
1394، سال 4، شماره 4، جلد پزشكي كاربرديگياه  

٢٢٧ 

 در حشرات P450سيتوكروم  پروتئينساختاري و فيلوژني  بررسي خصوصيات

 
Structural, and phylogenetic analysis of cytochrome P450 protein in insects 

  

 ثمين صديق

 
 24/9/1394 :پذيرش تاريخ                                           20/3/1394:دريافتتاريخ 

  

  چكيده

. دارند دخالت خارجي و داخلي مواد متابوليسم در كه هستند هم حاوي هايمنواكسيژناز  P450 (cyps) سيتوكروم هايآنزيم

-مي يافت حشرات و هاباكتري گياهان، پستانداران، مانند مختلف موجودات در كه هستند هاآنزيم از بالاخانواده يك شامل هاآن

 مطالعه، اين در. است شده حفاظت بسيار هاآن ساختار اما كنند،مي زهيمتابول را زيادي هايسوبسترا و بوده متنوع ها cyp .شوند

 اساس بر. گرفت انجام مختلف هايخانواده به متعلق حشرات از گونه سي در P450 هايآنزيم بيوانفورماتيكي تحليل و تجزيه

 از گونه هفت ساختاري آناليز. بود مشترك حشرات تمام در موتيف MAST ،3 و MEME هايابزار از آمده دست به هايموتيف

 Drosophila سوم ساختار. شد نجاما  EXPASY  پايگاه در SOPMA و ProtParam هايابزار توسط شده انتخاب حشرات

melanogaster )دسترسي شماره :NP_525031( سرور از استفاده با ديگر گونه شش و حشره نمونه عنوان به Phyre2 هاستفاد و با 

 افزار نرم توسط ClustalW الگوريتم از استفاده با هاپروتئين توالي. گرديد بينيپيش )4lxj: دسترسي كد( ”c4lxjA“ مدل از

MEGA 6.06 همسايگي-اتصال روش از استفاده با فيلوژني درخت و شده سازيترازهم (NJ) نتايج، به توجه با. گرديد ترسيم 

- مشتق شده مشترك جد يك از احتمالا كهطوريبه دارند وجود حشرات مختلف هايگونه در cyp ايـهپروتئين بين زيادي شباهت

 فراهم حشرات در پروتئين اين تكامل و عملكرد به راجع بيوانفورماتيكي مطالعات براي را ايزمينه پيش آمده دستبه هايداده. اند

  .آوردمي

  ساختاري تحليل و تجزيه حشرات، فيلوژني، درخت ،P450 (cyp) سيتوكروم بيوانفورماتيك، :كليدي واژگان
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  قدمهم

ها در سوخت و اين آنزيم. وجود دارند) ها تا پستانداراناز باكتري(ها هايي هستند كه در تمام ارگانيسمپروتئين P450هاي آنزيم

 هايژن وسيله به كه شودمي استفاده هاييپروتئين براي P450 هايآنزيم يا P450 اصطلاح. خارجي دخالت دارندو ساز مواد داخلي 

 نام به هاپروتئين از ايخانواده بالا به متعلق P450 (cyp) سيتوكروم. )1393بنداني، ( شوندمي كد P450 (cyp) رومـسيتوك

 زيادي تعداد از اييـشيمي هايشـواكن در هاCyp. است شده ناميده نام اين به هم كوفاكتور داشتن دليل به كه است هاهموپروتئين

مي كبد وميكروز (P)از پيگمان  P450نام  ).Nelson, 2011( دـكننمي ادهـاستف راـسوبست انوـعن به بزرگ و كوچك هايولـمولك از

نواكسيد ونواكسيد كربن است، وقتي كه با مواين پيگمان قادر به اتصال به م. كشف شد 1958پستانداران گرفته شده كه در سال 

ها، بنابراين از خصوصيات مشترك تمامي آن. ر خواهد بودنانومت 450كربن اشباع و احيا شود داراي حداكثر جذب در طول موج 

Feحداكثر جذب كمپلكس 
2+ 

-Co  هاي ژن). 1393بنداني، (اند نانومتر است كه بر اين اساس نامگذاري شده 450در طول موج

 cyp از مختلفي هايفرمايزو). Feyereisen, 1999(هاي متابوليكي متنوعي دارند خانواده بزرگي هستند كه فعاليت P450سيتوكروم 

 توالي اساس بر و كرده بنديطبقه زيرخانواده 57 و خانواده 18 در هاآن شده شناخته آمينه اسيد اساس بر را هاآن كه دارد وجود

 شماره. شوندمي گذارينام cyp پيشوند با P450 خانواده بالا هايژن ).Nelson, 2011( كنندمي گذارينام آمينه هاياسيد كل

 ژن نوع براي شماره يك نهايت در و زيرخانواده گذارينام براي الفبا بزرگ حرف يك سپس گيرد،مي قرار پيشوند از بعد خانواده

 حشرات در. شوندمي نوشته بزرگ حرف اب) پروتئين يا و mRNA مثل( ژني محصول ولي ايتاليك صورت به هاژن. شودمي استفاده

 cyp28 و cyp4، cyp9، cyp12، cyp18 هاي نام به و هستند حشرات براي اختصاصي خانواده كه نداشده شناسايي cyp خانواده 6

  .)1393بنداني، (است  دارانمهره با مشترك توالي داراي دارد وجود حشرات در كه cyp4 خانواده. اند شده گذارينام

ژنوم هر گونه . ها استها ناشي از تنوع شكل آننزيمهاي گوناگون هستند و تنوع عملكرد اين آداراي عملكرد P450هاي آنزيم

داراي وزن مولكولي  P450هاي پروتئين .اندها از يك منشا سرچشمه گرفتهاست كه تمامي آن P450حشره داراي بيش از صد ژن 

ها معمولا هاي يوكاريوتCyp. )1393بنداني، ( كنندش شيميايي را كاتاليز ميـواكن 60ش از ـون بوده و بيـو دالتـكيل 55تا  45

تمامي اعضاي اين بالا خانواده داراي يك ساختار كروي تا مثلثي شكل بوده كه در نيمه . اسيد آمينه هستند 560تا  480داراي 

اغلب صفحات . انتهايي كربوكسيل داراي تعداد زيادي مارپيچ آلفا و در نيمه انتهايي آميني داراي تعداد زيادي صفحات بتا هستند

 جايگاه مركز در هم آهن گروه يك ها همچنين دارايDanielson, 2002( .Cyp(گيرند هاي آلفا در يك صفحه قرار ميا و مارپيچبت

و يا متصل به ) هاپروكاريوت(ها به صورت قابل حل در آب مانند باكتري P450هاي آنزيم. )Guengerich, 2007( هستند خود فعال

  ).1393بنداني، (هاي يوكاريوت وجود دارند توكندري سلولغشا در غشاي ميكروزوم و مي

 غني منابع چربي بافت و) مياني معده( گوارشي كانال اما دارند، وجود مختلف هايبافت در P450 كننده كد هايژن حشرات، در

ست كه سبب كاتاليز ا هانها به دليل نقش منواكسيژناز آP450 عملكردترين مهم). 1393 بنداني،( شوندمي محسوب ها P450 از

علاوه بر كاتاليز كردن . شودكه اتم ديگر اكسيژن به آب احيا ميكردن يك اتم اكسيژن مولكولي به درون سوبسترا شده، در حالي

في از انواع مختل. را نيز دارد (Desaturase)دي ساچوراز  و هاي ديگري نظير اكسيداز، رداكتاز، ايزومرازاكسيژن، اين آنزيم عملكرد

ها در متابوليزه كردن ين آنزيما. ها نقش دارندهاي سيگنال مانند فرومونها وجود دارند كه در بيوسنتز و تجزيه مولكولاين آنزيم

  .)Feyereisen, 1999؛ 1393بنداني، ( هاي شيميايي نيز دخالت دارندكشآفت و هامواد خارجي مانند سموم گياهي، دارو

P450مقاومت به حشره. باشندها ضروري ميكشزدايي يا فعال سازي حشرهاي آنزيمي است كه براي سمهها شامل سيستم -

هاي شود كه از نژادنسبت داده مي cyp6G1و  cyp6A1 ،cyp6A2 ،cyp6D1 ،cyp6E1 ،cyp6Z1مانند  P450هاي ها به ژنكش

 ;Feyereisen et al., 1995; Waters et al., 1992; Tomita and Scott, 1995; Kasai et al., 1998( مقاوم جداسازي شده است

Nikou et al., 2003; Schlenke and Begun, 2004( .  

 cyp6G1و  cyp6A2 (Brun et al., 1996)شوند، براي مثال هاي مقاوم بيان ميبه ميزان زيادي در نژاد P450هاي اين ايزوفرم

)Daborn et al., 2002  ؛McCart, 2008 ( درDrosophila melanogaster  مقاوم بهDDT شوندبه ميزان زيادي بيان مي .cyp6A1 
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 Helicoverpa هايدر نژاد cyp6B7، (Feyereisen et al., 1995) (Musca domestica)هاي مقاوم به ديازينون مگس خانگي در نژاد

armigera هاپيرتروئيد مقاوم به(Ranasinghe and Hobbs, 1998)  ،cyp6E1  درCulex pipiens quinquefasciatus  مقاوم به

به ميزان  (Nikou et al., 2003) هامقاوم به پيرتروئيد Anopheles gambiaeدر  cyp6Z1و  (Kasai et al., 1998) هاپيرتروئيد

 ,.Chiu et al( ودـشمي DDTاز ـس وخت وـباعث س cyp6Z1كه ناقل مالاريا است  Anopheles gambiaeدر . شوندزيادي بيان مي

 Scott et al., 1998, Kahn and(اهان ـي گيـايي دفاعـابوليسم مواد شيميـرات باعث متـدادي از حشـدر تع cyp6واده ـانـخ. )2008

Durst, 2000( ها شـكرهـو حش)Feyereisen, 1999; Scott, 1999; Scott and Wen, 2001( تنوع در بيان  .شودميP450  در طي

 ,.Gandhi et al( دنشوبيان مي يدر طول تمام مراحل تكامل cyp6A1و  cyp4D1ها مثل P450بعضي از . اضح استكاملا وتكامل 

1992; Cohen and Feyereisen, 1995(كه ميزان بيان در سايرين مانند ، در حاليcyp6B1 ،cyp6B2،cyp6B3  ،cyp6D1  و

cyp6L1 بر اساس سن متفاوت است )Scott et al., 1998; Harrison et al., 2001; Wen and Scott, 2001(.  

هاي مختلف حشرات گونه از راسته 30هاي بيوانفورماتيك در با استفاده از ابزار P450در اين مطالعه تجزيه و تحليل پروتئين 

اي براي مطالعات نهتواند پيش زمينتايج اين بررسي مي. ام گرفتـانجف و خصوصيات اين آنزيم ـهاي مختلبيني ساختاربراي پيش

  . آينده روي اين آنزيم باشد

 

  هامواد و روش

  هاداده آوريجمع

 فرمت دو با) (Reference Sequences اصليهاي توالي داده در حشرات، P450پروتئين  بيوانفورماتيك تجزيه منظور به

FASTA و GenBank سايت از است شده شناسايي هاآن در نظر مورد پروتئين كه حشراتي تمامي در NCBI آوريو جمع جستجو 

  ).2015 مارس ،1394 فروردين هاداده دريافت تاريخ( گرديد

پذير ها در يك بررسي امكانهاي شناسايي شده از اين پروتئين در حشرات امكان بررسي تمام تواليبا توجه به تعداد زياد توالي

رات يك توالي انتخاب شده و به عنوان داده اوليه مورد استفاده قرار هاي مختلف حشراسته متعلق بهنيست، لذا از هر خانواده 

ده آن ـوان نماينـه به عنـهاي ساختاري نيز از هر راسته يك گوندر بررسي. عدد بود 30هاي نهايي كه تعداد دادهيرگرفت، به طو

، Homoptera ،Hemipteraهاي ق به راستهعدد و متعل 7ها راسته انتخاب شده و مورد بررسي و مقايسه قرار گرفت، تعداد آن

Diptera ،Hymenoptera ،Lepidoptera ،Phthiraptera  وColeoptera هايتجزيه در هاداده تشخيص در سهولت منظور به. بود 

 نام سپس نظر، مورد گونه و جنس اول حرف ابتدا كه صورت اين به. شد گرفته نظر در مشخصه يك هاآن از يك هر براي نظر مورد

 هاآن گونه بعدي حروف از بودند گونه و جنس در مشابه اول حرف داراي نظر مورد موجودات اگر .نوشته شد (P450) پروتئين

   .شد استفاده

مشخصه مورد  خانواده، راسته، علمي، نام شامل اين تحقيق در استفاده مورد حشرات به مربوط هايداده مشخصات 1 جدول در

  .است شده ذكر NCBI بانك در پروتئيني داده آن (Accession number) رسيدست استفاده و شماره
 

  شده حفاظت هايشناسايي توالي

 صـتشخي به ادرـق هاآن دارند، اما ودـوج اظت شدهـهاي حفدمين ودـوج دمـع يا ودـوج ريفـتع هاي زيادي برايابزار

هاي فـرات و تعيين موتيـدر حش P450ن ـوع پروتئيـه تنـراي مطالعـب رواز اين. دـنيستن اوتـمتف هايوـالگ و كوچك هايفـموتي

 MAST (Motif Alignmentو  )MEME )Multiple Em for Motif Elicitation; version 4.10.2هاي امهـده از برنـاظت شـحف

and Search Tool; version 4.10.2)  در وب سايتhttp://meme-suite.org/  استفاده گرديد(Bailey et al., 2009) .افزار براي نرم

  .اسيد آمينه و با ميزان ظهور صفر تا يك بار در طول توالي براي سي گونه حشره تنظيم شد 15-30هاي موتيف به اندازه 10يافتن 
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  .است شده استفاده تحقيق ينا در كه مختلف هايراسته به متعلق حشرات از مختلف گونه 30 - 1 جدول

 Table 1. The list of thirty insect species of different orders analyzed in the current study. 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 P450پروتئين و فيلوژنتيكي  بررسي ساختاري

وان ـبه عنهاي مختلف از راستهگونه حشره  7در حشرات از P450  پروتئين مختلف خصوصيات و هاساختار بررسي منظور به

 http://www.expasy.org سايت در ودـمختلف موج هايابزار هـن به وسيلـار اين پروتئيـساخت. رديدـاده گـرات استفـده حشـنماين

 آمفوتريك مولكول يك ناخالص بار آن در كه خاص PH مقدار( ايزوالكتريك نقطه ها،پروتئين اوليه ساختار بررسي در .گرديد تعيين

ثباتي، شاخص آليفاتيك و متوسط ها، شاخص بيتعداد اتم ، فرمول شيميايي،آمينه هاياسيد تعداد و نوع مولكولي، وزن ،)است صفر

 براي هاپروتئين بعدي دو ساختار .)Gasteiger et al., 2005( گرديد تعيين Protparam ابزاربا استفاده از (GRAVY)  آبدوستي

براي  .)Geourjon and Deleage, 1995( تعيين گرديد SOPMA با ابزار تصادفي مارپيچ فنر و بتا صفحه آلفا، مارپيچ درصد تعيين

 رديف

Index 

 نام علمی حشرات

Insect’s Scientific Names 

  اختصار نويسی

Abbreviation 

 خانواده

Family 

 راسته

Order 

 شماره دسترسی

Accession Number 

1 Acyrthosiphon pisum Ap-P450 Aphididae Homoptera NP_001156683 

2 Aedes aegypti Aa-P450 Culicidae Diptera XP_001652225 

3 Anopheles gambiae str. PEST Ag-P450 Culicidae Diptera XP_318345 

4 Apis dorsata Ad-P450 Apidae Hymenoptera XP_006625127 

5 Apis florea Af-P450 Apidae Hymenoptera XP_003694529 

6 Apis mellifera Am-P450 Apidae Hymenoptera NP_001035323 

7 Bombus impatiens Bi-P450 Apidae Hymenoptera XP_003491954 

8 Bombyx mori Bm-P450 Bombycidae Lepidoptera NP_001140197 

9 Bombus terrestris Bt-P450 Apidae Hymenoptera XP_003399985 

10 Ceratitis capitata Cc-P450 Tephritidae Diptera XP_004537773 

11 Culex quinquefasciatus Cq-P450 Culicidae Diptera XP_001870609 

12 Diaphorina citri Dc-P450 Psyllidae Hemiptera XP_008476340 

13 Drosophila ananassae Da-P450 Drosophilidae Diptera XP_001967242 

14 Drosophila erecta De-P450 Drosophilidae Diptera XP_001982611 

15 Drosophila grimshawi Dg-P450 Drosophilidae Diptera XP_001986708 

16 Drosophila melanogaster Dm-P450 Drosophilidae Diptera NP_525031 

17 Drosophila mojavensis Dmo-P450 Drosophilidae Diptera XP_001998935 

18 Drosophila persimilis Dpe-P450 Drosophilidae Diptera XP_002018192 

19 Drosophila pseudoobscura pseudoobscura Dp-P450 Drosophilidae Diptera XP_002132781 

20 Drosophila sechellia Ds-P450 Drosophilidae Diptera XP_002044523 

21 Drosophila simulans Dsi-P450 Drosophilidae Diptera XP_002085396 

22 Drosophila virilis Dv-P450 Drosophilidae Diptera XP_002060433 

23 Drosophila willistoni Dw-P450 Drosophilidae Diptera XP_002075256 

24 Drosophila yakuba Dy-P450 Drosophilidae Diptera XP_002100302 

25 Megachile rotundata Mr-P450 Megachilidae Hymenoptera XP_003708491 

26 Microplitis demolitor Mde-P450 Braconidae Hymenoptera XP_008550694 

27 Musca domestica Md-P450 Muscidae Diptera NP_001273810 

28 Nasonia vitripennis Nv-P450 Pteromalidae Hymenoptera NP_001166018 

29 Pediculus humanus corporis Ph-P450 Pediculidae Phthiraptera XP_002430933 

30 Tribolium castaneum Tc-P450 Tenebrionidae Coleoptera NP_001177722 
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 نتايج به دست آمده سپس. )Kelley and Sternberg, 2009( شد استفاده Phyre 2 رابزاتعيين ساختار سه بعدي اين پروتئين از 

 مگس در P450 پروتئين بعدي سه ها ساختاربراي انجام مقايسه .گرفت قرار بررسي مشاهده و مورد Chimera  1.11افزارنرم توسط

و  ساختار پروتئين مگس سركه قرار گرفتهده روي ـنهاي نمايي نمونهده بعـار سـساخت .رديدـگ تعيين مدل حشره عنوان به سركه

 دـن زده شـخميت )/TM-score )http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-scoreرور ـاده از سـبا استف هاميزان شباهت آن

)Xu and Zhang, 2010; Zhang and Skolnick, 2004(. 

 Tamura, et(ام گرديد ـانج MEGA 6.06اده از نرم افزار ـبا استف P450ن ـهاي پروتئيي تواليـوژنتيكـل فيلـزيه و تحليـتج

al., 2013( .30  توالي مورد نظر با استفاده از روشClustalw سازي شده و درخت فيلوژنتيكي به روش  ترازهمNeighbor-joining 

(NJ)  باbootstrap 1000 ترسيم گرديد.  

  

  نتايج

هاي هاي مختلف حشرات متعلق به هفت راسته مختلف با استفاده از ابزاراز گونه P450توالي پروتئين  30در اين بررسي تعداد 

هاي مختلف به عنوان نماينده آن راسته انتخاب شده و در هفت حشره از راسته. بيوانفورماتيك مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت

  .ها استفاده شدهاي ساختاري از آنرسيبر

-تجزيه و تحليل موتيف. شودتكرار مي يهاي پروتئينها در يك گروه از تواليحفاظت شده يك الگوي توالي است كه بار موتيف

موتيف  10. هاي حشرات انجام شدظت شده در تواليفاهاي حدر حشرات به منظور يافتن الگوي موتيف P450هاي پروتئين 

اين نتايج نشان داد . آمده است 2ها در جدول كه در توالي آن) 1شكل (شناسايي شدند  MASTو  MEMEاظت شده توسط حف

 . دنباششود كه در بين اين سي گونه مشترك ميدر حشرات يافت مي P450موتيف در پروتئين  5كه حداقل 

 
 MASTو MEME شناسايي شده توسط  P450هاي توالي موتيف -2جدول 

Table 2. P450 Motif sequences identified by MEME and MAST. 

 

 موتيف

Motif 

 عرض

Width 

 E ارزش

E-value 

  جايگاه

Sites 

 بهترين نوع توالي

Best possible match 

1 30 3.0e-343 31 PFGAGPRNCIGQRFAMMQMKVCLAKILRNY 

2 21 8.1e-207 31 MPYLDMCIKETLRMYPPVPMI 

3 21 9.5e-200 31 HMDPRYWPNPEKFDPERWLEE 

4 30 6.0e-266 30 GHETTSSTMSFCLYELALNPDVQKRCREEI 

5 30 5.8e-163 25 AGLFMMQGQKWHHMRKKLTPAFHQGKLKQM 

6 21 1.8e-066 18 YTTDIICSCAMGVKINSQKNP 

7 28 2.5e-080 29 VYGVYVGHQPAVVIHDPEHVEEVLSKDF 

8 21 4.8e-077 27 ADYDVPNSGYTIPKGTNIWIS 

9 28 2.1e-058 12 VVWDTIEYREKNNVVRNDMIHLLMQLHK 

10 18 4.9e-042 26 VPGPPPWPIFGNYWDCLG 
  

  

ده حشرات ـاينـوان نمـايش به عنـرات مورد آزمـونه از حشـهفت گ P450ن ـايف پروتئيـار و وظـاختـايي سـاسـور شنـبه منظ

ي ـبررس. رار گرفتندـقل ـزيه و تحليـكي مورد تجـوانفورماتيـهاي بياده از ابزارـده و با استفـاب شـف انتخـهاي مختلهـستاز را

رات ـدگان رده حشـوان نماينـشده به عن باـهاي انتخيـول توالـط. ام گرفتـانج Protparamده از ابزار اـه با استفـار اوليـاختـس

 62/5- 27/9التون و د 1/57241- 5/87568ك به ترتيب بين تغييرات وزن مولكولي و نقطه ايزوالكتري. بود 771تا  508بين 
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. ودـر بـمتغي (D. citri) 27/9و  (D. melanogaster) 62/5بين ده ـاينـرات نمـدر حش GRAVYص ـاخـنرخ ش. رديدـده گـاهـمش

ن ـپروتئي داريـناپايص ـاخـي شـبررس. دـده شـاهـمش Bm-P450ن آن در ـتريشـو بي Ph-P450اتيك در ـص آليفـاخـترين شكم

P450 وط به ـربـاخص مـترين اين شه بيشـان داد كـده نشـرات نماينـدر حشDc-P450 )79/49 (ه ـق بـن آن متعلـريـتمـو ك

Tc-P450 )34/26 (است.  

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

  

  

  

  .اندمتفاوت نشان داده شده هايرنگ هايي بهقابها با موتيف. MEMEدر حشرات توسط  P450هاي حفاظت شده پروتئين فموتي - 1شكل 

Fig. 1. Discovered conserved motifs of P450 proteins in insects by MEME tool. The motifs were shown as different-

colored boxes. 

  

انجام شد تا نسبت مارپيچ آلفا، صفحه  SOPMAدر حشرات نمونه با استفاده از ابزار  P450بيني ساختار ثانويه پروتئين پيش

هاي عصبي ه بر اساس شبكهبيني ساختار ثانويپيش. بتا، فنر مارپيچ تصادفي و صفحات گسترده در توالي پروتئين تعيين گردد

ترين آن مربوط به صفحه بتا ترين ساختار مربوط به مارپيچ آلفا و كمو نشان داد كه بيش )Combet et al., 2000(انجام گرفته 

  .است

تعيين شده و مقايسه ساختاري  PHYRE2به عنوان گونه مدل حشرات با استفاده از ابزار  Dm-P450ساختار سوم پروتئين 

 .گرفت انجام)  PDB:4lxjشماره دسترسي ( c4lxjAها بر اساس مدل مونهساير ن

 و MEGA 6.06 افزارنرم از استفاده با مطالعه بر اساس پروتئين مورد نظر، حشرات مورد بين فيلوژنتيكي روابط شناسايي براي

يك روش  NJروش . گرديد ترسيم فيلوژنتيكي درخت Clustalwو الگوريتم  )Neighbour-joining (NJ)( همسايگي-اتصال روش
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نتايج به دست  .است نزديك بهينه درخت به آيدمي دست به كه درختي و كرده عمل بهينه صورت به مرحله هر سريع بوده، در

ها با اغلب گروه. اندگذاري شدهشماره 1-7گيرند كه از گروه قرار مي 7در P450هاي آمده از اين بررسي نشان داد كه توالي

bootstrap  بر اساس درخت به دست آمده . ها نشان داده شده استشدند كه در روي شاخهحمايت مي 50بالايAp-P450  به دليل

bootstrap 3شكل ( پائين متعلق به هيچ گروهي نبود(.  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

  

  
 

  

: PDB، شماره دسترسي NP_525031: شماره دسترسي(به عنوان حشره مدل  D. melanogaster در P450ساختار سوم پروتئين  -2شكل 

4lxj ( به دست آمده از سرورPhyre 2) .(اندمدل روبان مانند، مارپيچ آلفا به شكل فنر مانند و صفحات بتا با فلش نشان داده شده) الف .a (

دهنده زديك به آبي نشانپتانسيل منفي، ندهنده رنگ قرمز و نزديك به آن نشان. Chimeraافزار دوستي با استفاده از نرممدل سطوح آب

  .دهنده خنثي بودن استپتانسيل مثبت و نزديك به سفيد نشان

Fig. 2. Tertiary structure of P450 protein in D. melanogaster as the insect model (Accession number: NP_525031, 

PDB accession code: 4lxj) using Phyre2 server. (a) Ribbons model, alpha helices are shown with helix shape and 

beta sheets with arrows. (b) Hydrophobicity surface model using Chimera 1.11. Color from red for negative 

potential, to blue for positive potential. 

  
   هاي مختلفدر حشرات نماينده از راسته P450ساختار اوليه  -3جدول 

Table 3. Primary structure of P450 in representative insects from different orders  

  

 رديف
Index 

 نمونه
Sample 

ProtParam 

 طول

Length 

 فرمول

Formula 

هاتعداد تمام اتم  

Total No. of 

atoms 

Gravy 

شاخص 

  آليفاتيك

Aliphatic 

index 

شاخص 

  ناپايداري

instability 

index 

ن مولكوليوز  

Molecular 

weight 

نقطه 

  ايزوالكتريك

Theoretical 

PI 

1 Am-P450 548 C2821H4478N748O796S20 8863 -0.160 97.50 39.19 62250.3 8.68 

2 Ap-P450 508 C2710H4200N664O742S23 8339 -0.005 95.37 31.66 58692.5 8.55 

3 Bm-P450 493 C2620H4134N704O694S20 8172 0.006 110.28 43.37 57241.1 8.69 

4 Dc-P450 771 C3920H6201N1095O1099S41 12356 -0.323 83.99 49.79 87568.5 9.27 

5 Dm-P450 556 C2821H4462N756O817S29 8885 -0.188 90.67 41.76 62970.7 6.98 

6 Ph-P450 602 C3072H4832N822O908S24 9658 -0.426 83.07 45.08 68578.5 8.20 

7 Tc-P450 521 C2727H4229N703O757S25 8441 -0.226 85.70 26.34 59776.3 8.84 
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ساختار سوم بر اساس مدل . هاي مختلفدر حشرات نماينده از راسته P450مشخصات ساختار ثانويه و سوم پروتئين  -4جدول

c4lxjA شده است بررسي.  
Table 4. Secondary structure and tertiary structure characteristics of P450 protein in representative insects from 

different orders. Tertiary structures are based on “c4lxjA” model and confidence 100%. 

  

  بحث

. )Wojcik and Schächter, 2000(سازد پذير ميها را در يك آزمايش امكانتجزيه و تحليل پروتئوميكس، بررسي انبوهي از داده

آورد ها فراهم ميمـها و ارگانيسولـلهاي موجود در سامروزه پروتئوميكس و بيوانفورماتيك نگرشي جديد را نسبت به فرآيند

)Darabi and Seddigh, 2015; Seddigh and Darabi, 2016(.  

ها استفاده ينـلف پروتئـهاي مختارـاختـده و سـاظت شـهاي حففـي موتيـايي و بررسـاسـرا از بيوانفورماتيك در شنـاخي

هاي زارـي، از ابـدر اين بررس. )Baloğlu et al., 2011; Bordoli and Schwede, 2012; Zhang et al., 2012(ود ـشمي

هاي هـرات از راستـه از حشـونـي گـدر س P450لف پروتئين ـهاي مختارـوصيات و ساختـاسايي خصـوانفورماتيك براي شنـبي

  .دـرديـاده گـف، استفـمختل

كه اين. دـونـشل ميـامـده را شـودات زنـل موجـها در كنــروتئيـهاي پوادهـانـن بالا خـتريمـي از مهـيك P450اي ـهمـآنزي

ا، ـهنـربـدروكـي، هيـوانـهاي جونـورمــها، هدـروييـدايستـاك(ها راـوبستـي از سـه وسيعـم روي دامنـيت اين آنزيـالـفع

ر ـدر ه P450ادي ـداد زيـعـه تـد كـدهان ميـود، نشـشام ميـجـان...) ايي و ـميـهاي شيشـكي، آفتـاهـهاي گينـوكسيـت

وي ـن الگـراي يافتـب P450ن ـل پروتئيـحليـه و تـزيـجـي، تـن بررسـدر اي). 1393ي، ـدانـنـب(ود دارد ـده وجـود زنـموج

ن ـت از بيـده اسـان داده شـنش 1ل ـه در شكـور كـطهمان. دـام شـانج MEMEرور ـاده از سـده با استفـاظت شـهاي حففـموتي

 4ف ـموتي. ود داشتـي وجـررسـرات مورد بـهاي حشهـونـي گـامـدر تم 3و  2، 1اي ـهفـده موتيـي شـايـاسـف شنـوتيم 10

يف ـموت 10ه داراي ـعـالـرات مورد مطـه از حشـونـهفت گ. تـود داشـوج D. sechelliaز ـه جـرات بـشـي حـامـز در تمـني

. Tc-P450و  Aa-P450 ،Af-P450 ،Ap-P450 ،Bi-P450 ،Bt-P450 ،Mde-P450 :د ازـارتنـه عبـد كـودنـده بـايي شـاسـشن

ره ـشـه حـونـگ 12ا در ـي تنهـوالـن تـه ايـكوريـد، به طـرديـده گـاهـرات مشـشـن در حـريـايـر از سـتمـك 9ف ـموتي

  . دـرديـده گـاهـمش

و ) 5/87568(ترين وزن مولكولي شـداراي بي Dc-P450ه ـان داد كـرات نشـدر حش P450ن ـه پروتئيـار اوليـي ساختـبررس

نقطه . ترين تعداد اسيد آمينه بودو كم) 1/57241(ترين وزن مولكولي داراي كم Bm-P450و ) 771(ترين تعداد اسيد آمينه بيش

نقطه نقش مهمي در اين . كنداست كه در آن، پروتئين در ميدان الكتريكي حركت و مهاجرت نمي pHاي در نقطهايزوالكتريك 

 رديف

Index 

 نمونه

Sample 

 ساختار ثانويه

Secondary Structure 

 ساختار سوم 

Tertiary Structure 

 مارپيچ آلفا

Alpha helix 

 صفحات گسترده

Extended strand 

 صفحات بتا

Beta turn 

يفنر مارپيچ تصادف  

Random coil 

 

TM-Score 

1 Am-P450 43.98 16.79 8.94 30.29  0.2537 

2 Ap-P450 40.16 18.90 8.27 32.68  0.2109 

3 Bm-P450 48.07 17.44 10.95 23.53  0.1641 

4 Dc-P450 39.30 15.43 7.13 38.13  0.1280 

5 Dm-P450 51.98 14.21 8.45 25.36  - 

6 Ph-P450 35.71 19.27 8.64 36.38  0.1769 

7 Tc-P450 41.84 19.39 9.98 28.79  0.1978 
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دهنده بازي بودن نشان 7تر از دهنده پروتئين اسيدي و بيشنشان 7تر از كم (PI)نقطه ايزوالكتريك . ها داردتخليص پروتئين

ترين نقطه ايزوالكتريك متعلق نشان داده شد كه بيش Protparamدر تجزيه و تحليل نقطه ايزوالكتريك توسط سرور . پروتئين است

اين بررسي نشان داد كه پروتئين . بود  98/6با نقطه ايزوالكتريك  D. melanogasterترين آن متعلق به و كم) Dc-P450 )27/9به 

P450 ار ـمعي. ايي استـرات در طبيعت داراي خاصيت قليـدر حشGravy وع ميزان ـريق تقسيم مجمـيك پروتئين از ط

شاخص  ).Kyte and Doolittle, 1982(شود اسبه ميآمينه موجود در توالي مح هاياسيدهاي آمينه بر تعداد هيدروپسي تمام اسيد

GRAVY داراي (كه اگر اين شاخص منفي باشد پروتئين تقريبا كروي طوريه ب. كندها بين اعداد مثبت و منفي تغيير ميپروتئين

) گريزيداراي خاصيت آب(ين مورد نظر غشايي دهد كه پروتئتر از صفر و مثبت باشد نشان مياست و اگر بالا) دوستيخاصيت آب

ي ـه منفـالعـورد مطـونه مـرات نمـام حشـدر تم GRAVYاخص ـد كه شـرديـص گـه مشخـام گرفتـدر بررسي انج. دـباشمي

ره ه حشـت گونـد كه در بين هفـدهان ميـايج نشـاين نت. بود 006/0كه داراي ارزش  Bombyx moriه ـز پروانـد به جـباشمي

ك يك پروتئين ـاتيـاخص آليفـش. B. moriز ـدوستي است به جاصيت آبـها داراي خام آنـدر تم P450ن ـيـي، پروتئـمورد بررس

وسين در ـن و ايزولـن، لوسيـن، واليـه آلانيـهاي آميندـي آليفاتيك اسيـهاي جانبده توسط زنجيرهـال شـي اشغـاندازه حجم نسب

   .باشدها ميپروتئين

لق ـترين آن متعمـو ك B. moriق به ـلـك متعـاتيـص آليفـاخـترين ششـد بيـان داده شـنش 3دول ـه در جـور كـطانـمه

ن ـيـك در پروتئـاتيـاخص آليفـودن شـي بالا بـه دست آمده در اين بررسـج بـايـاس نتـر اسـب. ودـب P. humanus corporisبه

P450 ور تعيين پايداري ـه منظـن بـداري يك پروتئيـايـريب ناپـض. دـباشن ميـي اين پروتئيارـداري ساختـده پايـان دهنـنش

وب ـالا در تيـن احتمـد آن پروتئيـباش 40ر از ـتريب كمـن ضـر ايـاگ. رودار ميـه كـش بـآزماي هـولـلط ـن در محيـپروتئي

ه ـان داد كـي نشـن بررسـايج ايـنت. (Guruprasad et al., 1990)باشد ناپايدار خواهد بود  40تر از ر بيشـدار و اگـش پايـآزماي

وده و ـدار بـايـاپـار نـاختـداراي س Ph-P450و  Bm-P450 ،Dc-P450 ،Dm-P450ل ـامـه شـونـرات نمـه از حشـونـار گـچه

چ ـه مارپيـان داد كـه نشـونـرات نمـدر حش P450ن ـار دوم پروتئيـاختـي سـبررس. دـداري بودنـار پايـاختـرين داراي سـايـس

ن اين ـا در بيـات بتـرده و صفحـات گستـي بوده و صفحـدگـد پراكنـترين درصشـادفي داراي بيـچ تصـر مارپيـا و فنـآلف

  . انددهـده شـها پراكنارـساخت

ن ـرد پروتئيـكامل عملكن و براي درك ـار پروتئيـاختـي سـبيني پيشـدف اصلـن هـدي پروتئيـه بعـار سـاختـايي سـاسـشن

ش ـو ش ،راتـه مدل در حشـونـوان نمـبه عن Dm-P450ن ـن پروتئيـاري بيـاختـاهت سـه شبـالعـن مطـدر اي. دـباشروري ميـض

 TM-score. رديدـه گـاسبـمح TM-scoreار ـيـاده از معـفـا استـو ب c4lxjAدل ـاس مـاسرـه بـونـرات نمـر از حشـه ديگـونـگ

ر و يك ـن صفـبي TM-scoreددي ـزان عـمي. ن استـن دو پروتئيـاري بيـاختـاهت سـه شبـاسبـددي براي محـار عدـيك مق

ده ـان دهنـنش 17/0تر از مـداد كـاع ،دودهـن محـدر اي. اهت استـن شبـريـتشـده بيـان دهنـنش 1ه ـكوريـه طـر است، بـمتغي

ه ـوط بـي مربـتـن است حـر ممكـظـاي مورد نـهارـاختـه سـن است كـده ايـدهنناـد و نشـباشناهت ميـزان شبـن ميـتريمـك

ه ـعـالـورد مطـاي مـهارــاختـه سـن است كـده ايـدهنانـشـن 5/0ر از ـتالاـدد بـه عـكاليـدر ح. دـاشنـاوت بـن متفـروتئيـدو پ

دل ـه مـت بـسبـوم نـار سـاختـت سـاهـن شبـريـتشـي، بيـررسـن بـدر اي. دـاشنـبه ميـابـات مشـركيبـي داراي تـور كلـطهـب

D. melanogaster  درAm-P450 اهت در ـن شبـتريمـو ك 253/0ريبي ـزان تقـا ميـبDc-P450 ده ـاهـمش 128/0دار ـقـا مـب

  .دـرديـگ

هاي هر گروه شامل گونه. گرديد گروه شناسايي 7هاي مختلف ط فيلوژني بين سي گونه مختلف حشرات از راستهبدر بررسي روا

بندي ها طبقهپائين جز هيچ كدام از گروه bootsrapبه دليل  Acyrthosiphon pisumگونه . هاي متفاوت بودندمختلف از راسته

  .)3شكل ( دـنش
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براي ترسيم  NJروش . MEGA 6.06مه و برنا ClustalWدر حشرات با استفاده از روش  P450درخت فيلوژني پروتئين  - 3شكل 

هفت گروه شناسايي گرديد كه . دهدنشان مي NJرا در روش  50 تر ازبيش bootstrapها شاخه بالاياعداد . درخت استفاده گرديد

  . گذاري شدندشماره 7تا  1از 
Fig. 3. The phylogenetic tree of P450 protein from insects using the ClustalW and MEGA 6.06 program. The NJ 

method was used to construct the tree. Numbers associated with branches show bootstrap support values for NJ 

analyses higher than 50. Seven groups, designated from 1 to 7. 

  
ه ـونـه گـالبت. ان استـوشـپت بالـه سخـاز راست Tribolium castaneum ان وـائيـه بالغشـه از راستـونـه گـشامل س 1روه ـگ

T. castaneum  باbootstrap دهنده تفاوت تواند نشاندر اين گروه قرار گرفت كه اين خود ميو در يك زير شاخه مجزا  50تر از كم

طوري مربوط به يك راسته مجزا بودند بهشامل حشرات  3و  2هاي گروه. ميان اين گونه با ساير اعضاي گروه باشد P450 پروتئين

از  Apis floreaهاي گونه. قرار گرفتند 3در گروه  Hymenopteraو دو گونه از راسته  2در گروه  Dipteraكه سه گونه از راسته 
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داراي  1ه همانند گرو 5گروه . دادندرا تشكيل مي 4گروه  Dipteraاز راسته  Culex quinquefasciatusو  Hymenopteraراسته 

 Apis melliferaبه همراه زنبور  Drosophilidaeهاي خانواده كه هفت گونه از مگسوريطهاي مشابه به جز يك استثنا بود، به گونه

هم كه در اين بررسي به عنوان گونه مدل در نظر گرفته شده و بررسي ساختمان سوم  D. melanogaster. گرفتند ردر اين گروه قرا

وژني ـاين شباهت فيل. اساس ساختار آن انجام گرديد در اين گروه و در يك زير گروه با زنبور عسل قرار گرفتبر P450پروتئين 

طور كه زيرا در آن بررسي نيز همان. را نيز تأئيد كند TM-scoreتواند نتايج حاصل از بررسي شباهت ساختار سوم با استفاده از مي

هاي نماينده حشرات در گونه زنبور عسل شباهت ساختار سه بعدي مگس سركه با گونهترين شود بيشمشاهده مي 4در جدول 

 Pediculus humanusگونه  6در گروه . هاي مختلف بودندهاي مختلف حشرات از راستهشامل گونه 7و  6هاي گروه. مشاهده گرديد

corporis روه با ـزير گ داران در يكـرده بالاي ـر اعضـسايهاي زياد با اوتـفـعليرغم تApis dorsata رار ـه بالغشائيان قـاز راست

د ـلا از يك جاـوده و احتمـابه بـمشبسيار به هم رات ـامي حشـدر تم P450پروتئين د كه ـدهان ميـأله نشـاين مس. رفتـگ

  .اندق شدهـرك مشتـمشت
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