي شود
همچنين استيل كوآ با ورود به مسير موالونات به . )20(

 فسفات دي فارنسيل. فارنسيل دي فسفات تبديل مي شود
به پراسكوالن دي فسفات و در نهايت تحت تاثير ژن  سپس

 دي فارنسيل. اسكوالن سنتاز به اسكوالن تبديل مي شود
همچنين مي تواند وارد مسير بيوسنتز كاروتنوئيدها  فسفات

. شده و به بتاكاروتن و در نهايت به آستازانتين تبديل شود
ن ترين ژن در مسير بيوسنتز اسكوالژن اسكوالن سنتاز مهم

اين ژن داراي دو اگزون و . باشددر ترائوستوكيتريدها مي
جفت باز  1164يك اينترون است كه قالب باز خواندني آن 

طول دارد، ژن اسكوالن سنتاز در ترائوستوكيتريدها توليد 
كند كه طي يك واكنش  اسيدآمينه مي 387آنزيمي با 

 اي دو مولكول فارنسيل دي فسفات را به اسكوالندومرحله
هدف كلي اين مطالعه انجام آناليزهاي . )22( كندتبديل مي

 بيوانفورماتيكي بر روي توالي نوكلئوتيدي و ساختار آنزيم
مينه مطالعات ويژگي در اين ز. باشدسنتاز مي اسكوالن

كدوني، درصد در كل  كدوني از قبيل فراوني، ارجحيت
سه  همچنين، ساختار. )8( توالي و در جايگاه اول انجام شد

-I پايگاه محاسباتي سنتاز به كمك  اسكوالن آنزيم بعدي

TASSERهاي ساختاري آن ويژگي و شده بيني ، پيش
 .)21( تعيين گرديد

  مواد و روشها
 يبوم يسويه از تحقيق اين در: آئورانتيوكيتريومسويه 

Aurantiochytrium sp. F4  كه توسط فكرت و همكاران
استفاده  ،بود شده غربالگري و جداسازي 1394در سال 

خشك سلولي و روغن در اين  براي تعيين وزن. )1( گرديد
پپتون،  gr/L 5گلوكز،  gr/L20سويه از محيط كشت شامل 

gr/L 5  ،درصد آب دريا و  20عصاره مخمرgr/L 3/0  از
   .استفاده شد هاي پني سيلين و استرپتومايسين بيوتيك آنتي

 سلولي خشك بيومس از روغن استخراج: استخراج روغن

 تغييرات كمي با ايرد و بلايت استخراجي پروتكل برطبق

 از بيومس مقدار مشخصي روش اين رد. )5( شد انجام

 شد افزوده مقطر آب ml 2ر مقدا آن به سپسو  وزن سلولي

 ml ب بيومس سلولي با دستگاه التراسونيك،تخري از پس.
 آن به متانول محلول از ml 5 و كلروفرم محلول از 5/2

 آب ml 5/2 مقدار سپس. و به شدت همزده شد شد اضافه

 شد سپس انجامورتكس  و اضافه كلروفرم ml 5/2 و مقطر

 فاز . شد تشكيل فاز دو آن دنبال به و شدهسانتريفيوژ نمونه 

در . شد انجام حلال كلروفرم تبخير عمل و تهرا برداش آلي 
درجه  - 20 فريز به داريجهت نگه حاصل روغننهايت 
  .شد منتقل گرادسانتي

توليد اسكوالن توسط  بررسيبراي : آناليز كروماتوگرافي
  كروماتوگرافي لايه نازكاز  آئورانتيوكيتريومي سويه

(TLC) كاغذ كروماتوگرافي با مشخصات  .استفاده شد
Spherical silica gel 60; Wako Pure Chemicals  در

ميكروليتر  10برش داده شد و به ميزان  cm 8در  1,5ابعاد 
. ي گرد روي آن قرار داده شد لكهاز روغن به صورت يك 

ي كلروفرم و ها حلالدرون بشر حاوي  TLCي كاغذها
سپس  .دقيقه قرار داده شد 30به مدت ) 1:9( متانول
ي پنس از درون بشر به آرامي برداشته شدند  هيلبوس كاغذها

درصد اسپري شد، در  20اسيد سولفوريك  ها آنو برروي 
درجه قرار داده  60دقيقه درون آون  30نهايت به مدت 

ي اسكوالن بوسيله كاغذ شاهد  لكه. شدند تا رنگ بگيرند
آن طبق  Rfحاوي اسكوالن استاندارد شناسايي شد و 

  . )13( يري شدگ اندازه 1 ي معادله

  داريآوردن فاكتور نگه به دستفرمول  -1معادله 

 (Rf) = 

ي بين باند ظاهر شده با نقطه  فاصلهكه در اين فرمول، 
ي كه فاز مايع از سطح ا فاصله، (mm)شروع نمونه 
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ي بين سطح حلال  فاصلهو  (mm)حلال پيموده است 
  .مي باشد (mm)و نقطه شروع 

 mgميزان :  (HPLC)كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا 
اتانولي  KOHاز محلول  ml 4جي را با از روغن استخرا 50

ثانيه ورتكس شده و  30نمونه به مدت . )13(مخلوط شد 
ر داده درجه قرا 90به مدت يك ساعت در حمام آب 

آب مقطر و  ml 5/0هگزان به همراه  ml 2 سپس. شود يم
ml 5/0  چند ثانيه نمونه را با دست . شد اتانول به آن افزوده

تكان داده و پس از آن فاز رويي كه مربوط به هگزان و 
 ml 1 بعد از تبخير حلال و برداشتهرا مواد صابوني نشده 

اضافه شد، ) 1:9(تتراهيدروفوران - از محلول استونيتريل
 - 20در فريزر  فيلترثانيه ورتكس شد و پس از  30نمونه 

 HPLC ZOR Bax,Sb-C18دستگاه ستون . شدنگه داري 

(4.6×250mm, 5-micron) اسكوالن در طول موج . بود
nm210  رديابي شد و نرخ جريان دستگاهml/min 1  و با

درجه سانتي  30ميكروليتر و دماي ستون  10حجم تزريق 
فاز متحرك ستون از محلول . قرار داده شد گراد

  .تشكيل شده بود) 20:80(تتراهيدروفوران /استونيتريل

در اين تحقيق از :  PCRپرايمرها و تكثير ژن به روش 
 2013در سال  Hong won-kyungپرايمر هايي كه توسط 

ي براي بررسي ژن اسكوالن سنتاز در سويه )10(
Aurantiochytrium sp. KRS101  طراحي شده بود استفاده

ميكروتيوب  PCRبراي تكثير ژن به روش ). 1جدول(شد 
 ميكروليتر 10ليتر آب دوبار تقطير، ميكرو 12حاوي هاي 

استخراج  DNAميكروليتر  1،  (Takapozist)  مستر ميكس
 ng/µl 50 ،1با غلظت  Bioneerشده توسط كيت 

از ميكروليتر پرايمر برگشت  1ميكروليتر پرايمر رفت و 
 PCRآماده شدند، و به دستگاه  pmol 10استوك با غلظت 

در دماهاي مختف انجام شد و در  PCRبرنامه . منتقل شدند
  .سيكل بهينه شد 35در  2نهايت طبق جدول 

  پرايمرهاي استفاده شده در اين پژوهش -1جدول
  (C°)اتصال دماي   طول محصول توالي  ام پرايمرن

SQF GCTAGCATGCCTAACAAGCCT 1164  56  
SQR  GGATCCGTCAGAGTGGGTTTGGC 1164  56 

 

 كدوني ويژگي بررسي منظور به: توالي نوكلئوتيدي آناليز
 در آنزيم اين نوكلئوتيدي توالي سنتاز، اسكوالن آنزيم
 http://ppuigbo.me/programs/CAIcal محاسباتي پايگاه
در اين پايگاه، ميزان هر نوكلئوتيد، درصد . گرديد آناليز

ها و همچنين فراواني آنها آنها، مجموع پورين و پيريميدين
همچنين  .دهددر موقعيت كدون شماره يك را گزارش مي

اي به كمك پايگاه داده
http://gcua.schoedl.de/seqoverall_v2.html )8(  نمودار

  . گرديدبررسي گرافيكي ويژگي كدوني اين آنزيم 

براي بررسي : سازي، ارزيابي مدل و آناليز ساختاريمدل
ر آنزيم اسكوالن هاي نادر د هاي ساختاري و كدون ويژگي

، ساختار سه بعدي اين I-TASSER رروسنتاز، به كمك س

 مدل سازي شداز طريق تكنيك همولوژي مدلينگ  آنزيم
)21(.  

 PCRي برنامه ي بهينه شده -2جدول

 )°c(دما   94  94  56  72 72

  زمان دقيقه 1  ثانيه 30  ثانيه  30  ثانيه 90 يقهدق7
  

پروتئين در مجموع پنج هر در اين سرور براي ايجاد مدل 
در اين وب سرور، مدل هاي سه بعدي . شودمدل توليد مي

 شوندميساخته  LOMETS بازآرايي چندگانهبر اساس 
سرور اين توسط  Z-score امتيازبا بهترين هايي مدل. )19(

به كمك سرور خصوصات در ادامه . شوندانتخاب مي
. )13(فيزيكي و شيميايي اين آنزيم مطالعه و بررسي شد 

سيستم  و  SPDBVافزارهاي به كمك نرمهمچنين، 
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 اين ساختار مدل سازي شده PyMOL گرافيكي مولكولي
مشابه  يها يمآن از نظر شباهت با آنز ساختارمطالعه و 

هاي پيوندهاي هيدروژني به ويژگي.  )11, 7( شد يبررس
, 18( ندنيز محاسبه شد PICو  What IFكمك سرورهاي 

16(.  

  نتايج

 GYPدر محيط كشت مايع  F4 آئورانتيوكيتريومي سويه
نتايج مطالعات ميكروسكوپي نشان دادند . . كشت داده شد

ساكاريدي كاملا مشخص ي پليسويه داراي ديوارهاين كه 
 مي باشدميكرومتر  15ها سلولاندازه است و همچنين 

  .)1شكل(

  
سلول در : cساكاريدي كاملا مشخص، سلول منفرد داراي ديواره پلي: bل درحال تقسيم سلولي، سلو: a: در روز چهارم از كشت F4سويه  -1شكل

  حال تقسيم و تشكيل كلاستر سلولي

اندازه گيري بيومس، استخراج روغن و انجام آناليز 
TLC  : نتايج اندازه گيري ميزان بيومس و روغن توليدي

چهارم از نشان داد كه اين سويه در روز  F4ي توسط سويه
روغن توليد  gr/L 6/1بيومس و  gr/L 7/3كشت ميزان 

درصد از  2/43كند، كه اين ميزان توليد روغن معادل مي
  .)2شكل(باشد بيومس مي

-همچنين نتايج كروماتوگرافي لايه نازك نشان داد كه سويه

 در اين سويه ي اسكوالنلكه .اسكوالن توليد ميكند F4ي 
اسكوالن استاندارد شناسايي و بوسيله كاغذ شاهد حاوي 

Rf 3شكل( آن طبق فرمول اندازه گيري شد( .Rf  اسكوالن
  .گيري شداندازه 97/0در اين تحقيق 

صابوني كردن روغن سلولي و آماده سازي :  HPLCآناليز 
انجام شد، از اسكوالن استاندارد به  HPLCنمونه براي 

از عنوان شاهد براي يافتن زمان خارج شدن اسكوالن 
نتايج نشان دادند كه پيك مربوط به . دستگاه استفاده شد

 شود ظاهر مي 3/12ي در دقيقه F4 هاز سوي اسكوالن
با استفاده از منحني استاندارد اسكوالن و سطح  ،)4شكل(

 ،سويهاين زير منحني بدست آمده از پيك اسكوالن در 
نتايج نشان  .مقدار كمي اسكوالن توليدي اندازه گيري شد

 mg/Lدر روز چهارم از كشت ميزان  F4دند كه سويه دا
 2/1كه اين ميزان از اسكوالن  كنداسكوالن توليد مي 9/48

درصد از روغن توليدي توسط اين  3درصد از بيومس و 
  .)5شكل( باشدسويه مي

PCR 1164طول توالي ژن اسكوالن سنتاز :  يابيو تولي 
الي به خوبي اين تو PCRباشد كه با انجام  جفت باز مي

 شركتژن اسكوالن سنتاز بوسيله ، )6شكل(تكثير شد 
درصد استخراج شد و  2يكتا تجهيز آزما از ژل الكتروفورز 

پرايمرهاي رفت و همان با استفاده از  توالي اين ژن
  .بدست آمد PCRبرگشت مورد استفاده در 
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  در روز چهارم از كشت F4ميزان بيومس و روغن و درصد روغن توليدي توسط سويه  -2شكل

  
  F4پيك مربوط به اسكوالن از سويه  -4شكل

  
  و درصد اسكوالن از روغن و بيومس از اين سويه F4ميزان اسكوالن توليدي توسط سويه  -5شكل
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در مقايسه با لكه اسكوالن استاندارد  F4لكه اسكوالن از سويه  -3شكل

  .به خوبي قابل مشاهده است

  
  F4به ژن اسكوالن سنتاز در سويه باند مربوط  -6شكل

به منظور بررسي ويژگي كدوني : مطالعه توالي نوكلئوتيدي
سنتاز، توالي نوكلئوتيدي اين آنزيم در  آنزيم اسكوالن

 پايگاه محاسباتي http://ppuigbo.me/programs/CAIcal 
نشان  7همانطور كه در شكل  .)7شكل ( گرديدبررسي 

نوكلئوتيد است و  1161طول اين ژن حدود  داده شده،

تعداد و درصد نوكلئوتيدهاي آدنين، سيتوزين، تيمين و 
 گوانين، درصد نوكلئوتيدهاي گوانين با سيتوزين، گوانين با

تيمين، آدنين با تيمين، آدنين با سيتوزين  ، گوانين با آدنين،
 همچنين، تعداد. و سيتوزين با تيمين نشان داده شده است

گوانين در  و تيمين سيتوزين، آدنين، نوكلئوتيدهاي درصد و
 درصد موقعيت اول، دوم و سوم كدون سه تايي و

 گوانين ، آدنين، با گوانين سيتوزين، با گوانين نوكلئوتيدهاي
 با سيتوزين و سيتوزين با آدنين تيمين، با آدنين تيمين، با

 نشان تايي سه كدون اول، دوم و سوم تيمين در موقعيت
   . )7ل شك( است شده داده

به  در ادامه نمودار گرافيكي ويژگي كدوني اين آنزيم نيز 
كمك پايگاه 

http://gcua.schoedl.de/seqoverall_v2.html  رسم
هاي مربوط به توالي در اين آناليز به كمك داده. گرديد

ميزان  Schizosaccharomyces pombeكدوني گونه 
آناليز شده  شباهت اين توالي با داده هاي كدوني اين گونه

، 8شكل در . )8شكل ( و نمودار گرافيكي آن رسم گرديد
درصد شصت و چهار نوكلئوتيدهاي سه تايي مربوط به 

توالي  كدون هاي بيست اسيد آمينه و كدون توقف
سنتاز در مقايسه با گونه نزديك  نوكلئوتيدي آنزيم اسكوالن

كه دادهاي  Schizosaccharomyces pombeبه آن با نام 
. ژني آن در اين پايگاه موجود است نشان داده شده است

دهد كه در تعدادي از كدونهاي شصت اين مقايسه نشان مي
 آنزيمنوكلئوتيدي  تواليوچهارتايي فراواني آنها در 

 Schizosaccharomyces pombeاز گونه سنتاز  اسكوالن
از  ACTبوده و در بعضي از كدونها همانند كدون بيشتر 

اين سيد آمينه تريپتوفان امتعلق به  TGGترئونين و كدون 
  .كمتر شده استفراواني 

 ساختار اين آنزيم، دقيق مطالعه براي: مطالعه ساختار آنزيم
 زمينه، اين در. است نياز مورد آنزيم اين سه بعدي مدل
سه بعدي اين آنزيم با ثبت توالي پروتئيني آن در  تارساخ

 وب از كه نتايجي .آمد دست به I-TSSAR سرور 
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 آيند مي بدست Swiss-Model و I-TSSARسرورهاي 
بوده و مي توان جهت كارهاي دقيق تر از روشهاي  محدود

Molecular Dynamics Simulation  اين . استفاده نمود
وگرافي ده آنزيم مشابه با اسكوالن ختار كريستالاسرور از س

اين  كد ثبت ساختار. كندده مياستفاسازي جهت مدلسنتاز 
 PDBدر سايت ها آنزيم

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)  و
ترمينال اين -Nترازي ناحيه و همچنين همهاي آنها  ويژگي

در . )9شكل ( در شكل زير نشان داده شده استها آنزيم
كل، شماره كد پروتئيني اين ده آنزيم الگو در سمت شاين 

ها با توالي آنزيم اسكوالن چپ و ميزان همساني اين توالي
-zسنتاز مورد نظر، ميزان پوشش اين هم ترازي و همچنين 

score بخش سمت راست . دهدنرماليز شده را نشان مي
نظر  مورد سنتاز اسكوالن تصوير هم هم ترازي توالي آنزيم

  .دهدوالي پروتئيني اين ده آنزيم الگو را نشان ميبا ت

  

  

  
  سنتازاسكوالن  يمآنز كدوني ويژگي مطالعه -7 شكل

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  )رنگ آبي( Schizosaccharomyces pombeو سويه ) رنگ سبز(سنتاز  اسكوالننمودار گرافيكي ويژگي كدوني اين آنزيم  -8شكل 
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  سازيهاي مورد استفاده در مدلآنزيم ترمينال-N ناحيه ترازيهم همچنين وويژگيها  ساختاري، كد -9شكل 

اين سرور پنج مدل ايجاد كرد كه بهترين آنها را انتخاب 
مطالعه  PyMOL و  PDBافزارهاي كرده و به كمك نرم

ميزان  و - 21/0 برابر با  اين مدل C-scoreميزان . شدند
TM-Score اندازه  همچنين. مي باشد 69/0±12/0 آن برابر

RMSD آزمايشگاهي برابر با Å 2 /4 Å ±2/7 بدست آمد. 
 نشان نمره يك C-score .آمينواسيد دارد 387آنزيم اين 
-I توسط شده بيني پيش مدل كيفيت به اعتماد ميزان دهنده

TASSER الگوهاي ترازي هم اساس بر محاسبه اين .است 
 +5تا  - 2 همحدود در معمولا  C-score.است شده استفاده
 مدل به بيشتر اطمينان هدنده نشانعدد  اين بالاتر و بوده
 شباهت گيري اندازه براي مقياس يك TM-score .باشدمي

 يبرا TM-score از هدف. است ساختار دو بين ساختاري
 ميانگين RMSD كه آنجا از. باشدمي RMSD مسئله حل

 يك است، ساختار دو در باقيمانده هاي جفت تمام فاصله
 نمره. دهد مي افزايش را  RMSDمقدار كوچك، خطاي

 بيشتر  TM-score. محلي سازي مدل خطاي به حساسيت
  17/0كمتر از  و مدل درست توپولوژي دهنده نشان 5/0از 

شكل  .استمدل با ساختار الگو  يشباهت تصادف يبه معن
 سنتاز اسكوالن سازي شده آنزيم تصوير ساختار مدل 10

همانطور كه شكل ). 10شكل (دهد نشان مي نظر را مورد
سازي شده آنزيم اسكوالن سنتاز مدل ساختاردهد نشان مي

هاي آلفا هليكس تشكيل شده و صفحات بتا فقط از زنجيره
   .)10شكل ( در آن وجود ندارد

در اين نشان داده شده است  11همانطور كه در شكل    
- ئين به شكل زير ميپروت (β-factor)آنزيم ميزان بتا فاكتور 

عاملي است كه ميزان تحرك  (β-factor)بتافاكتور . باشد
ها پذيري حرارتي ذاتي اسيدهاي آمينه در ساختار پروتئين

ترازي  ، اين مقدار از همI-TASSERدر . دهدرا نشان مي
به دست  هايدر تركيب با پروفايل توالي PDBهاي پروتئين

 .آيدهاي توالي به دست ميداده ارائه كننده هايپايگاهآمده از 
 نشان دهنده بتافاكتور نرماليز شدهدر اين شكل نمودار آبي رنگ 

 آمينواسيدي توالي دراز توالي كه  ، نواحيهاي قرمز رنگبخش و
همچنين، . دهدرا نشان مي كس تشكيل مي دهنديساختار آلفا هل

و بتا  صفحات دهنده هاي تشكيلنواحي سبز نشان دهنده قسمت
دهند را نشان مي هايي است كه تشكيل لوپحي مشكي بخشانو
  .دهدمي

  
سازي شده اسكوالن تصوير ساختار سه بعدي آنزيم مدل -10شكل 

  سنتاز
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البته اين قسمت بسيار محدود بوده و صرفا احتمال تشكيل را 
نشان مي دهد كه ممكن است به صورت بتا ديده نشوند و 

  .داده شوند بصورت لوپ در ساختر نمايش

به كمك در ادامه خصوصيات فيزيكوشيميايي اين آنزيم  
با بارگذاري اطلاعات    ExPASy - ProtParam toolسرور 

محاسبه شد كه در جدول زير نشان توالي در اين سرور 

همچنين ميزان اسيدهاي  .)3جدول ( )13( داده شده است
ج نشان مي دهد كه ايتن سبه شد واآمينه اين آنزيم مح

اسيدهاي آمينه لوسين، آلانين و آسپارتيك اسيد بيشترين 
  .)4جدول ( فراواني را در اين آنزيم دارند

  

  

 
  ميزان بتا فاكتور در ساختار آنزيم اسكوالن سنتاز -11شكل 

 
  سنتاز اسكوالن آنزيم يزيكوشيمياييف ياتخصوص -3جدول

No.  Parameters CDase 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
 

Theoretical pI    
Molecular weight      
Sequence length               
Extinction coefficients (M-1 cm-1at 260 nm)* 
Asp + Glu 
Arg + Lys 
  

5.16
43285.19 
387 
44515- 43890 
56 
42 

 سنتاز اسكوالن آنزيم آمينه اسيدهاي ميزان -4جدول 

 

 بحث

 با اي، مرحله دو اكنشو يك طي سنتاز اسكوالن آنزيم
 مولكول يك سنتز فسفات، دي فارنسيل مولكول دو اتصال

 كه است شده داده نشان اخيراً. كند مي كاتاليز را اسكوالن
 سمت به كربن شار دركنترل نيز ديگري هاي آنزيم

. )22(  هستند دخيل مسير اين در مختلف ايزوپرنوئيدهاي
 اولين كه باشد مي نتازس اسكوالن آنزيم ها، آنزيم اين از يكي

 ارگوسترول و پستانداران در كلسترول بيوسنتز در مرحله
-فارنسيل يا و  سنتاز اسكوالين. كند مي كاتاليز را ها قارچ در
 يك فارنسيل ترانسفراز فسفات دي-فارنسيل: فسفات دي

 مسير دربوده و  آندوپلاسمي شبكه غشاء به متصل آنزيم
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 تسريع مسير اين در. كنديم شركت ايزوپرنوئيد بيوسنتز
 از يكسان مولكول دو كه است مرحله دو واكنش يك

 به NADPH مصرف با (FPP) فسفات پيرو فارنسيل
 به تازگي ژن جديد آنزيم .شوندمي تبديل اسكوالن
 كلوناز سويه هاي دريازي ترائوستوكيتريد  سنتاز اسكوالن

. )22( ثبت گرديده است ژن نك او توالي ژني آن در ب شده
 و ژني بيوانفورماتيكي آناليزهاي در اين مطالعه انجام

 بر بيوانفوراتيكي آناليز چند يزن قبلا .شد پروتئيني انجام
 يمآنز ينو همچن Bو  C يتهپات يروسو هايپروتئين روي
به منظور ارزيابي  .)14( است شده انجام يفرازلوس

والي نوكلئوتيدي اين آنزيم در برنامه بيوانفورماتيكي، ت
CAIcal  وseqoverall_v2. مورد ارزيابي قرار گرفت  .

يمي با كه ميزان همپوشاني اين توالي آنز دهدنتايج نشان مي
باشد مي% 35حدود  Schizosaccharomyces pombeگونه 

سازي ساختاري همچنين مدل. كه همپوشاني پاييني است
دهد كه د كه آناليز اين مدل نشان مينيز در سايت انجام ش

هاي آلفا تشكيل شده و صفحات تمام اين ساختار از زنجيره
 به پروتئين سازي ساختارمدل. شود مشاهده نميبتا در آن 

 دنباله روي از پروتئين بعدي مدل سه ساخت معناي
 روي از سوم و دوم ساختار تعيين و آن آمينواسيدهاي

 با مبنا از پروتئين ساختار تعيين. ستا پروتئين اوليه ساختار
سازي مدل. است متفاوت پروتئين يك طراحي مسأله

 و بيوانفورماتيك حوزه در مهم مسائل از يكي پروتئين
 و) دارو( پزشكي در زيادي اهميت و است تئوري شيمي

ويژگي سازي، بعد از اتمام فرايند مدل .دارد بيوتكنولوژي
مطالعات نشان   .گرديدرسي برهاي ساختاري اين مدل نيز 

 متفاوتي  تمايل مختلف جانبي هاي زنجيره كه دهدمي
 آلانين، اين بنابر. دارند آلفا مارپيچ در حضور براي

 هاي دهنده تشكيل متيونين و لوسين اسيد، گلوتاميك
 گلايسين، پرولين، حاليكه در هستند آلفا مارپيچ خوب

 اين .)15( ندمناسب نيست نظر اين از سرين و تايروزين
 اسيدهاي توالي از دوم ساختمان پيشگويي در تمايلات

 قوي كافي اندازه به اما كانوني به حساب آمده نقطه آمينه
نتايج محاسبه  .شوند دقيقي پيشگويي باعث كه نيستند

ميزان اسيدهاي آمينه اين آنزيم نشان مي دهد كه اسيدهاي 
آمينه لوسين، آلانين و آسپارتيك اسيد بيشترين فراواني را 

 يدهاياس فراواني به رابطه و با توجه در اين آنزيم دارند
 احتمال ينبنابرا )6, 15( يهثانو ايساختاره يلدر تشك ينهآم

 نظر بهبوده و  يادساختار ز ينا در آلفا هايمارپيچ تشكيل
 اسكوالن آنزيم يساختار مدل يفيتاحتمالا ك كه رسدمي

همچنين لازم است كه پروموتور اين  .باشد مناسب سنتاز
و ) 2(ژن توسط روش هاي بيوانفورماتيكي شناسايي شده 

سپس توسط كلونينگ ژن مورد نظر و بيان آنزيم اسكوالن 
سنتاز، پايداري آن در شرايط فيزيكي و شيميايي مورد 

ي از توالي اين مطالعه شناخت جامع ).3(بررسي قرار گيرد 
ژني، توالي پروتئيني و ساختار آنزيم را فراهم كرده و در 
استفاده و كاربردهاي بيوتكنولوژي اين آنزيم بسيار حائز 
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Abstract 

Squalen is a polyunsaturated triterpene with wide range of applications in pharmacy. In 
this study, production of squalen and bioinformatic analysis of corresponding gene were 
investigated in native strain of Aurantiochytrium. This strain produced 3.7 and 1.6 g/l 
biomass and oil rich in squalene, respectivelly. The amount of produced squalene by 
this strain was assessed as 48.9 mg/l. Also, Aurantiochytrium squalen synthase gene 
was identified and sequenced by molecular analysis. Using the bioinformatics 
software's, some of codon parameters were evaluated and graphical chart was drawn. 
By use of modeling databases and their software's, the modeling process of this enzyme 
was conducted. The results of modeling confirmed the role of some amino acids as 
alanine, glutamic acid, leucine in construction of alpha helix structure. These types of 
studies help in identification of squalene synthase reaction mechanism. Evaluation of 
these hidden information can improve the knowledge of the squeal-like scalene folding 
process and the challenges of protein expression and will be effective in the new design 
of the enzyme. 
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