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 چکیده
میزبانی وسیع است که باعث خسارت اقتصادی شديد  آفتی با دامنه ،Helicoverpa armigera Hübnerپنبه،  ةکرم غوز

های شیمیايی به عنوان موثرترين روش کشهای اخیر، حشرهشود. در سالروی محصولات کشاورزی در ايران و جهان می

ايگزين جدستیابی به روشی ها در راستای پژوهشها، اغلب که با توجه به اثرات مخرب آناند، کنترل اين آفت استفاده شده

کنترل آفات، هدف قرار دادن دستگاه گوارش و  برایهای کارآمد شوند. يکی از رويکردبرای کنترل شیمیايی هدايت می

به عنوان يک  H. armigeraپروپپتید آنزيم کیموتريپسین  ةباشد. در اين مطالعه، ما از قطعهای گوارشی میويژه مهار آنزيمبه

اختار سازی همسانی و با استفاده از سمهارکننده اختصاصی استفاده نموديم. مدل ساختاری کیموتريپسین حشره از طريق مدل

کیفیت مدل ساختاری حاصل توسط  بینی شد.به عنوان ساختار الگو پیش .Bos taurus Lکريستالی کیموتريپسین گاوی، 

 ،مورد ارزيابی قرار گرفت Z-scoresو   VERIFY_3D ،ERRAT  ،PROCHECK،WHAT-IFآنالیزهای مختلف از جمله

سازی داکینگ مولکولی میان مدل که نتايج نشان از کیفیت مطلوب مدل پیشنهادی داشت. علاوه بر اين، مطالعات شبیه

ی پیوند ترين امتیاز داکینگ و انرژوبکننده مطلکننده نشان داد که پروپپتید مهارپروپپتید مهار بینی شده آنزيم وساختاری پیش

کننده باشد. با اين حال، پروپپتید مهارکنش با جايگاه فعال کیموتريپسین کرم غوزه پنبه دارا میکل را در هنگام برقرای میان

نداران، از خود ای از پستا، به عنوان نماينده.Sus scrofa Lکنش با کیموتريپسین خوکی، ايجاد میان برایپتانسیل ضعیفی 

ه های مهاری مطلوب علیهای محاسباتی در طراحی و انتخاب پروپپتیدبروز داد. نتايج حاصل از اين پژوهش، اهمیت مطالعه

 .Hهای شیمیايی برای کنترل کشتوانند به عنوان جايگزين آفتهايی میکنندهدهد. چنین مهارهای هدف را نشان میآنزيم

armigera  ساير آفات در آينده پیشنهاد شوند.و يا 

 یسازی داکینگ مولکولسازی همسانی، پپتید مهارکننده، شبیهکرم غوزه پنبه، کیموتريپسین، مدل های کلیدی:واژه
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Abstract  
The cotton bollworm, Helicoverpa armigera (Hübner), is a wide host range pest that causes severe 

economic damages to agricultural crops in Iran and all around the world. During recent years, chemical 

insecticides have been used as the most effective strategy in control of this pest, but due to their haz-

ardous effects, most of the researches are being conducted to offer an alternative approach for chemical 

control. In this regard, digestive systems, in particular inhibition of insect digestive enzymes, are con-

sidered as a target for pest control. Here, we used the original pro-region of H. armigera chymotrypsin 
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as a potent and specific inhibitor of the pest enzyme. The structural model of the insect chymotrypsin 

was predicted based on homology modeling and the crystal structure of Bos taurus L. as template. The 

reliability of the model was assessed using VERIFY_3D, ERRAT, PROCHECK, WHAT-IF and Z-

scores, and the results confirmed that the predicted structural model has an appropriate quality. More-

over, molecular docking simulations between the predicted structural model of enzyme and designed 

peptide showed that the inhibitor peptide has the most appropriate docking score and total binding 

energy for interactions with the insect chymotrypsin’s active site. However, it showed a weak potential 

for interaction with Sus scrofa L. chymotrypsin, as a representative of the mammalian enzyme. The 

results of this report indicate the importance of computational studies in design and selection of the 

favored inhibitor pro-peptides against the target enzymes. Such inhibitors can be further suggested as a 

replacement of chemical pesticides for controlling of H. armigera as well as the other pests in future. 

Key words: Helicoverpa armigera, Chymotrypsin, Homology modeling, Inhibitor peptide, Molecular 

docking simulation. 
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 مقدمه
میزبانی وسیع است که هر ساله  ةخوار با دامنآفتی چند ،Helicoverpa armigera Hübnerپنبه،  ةکرم غوز

کند. لاروهای اين آفت با تغذيه از خسارات زيادی به محصولات زراعی و باغی در نقاط مختلف جهان وارد می

های زايشی و در نتیجه کاهش میزان تولید های رويشی و زايشی گیاهان میزبان، سبب کاهش رشد انداماندام

اين آفت شامل پنبه، نخود، لوبیا،  ةهای عمد(. میزبانFitt, 1989; Sudbrink & Grant, 1995شوند )محصول می

 Fitt, 1989; Talekar et al., 2006; Hematiباشد )فرنگی، کنجد، توتون، کنف، ذرت و آفتابگردان میبامیه، گوجه

et al., 2012ای همی در افزايش هزينهشود، نقش مههايی که هر ساله به منظور کنترل اين آفت صرف می(. هزينه

در حال حاضر، روش متداول کنترل اين آفت در مزارع  تولید و کاهش سود کسب شده توسط کشاورزان دارد.

-Dastjerdiت )فسفره و پیرتروئیدها اس کشترکیبات حشرهشیمیايی نظیر  هایکشحشرهکشور متکی بر استفاده از 

Rafiee et al., 2008اند، ای شیمیايی سهم زيادی را در کنترل آفات به خود اختصاص دادههکش(. امروزه حشره

، حیوانات، محیط زيست و همچنین بروز مقاومت در آفات و که اثرات جانبی ناشی از سموم بر انساندر حالی

 ,.Phillips et al., 2000; Karahroodi et al)آيند ها به شمار میکشمانده سموم در غذا از آثار مخرب آفتباقی

های کشآفتهای جايگزين برای ها موجب شده است که راهکشها نسبت به استفاده از آفت. نگرانی(2009

 .(Yildirim et al., 2001; Isman, 2006)کنترل آفات در دستور کار قرار گیرند  به منظورشیمیايی 

ست آمده ده های بهای آمیلاز و پروتئاز، لکتینهای گوارشی شامل آنزيمهای آنزيمترکیباتی مانند مهارکننده

ر کنترل د به منظور بکارگیریها دارای پتانسیل مناسبی اندوتوکسین باکتری -ها و همچنین دلتااز گیاهان و قارچ

ها مقدمه بسیاری از های پروتئینی پروتئازکنندهسازی و شناسايی مهار(. جداFranco et al., 2002آفات هستند )

(. Kunitz & Northrop, 1936; Kunitz, 1945) کننده بوده استمهار -مفاهیم بنیادی مرتبط با اثرات متقابل آنزيم

روی  ها به اسیدهای آمینه، با عملینپروتئ های هیدرولیز کننده(، آنزيمEC 3.4ها، ها )پپتید هیدرولازپروتئاز

آمینه ضروری نقش مهمی در  هایها با تأمین اسید(. اين آنزيمTerra & Ferreira, 1994های پیتیدی هستند )پیوند

گوارش بسیاری از حشرات  ها در لوله(. سرين پروتئازMehrabadi et al., 2009; 2012نشو و نمای حشرات دارند )

های سرين پروتئازها، (، و ثابت شده که مهارکنندهHouseman et al., 1989اند )پولکداران شناسايی شدهاز جمله بال

که روی پستانداران فاقد اثرات ای روی چند گونه از آفات راسته بالپولکداران دارند، در حالیتغذيهاثرات ضد

 ECتريپسین )( و کیموEC 3.4.21.4ريپسین )(. تShukle & Murdock, 1983; Applebaum, 1985مشابه هستند )

ت موجب شکس هعمدبه طور هستند که  دستگاه گوارش حشراتهای موجود در ترين سرين پروتئاز( مهم3.4.21.1

يزين و آرژنین آلانین توسط کیموتريپسین؛ لای ويژه )تیروزين، تريپتوفان و فنیلهای آمینهبخش کربوکسیلی اسید
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های نندهکتوانند به عنوان اهداف اصلی جهت طراحی مهاردر نتیجه می ند؛شوها میپپتیدیتوسط تريپسین( پل

های حشرات دارای تريپسینبیشتر کیمو (.Walsh & Wilcox, 1970; Ryan, 1990آنزيمی در نظر گرفته شوند )

-است. کیمو 11تا  2ها حدود بهینه فعالیت آن ةکیلو دالتون بوده و اسیديت 30تا  20وزن مولکولی در حدود 

 & Terraبهینه بالاتری نسبت به ديگر حشرات دارند ) ةها در بالپولکداران، اسیديتها مانند تريپسینتريپسین

Ferreira, 1994 .) 

ين ا های حشرات به عنوان روشی هوشمند در مهارپروپپتیدی پروتئاز های اخیر، استفاده از ناحیهدر سال

. اين نواحی (Lazure, 2002)ها مورد توجه محققان قرار گرفته است کنندهها در طراحی گروه جديدی از مهارآنزيم

م بالغ بعدی آنزيگیری ساختار سه باشند؛ از يک سو به شکلپروپپتیدی در پروتئازها دارای دو نقش عمده می

ه بهای پروتئازی عمل کرده و مانع دسترسی سوبسترا به آنزيم و کمک نموده و از سوی ديگر به عنوان مهارکننده

. نقش دوم نواحی پروپپتیدی برای طراحی (Groves et al., 1996)شوند مهار فعالیت کاتالیتیکی آنزيم میدنبال آن 

ی را شاورزهای آفات کهای نوين مورد توجه قرار گرفته است، چرا که اين نواحی توانايی مهار پروتئازکشحشره

 (.Jitonnom et al., 2012دارند )

های پیشین، توانايی مهارکنندگی نواحی پروپپتیدی علیه پروتئازهای مختلف در شرايط محاسباتی در مطالعه

های ابتدايی روی کرم شاخدار توتون، و آزمايشگاهی مورد بررسی قرار گرفته است. به عنوان مثال، مطالعه

Manduca sexta L. ی حشره میان تريپسین معده داد که پروپپتید سنتزی مورد آزمايش، توانايی مهار آنزيم، نشان

 Taylor)، از خود بروز نداد .Sus scrofa Lکه تأثیری روی فعالیت تريپسین پانکراس خوک، را داشته، در حالی

& Lee, 1997)موجود در خصوص استفاده از نواحی پروپپتیدی به  نخست فرضیه ة. نتايج اين مطالعه در مرحل

ها روی از مهارکنندهی آنزيمی حشرات آفت را قوت بخشیده و سپس نشان داد که اين نوع هاعنوان مهارکننده

ئاز گیاه پاپايا، پروپپتید نوترکیب پروت ةی ديگر، ناحیتريپسین پستانداران تاثیر چندانی ندارند. همچنین در مطالعه

Carica papaya L.زمینی، ، باعث مهار سرين پروتئازهای سوسک کلرادوی سیبLeptinotarsa decemlineata 

Say شد ،(Visal et al., 1998)ی روی سوسک لوبیا، . در پژوهشAcanthoscelides obtectus (Say) نیز نشان داده ،

ی پروپپتید قادر به مهار سیستئین پروتئاز حشره بوده و در عین حال کاملاً اختصاصی عمل نموده و شد که ناحیه

. علاوه بر اين، با شناسايی توالی (Silva et al., 2007)اثر بود بالپوشان بیهای خانواده سختروی ساير گونه

پروپپتید علیه  ، فعالیت مهاری ناحیهPlutella xylostella (L.)میانی بید کلم،  ةتريپسینوژن موجود در معد آمینةاسید

توانند برای طراحی مورد بررسی قرار گرفت. نتايج نشان داد که اين نواحی می in silicoتريپسین در شرايط 

 ,.Jitonnom et al)های آفت را دارند های انتخابی نوين مورد توجه گیرند، زيرا توانايی مهار پروتئازکشحشره

 Plodiaپره هندی، میانی شب ةهای ساختاری تريپسین معد. همچنین در پژوهشی ديگر با بررسی ويژگی(2012

interpunctella Hübnerعلاوه، پس از خالصبینی شد. بههای مطلوب از آنزيم پیش، مدل ساختاری با ويژگی-

 ادبینی شده برای تريپسین نشان دای ساختار دوم آن مشابهت قابل توجهی با ساختار پیشسازی آنزيم، محتو

(Hemmati et al., 2017aدر ادامه با بررسی تمايل اتصالی پپتید .)کننده طراحی شده براساس ناحیه های مهار

سنتز و  به منظورکننده پپتید مهارترين (، مطلوبin silico) در شرايط محاسباتی پروپپتید نسبت به تريپسین آفت

، نتايج نشان از اثرات مهاری مطلوب پپتید سنتزی روی تريپسین تخلیصی و پايانها انتخاب شد. در ادامه آزمايش

(. با Hemmati et al., 2017bداشت ) in vivoو  in vitroترتیب در شرايط هندی به ةپرای شبهای تغذيهشاخص

-د آفتتوان افق جديدی را در طراحی و تولیگی پپتیدهای مختلف پروتئازی میسیل مهارکننددر نظر گرفتن پتان

 بینی نمود.های طبیعی و يا سنتزی پیشهای اختصاصی بر مبنای مهارکنندهکش
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بنی بر تاکنون پژوهشی ماست، اما  دستگاه گوارش حشراتسرين پروتئاز مهم ديگر اگرچه کیموتريپسین، 

پروپپتیدی اين آنزيم در جهت مهار فعالیت آنزيمی آن در حشرات گزارش نشده است. در اين  ةناحی استفاده از

تريپسین در هضم و رشد حشرات از يک سو و همچنین اهمیت تحقیق، با توجه به نقش قابل توجه آنزيم کیمو

-ناسب جهت طراحی مهارتريپسین اين حشره هدفی مدر ايران از سوی ديگر، آنزيم کیمو H. armigera گونه

ای کاملاً اختصاصی براساس ساختار زيموژن آن )کیموتريپسینوژن( در نظر گرفته شد. با انجام اين پژوهش، کننده

سازی داکینگ مولکولی به عنوان يک سازی همسانی و شبیههای محاسباتی شامل مدلتوان با استفاده از روشمی

کشی د حشرهتولی راستایکننده با کارايی مطلوب در هار آنزيم و طراحی پپتید مهارمکانیسم مةمطالع برایابزار جامع 

 هدف گام برداشت. موثر و بدون اثرات سوء بر موجودات غیر

 

 هامواد و روش
  تريپسینای کیموتحلیل توالي اسید آمینه

 BlastP کیموتريپسین بین موجودات مختلف از برنامه ةآمینهای اسید تعیین میزان مشابهت توالی به منظور

(Altschul et al., 1997) و سرور ،NCBI  های اطلاعاتی د. توالی اسیدهای آمینه نیز از بانکشاستفادهEMBL  و

GenBank  .های اسیدهای آمینه از برنامه ترازی چندگانههم برایاستخراج شدندCLUSTAL W (Thompson et 

al., 1994)  وESPript 2/2 ةنسخ (Gouet et al., 1999) .استفاده شد 

 ای و تحلیل ساختاریسازی مقايسهمدل
فاده تريپسین در حشرات، در ابتدا با استکیموهای به دلیل عدم وجود ساختار کريستاله آنزيمدر اين پژوهش، 

پروتئینی  ههای دارای ساختار کريستالجستجوی توالیپنبه و از طريق  کرم غوزهکیموتريپسین  ةاز توالی اسید آمین

(PDB در بانک اطلاعاتی )NCBI  و با کمک جستجوگرBlastPترين ساختار کريستاله دارای توالی اسید ، نزديک

 PDB:1ACBشناسه کريستالی  با (B. taurusاهلی )ی مشابه انتخاب شد. بر اين اساس، پروتئین تريپسین گاو اآمینه

-مدل ایبرپنبه،  میانی کرم غوزه تريپسین معدهکیموةدرصد با توالی اسید آمین 72/33 (identity)دارای يکسانی 

تريپسین حشره ساخته شد. های ساختار سوم کیموانتخاب و مدل 23/1ی نسخه  MODELLERافزار سازی با نرم

ا بتريپسینوژن گاو اهلی ، نیز با استفاده از الگوی کیموS. Scrofaتريپسین خوک، به علاوه، مدل ساختاری کیمو

ن شده، با استفاده از چندي بینیساختاری پیش هایفیت مدلدر ادامه، کیبدست آمد.  PDB: 1PYTکريستالی  شناسه

ارزيابی و  WHAT-IFو  ERRAT ،PROCHECK ،VERIFY_3Dها از جمله مه آنالیز ساختاری پروتئینبرنا

بینی شده را مدل ساختاری پیش ERRATی های بعدی انتخاب شد. برنامهمدل جهت استفاده در مطالعهبهترين 

 & Colovosدهد )سنجی قرار میتبارها مورد اعپیوندی بین انواع اتمهای غیرکنشی آماری برهماز طريق رابطه

Yeates, 1993ی (. برنامهPROCHECK  کیفیت ساختار پروتئین را از طريق آنالیز ژئومتری زنجیره جانبی و

 ,Karthik & Shukla) کندنمودار راماچاندران بررسی می Phi/Psiژئومتری کلی مدل با تأکید بر توزيع زوايای 

 اسیدی مربوطه )ساختارسازگاری مدل اتمی )ساختار سوم پروتئین( با توالی آمینو VERIFY_3D ة(. برنام2012

 ,Eisenberg)کند اول پروتئین( را براساس موقعیت و محیط تعیین کرده و نتايج را با يک ساختار مناسب مقايسه می

بینی شده را از طريق ارزيابی ثبات و عملکرد آن بررسی کیفیت مدل پیش WHAT-IF ة. در نهايت، برنام(1997

 (. Ingale & Chikhale, 2010نمايد )می
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 سازی پپتید مهارکنندهطراحي و مدل

یجه با الگو کند، در نتنابالغ، آنزيم فعالیت خود را آغاز میبا توجه به اينکه با جدا شدن قسمت پروپپتید از آنزيم 

رل آفت اقدام کنت برایای موثر کنندهتوان به طراحی مهارپروپپتید می ةگرفتن از اين فرآيند و با استفاده از قطع

با استفاده از سرور  ها،ها و همچنین کوتاه بودن توالی آنبه دلیل عدم وجود ساختار کريستاله اين نوع پپتید نمود.

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER )I-TASSER بینی شده اين نواحی های پیشساختار

ای زير هورساختاری براساس فاکت بینی شده توسط اين سرور، بهترين مدلهای پیشبدست آمد. از بین مدل

، و همچنین از I-TASSERبینی شده با استفاده از سرور جهت تخمین کیفیت مدل پیش C-scoreانتخاب شد؛ 

TM-score  وRMSD مدل  بینی شده وبه عنوان استانداردهايی برای ارزيابی مشابهت ساختاری بین دو مدل پیش

 . طبیعی استفاده شد

 سازی داکینگ مولکوليشبیه

استفاده شد  HADDOCKمهارکننده از نرم افزار تحت وب -کنش آنزيمسازی میانشبیهبه منظور 

(Dominguez et al., 2003; De Vries et al., 2010)مولکولی به منظور بررسی توانايی پروپپتیدسازی داکینگ . شبیه 

ای ورودی هشود. ساختارتريپسین انجام میهای آمینه کلیدی )جايگاه فعال آنزيم( کیموکننده در اتصال به اسیدمهار

-کیموزيم ی آنکننده و مدل ساختاری بهینهپروپپتید به عنوان مهار بینی شدهداکینگ شامل مدل ساختاری پیش

ه منظور بررسی ، بتريپسینکیموهای قبلی در مشخص نمودن جايگاه فعال آنزيم باشد. با کمک مطالعهمین تريپسی

کننده در پوشش هارو پتانسیل پپتید متريپسین کیموکننده در اتصال به جايگاه فعال آنزيم میزان توانايی پپتید مهار

 Platzer et al., 1972; Peronaانجام شد ) HADDOCK سازی داکینگ مولکولی از طريق سرورناحیه مذکور، شبیه

& Craik, 1997عنوان اسیدهای آمینه کلیدی )جايگاه فعال(، بهتريپسین کیموسازی، برای آنزيم (. در اين شبیه

کننده، تمامی اسیدهای آمینه به عنوان ( در برهمکنش و برای پپتید مهارActive residuesاسیدهای آمینه فعال )

 200آنها  بین کمپلکس ساخته شده و از 1000( لحاظ شدند. ابتدا Passive residuesهای آمینه منفعل )داسی

های خروجی اين مرحله سازی شده و در ادامه ساختاربهینه نظر انرژی و از انتخاب امتیاز بیشترين دارای کمپلکس

نهايت، بهترين کمپلکس با استفاده از معیارهايی  شوند. دربندی میافزار( دستهدادی نرم)قرار RMSDبراساس 

ها و انحراف افزار جهت انتخاب کمپلکس برتر(، جمعیت دسته )معیار قراردادی نرم HADDOCKچون امتیاز 

میزان اختلاف سطوح  .شوندترين انرژی، انتخاب و بررسی میريشه میانگین مربعات نسبت به ساختار دارای پائین

مهارکننده  -موجود در ساختار کمپلکس آنزيمتريپسین کیموهای آمینه کلیدی )جايگاه فعال( آنزيم در دسترس اسید

. (Rodriguez et al., 1998)محاسبه شدند  WHAT IFکننده، توسط جستجوگر در حضور و عدم حضور پپتید مهار

شکیل کمپلکس در حین تین تريپسکیموهای آمینه کلیدی جايگاه فعال ای که بتواند به طور مطلوب با اسیدکنندهمهار

ده بر کننشود. همچنین اثرات پپتید مهارمیای موثر و کارآمد در نظر گرفته کنندهعنوان مهاربرهمکنش دهد، به 

ی شد. در ای از پروتئاز پستانداران بررستريپسین خوکی نیز به عنوان نمايندهبینی شده کیمومدل ساختاری پیش

-تصوير 11/1 ةنسخ  CHIMERAافزارهای بدست آمده توسط نرمها و کمپلکس، مدلتمامی مراحل ذکر شده فوق

 برداری شدند.

 
 
 
 

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER
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 و بحث نتايج
 کیموتريپسین موجودات مختلف آمینة آنالیز توالي اسیدهای

ظر( پنبه )به عنوان آفت مورد ن مختلف، در کرم غوزهکیموتريپسین موجودات تفاوت میان توالی اسیدهای آمینه 

ای از )به عنوان نماينده S. scrofaبینی ساختار سوم(؛ خوک، )به عنوان الگو جهت پیش B. taurusبا گاو اهلی، 

راسته و همچنین چندين گونه هم متفاوت(؛ ای از راسته)به عنوان گونه D. biarmipesپستانداران(؛ مگس سرکه، 

يپسین کیموترای آنزيم نشان داد که میزان درصد يکسانی توالی اسید آمینه (. نتايجa1، شکل 1شد )جدول ايسه مق

درصد و با  75/22و  71/22، 25/27ترتیب گاو اهلی، خوک و مگس سرکه بهبا  میانی کرم غوزه پنبه معده

راسته خود های همبه عنوان گونه P. machaonو  D. plexippus ،S. frugiperda ،H. virescensهای کیموتريپسین

 باشد.درصد می 5/12و  01/01، 72/72، 01نیز به ترتیب 

 

 گوارشی موجودات مختلف مورد استفاده در اين مطالعه.  های کیموتريپسیناطلاعات آنزيم -1جدول 

Table 1. Information of digestive chymotrypsin enzymes from different organisms used in this study. 

 

  

 Scientific name Common name Family Accession number 
Length of 
sequence 

(AA) 

1 Helicoverpa armigera Cotton bollworm Noctuidae ADI32883.1 295 

2 Danaus plexippus Monarch butterfly Nymphalidae OWR44234.1 297 

3 Spodoptera frugiperda Fall armyworm Noctuidae AAO75039.1 297 

4 Heliothis virescens Tobacco budworm moth Noctuidae AFM28258.1 289 

5 Papilio machaon 
common yellow 

swallowtail 
Papilionidae KPJ18047.1 232 

6 Drosophila biarmipes Fruit fly Drosophilidae XP_016955872.1 268 

7 Sus scrofa Pig Suidae AEC11098.1 268 

8 Bos taurus Cattle Bovidae XP_003587247.4 300 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003587247.4?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=6J7MMXGH014
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ای به عنوان توالی اسید آمینه Bos taurusای کیموتريپسین های اسید آمینهترازی چندگانه توالیهم ،a. 1شکل 

 Sus scrofa ،Drosophila biarmipes ،Helicoverpa armigera ،Danaus plexippus، Spodopteraمرجع، 

frugiperda ، Heliothis virescens  وPapilio machaon .های محتوای ساختار ثانوی پروتئین؛ جايگاهα-helix 

(α) ،β-strand (β) ،310-helix (η) وturn (T) های مهم عملکردی با دايره ةنمايش داده شدند. اسیدهای آمین

ها نمايش های آبی رنگ در قسمت پايین توالیجايگاه اتصال با مثلث ةخاکستری در قسمت بالا و اسیدهای آمین

 دهدن میسولفیدی را نشاپیوندهای دی سیستئین دخیل در تشکیل ة، موقعیت شش اسید آمین(↑)علائم  داده شدند.

رجسته پنبه. توالی ناحیه پروپپتید آنزيم به صورت ب ةمیانی کرم غوز ةای کیموترپسینوژن معدتوالی اسیدآمینه ،b و

 نشان داده شده است.
Fig. 1. a. Multiple sequence alignment of chymotrypsin from Bos taurus as a reference amino acid 

sequence analysis, Sus scrofa, Drosophila biarmipes, Helicoverpa armigera, Danaus plexippus, 

Spodoptera frugiperda, Heliothis virescens and Papilio machaon. The positions of secondary structure 

elements; α-helix (α), β-strand (β), 310-helix (η), and turn (T) are shown. Functionally important resi-

dues and the amino acids involved in binding sites are showed by gray circles and blue triangle on the 

top and down of sequences. Arrows (↑) show the position of the six cysteine residues that could form 

disulfide bridges; and b. Amino acid sequences of Helicoverpa armigera midgut chymptrypsinogen. 

The pro-region has been shown in bold.  
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 آنالیز مدل ساختاری کیموتريپسین
با استفاده خوک  و پنبه کرم غوزهمیانی  بینی شده برای آنزيم کیموتريپسین معدهبهترين مدل ساختاری پیش

 و PROCHECK ،ERRAT ،Z-score ،VERIFY_3Dهای ارزيابی کیفیت ساختار پروتئین از جمله از برنامه

WHAT-IF   (.2ارزيابی شد )جدول 

 

به عنوان آفت  Helicoverpa armigeraبینی شده کیموتريپسین های ساختار پیشرزيابی کیفیت مدلا -2جدول 

به  ،Bos taurusبه عنوان پستاندار و ساختار کريستالوگرافی کیموتريپسین گاو اهلی،  Sus scrofaخوک،  هدف،

 . SAVESعنوان الگو با استفاده از اطلاعات سرور 
Table 2. Evaluation of the quality of predicted structural models of Helicoverpa armigera chymotryp-

sin as the target pest, Sus scrofa as mammalian and crystal structure of Bos taurus chymotrypsin as 

template, using quality control software (SAVES server). 

Parameters Heliciverpa armigera 
Bos taurus 

Sus scrofa 
1ACB 1PYT 

VERIFY 3D (%) 87.71 74.69 90.84 95.82 

ERRAT (%) 71.05 76.70 59.09 70.99 

PROCHECK (%) 84.4 91.00 65.6 80.2 
Z-Score -5.80 -8.03 -5.98 -6.41 

 

راماچاندران مدل ساختاری پیشنهادی که نمايانگر کیفیت کلی استرئوشیمی  ابتدا به منظور دستیابی به نمودار

 اين ةدهندراماچاندران نشان مورد استفاده قرار گرفت. نتايج نمودار PROCHECKمدل ساختاری است، آنالیز 

درصد در بخش نیمه مجاز و  5/0درصد در مناطق مجاز،  13درصد باقی مانده در مناطق مطلوب،  0/20ست که ا

ه های آمینه در مناطق مطلوب ک(. حضور درصد بالايی از اسیدa2باشد )شکل درصد در منطقه غیرمجاز می 1/2

ويژگی فضايی مطلوبی اين است که مدل طراحی شده از  ةدهندساختار بدست آمده است، نشان 112براساس آنالیز 

 VERIFY_3Dدر ادامه، سازگاری مدل با توالی آن توسط نرم افزار  (.Laskowski et al., 1993) برخوردار است

های زنجیره جانبی قابل قبول مطابقت محیط با VERIFY_3Dبررسی شد. امتیاز سازگاری بالای صفر در نمودار 

 ةدهندهای آمینه دارای امتیاز بالای صفر هستند که نشان. در مدل ساختاری، همه اسید(Eisenberg, 1997)دارد 

بررسی کیفیت  به منظور ERRAT(. سرور b2باشد )شکل های تجربی میسازگاری بالای مدل پیشنهادی با ساختار

( که Colovos & Yeates, 1993گیرد )ها مورد استفاده قرار میهای غیرپیوندی در ساختار پروتئینکنشبرهمکلی 

درصد تخمین زده شد  70/72و  05/71تیب حدود تربینی شده و الگو بهمقدار آن برای مدل ساختاری پیش

اسیدهای آمینه مدل نیز توسط آنالیز بینی شده از طريق ارزيابی ثبات مدل پیشهمچنین، کیفیت (. 2)جدول 

WHAT-IF  شکل( مورد سنجش قرار گرفتc2نتايج اين ارزيابی نشان .) بینیهای آمینه مدل پیشداد که اسید 

غوزه پنبه دارای امتیاز بالای صفر بوده که اين نشان از مطلوبیت بالای آن دارد. در نهايت،  تريپسین کرمشده کیمو

Z-score افزار تحت وب که با استفاده از نرمPROSA آيد، واگرايی میزان کل انرژی مدل ساختاری را بدست می

دهد ر میهای طبیعی مورد بررسی قرانهای تصادفی بدست آمده از پروتئیبا تمرکز بر توزيع انرژی کانفورماسیون

(Zhang & Skolnick, 1998 ،بنابراين .)Z-score  ،يک مدل ساختاری بیانگر کیفیت کلی مدل طراحی شده است

پنبه و خوک تخمین زده شد  ترپسین کرم غوزهبرای مدل ساختاری کیمو -01/2و  -20/5که به ترتیب معادل 

بینی شده از نظر کیفیت دارای قرابت بالايی های ساختاری پیشنشان داد که مدل PROSA(. نتايج آنالیز 2)جدول 

ی نیز در محدوده NMRبا ساختارهای حاصل از روش آزمايشگاهی بوده و در مقايسه با روش با دقت بالاتر يعنی 

 (. d, e2ساختارهای نزديک به ساختارهای طبیعی قرار گرفتند )شکل 
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بینی شده پیش WHAT-IFنمودار مدل ساختاری  ،c، و VERIFY-3Dنمودار  ،bنمودار راماچاندران؛  ،a. 2شکل 

،  a ،b(، نقاط مجاز )Lو  A  ،Bی پنبه و الگوی مورد استفاده. در نمودار نواحی مطلوب )کیموتريپسین کرم غوزه

l  وpاند.اند. نشان داده شده( و نقاط غیرمجاز )رنگ قرمز( مشخص شده d،  کیفیت کلی مدل )نقطه سیاه در

 خوک. ،e ی پنبه وبینی شده کیموتريپسین کرم غوزهنمودار( در مدل ساختاری پیش
Fig. 2. a. Ramachandran plot; b. VERIFY-3D score, and c. WHAT-IF packing quality scores calculated 

for the cotton bollworm and model. The most favored regions (A, B, and L), allowed regions (a, b, l, 

and p) and disallowed residues (red color) are marked. d. The overall quality (black color) of the cotton 

bollworm and e. Sus scrofa predicted structural models of chymotrypsin. 
 

میانی  یبینی شده برای کیموتريپسین معدهنتايج بدست آمده به وضوح نشان دادند که مدل ساختاری پیش

ی هاتوان از آن برای انجام مطالعه( و می3پنبه و خوک از کیفیت مطلوبی برخوردار است )شکل  کرم غوزه

 سازی داکینگ مولکولی استفاده نمود.شبیه
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های ساختاری و مدل Bos taurusنواری ساختار سوم کريستاله آنزيم کیموتريپسین  -نمايش فضايی -3شکل 

 .Sus scrofa و   Helicoverpa armigeraکیموتريپسین 

Fig. 3. A superimposed representation of the 3D crystal structural model of chymotrypsin from Bos 

taurus and predicted structural models of Helicoverpa armigera and Sus scrofa. 

 

 کنندهسازی پپتید مهارمدلآنالیز 
 یپروپپتید مهارکننده ارائه شد که برپايه، سه مدل ساختاری برای I-TASSERبراساس خروجی سرور 

دهد های بعدی پیشنهاد میترين مدل ساختاری را برای مطالعه، مطلوبRMSDو  C-score ،TM-scoreمعیارهای 

 RMSDهای قبلی، )آنگستروم( تخمین زده شدند. براساس مطالعه 2/1و  05/0، -22/2که در اينجا به ترتیب معادل 

تاخوردگی  ةدهندنشان 1و  5/0بین  TM-scoreوم، بیانگر شباهت بالاتر میان ساختارها و مقدار آنگستر 2و  1بین 

(Foldingمشابه آن )ها می( باشدRoy et al., 2010 مقادير .)RMSD  وTM-score  بدست آمده برای مدل ساختاری

اختار بینی شده و سابه بین مدل پیشکننده نشان از شباهت ساختاری و الگوی تاخوردگی مشمنتخب پروپپتید مهار

قرار  2و  -5 های نهايی رابطه مستقیمی داشته و به طور معمول در محدودهبا کیفیت مدل C-scoreالگو داشت. 

 نجهسباشد. در اين مطالعه مقدار اين پراگیرد که مقادير بالاتر نشانگر يک مدل ساختاری با کیفیت مطلوب میمی

 باشد. کننده میبینی شده برای پروپپتید مهاره که بیانگر کیفیت مناسب مدل ساختاری پیشبود -22/2برابر 

 سازی داکینگ مولکوليشبیه
میانی کرم  تريپسین معدهپپتیدی براساس ناحیه پروپپتید ساختار زيموژن کیمو در اين مطالعه، يک مهارکننده

های آنزيم با اتصال به جايگاه فعال آنزيم سبب کنندهطراحی شد. مهارهای محاسباتی پنبه با استفاده از روش غوزه

 Prasad etشوند )فعال شدن آنزيم در حشره مورد نظر میقابل برگشت و به تبع آن غیرايجاد يک کمپلکس غیر

al., 2010باشد یری مهای ساختاها جهت بررسی کمپلکسترين روشسازی داکینگ مولکولی يکی از رايج(. شبیه

(Leuck & Perkins, 1972در اين مطالعه، برای پیش .)يم، آنز -کنش مهارکننده ی میانبینی دقیق و هدفمند نحوه

انجام شد. در اين بررسی، تمايل پروپپتید  HADDOCKمولکولی توسط برنامه کنش بینسازی میانفرآيند شبیه

یدهای در غیرفعال نمودن اين اس کلیدی کیموتريپسین و نیز توانايی آن آمینههای جهت اتصال به اسید مهارکننده

عنوان کمپلکس برتر انتخاب شد که دارای سازی، کمپلکسی بهآمینه مورد ارزيابی قرار گرفت. برای هر شبیه

به يکی  قسازی شده بوده و متعلنسبت به پايدارترين ساختار شبیه RMSD و کمترين HADDOCK بالاترين امتیاز

های برگزيده )براساس معیارهای امتیاز آنالیز دسته .باشد HADDOCKهای منتخب توسط ترين دستهاز پرجمعیت
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HADDOCK ،RMSD کنش های منتخب( نشان داد که پروپپتید مهارکننده توانايی برقراری میانو جمعیت دسته

نتايج با تجزيه و تحلیل چهار دسته برتر در مورد هر  با جايگاه اتصال سوبسترای کیموتريپسین را دارد. اين

ده در پروپپتید مهارکننده تأيید شد. همچنین، به منظور ارزيابی پتانسیل پروپپتید مهارکنن –کمپلکس کیموتريپسین 

ها در کسکیموتريپسین کمپل آمینه های کیموتريپسین، اختلاف سطوح در دسترس اسیدهایپوشاندن اسیدآمینه

 و عدم حضور مهارکننده محاسبه و اسیدهای آمینه دخیل در اتصال به پروپپتید نیز مشخص شدند. اسیدهای حضور

کنند. نتايج ترين نقش را در اتصال به مهارکننده ايفا میبیش ترين تغییرات در سطوح در دسترس،دارای بیش آمینه

ال( آنزيم در اتصال پروپپتید مهارکننده نقش دارند )شکل کلیدی )جايگاه فع آمینهدهد که اغلب اسیدهای نشان می

 ,Kalmanکنند )ها، اثر خود را اعمال میهای آنزيم معمولاً با مسدود کردن يا تغییر جايگاه فعال آنزيم(. مهارکننده0

ر حضور ن دکیموتريپسی آمینه (. نتايج نشان داد که بیشترين تغییرات اختلاف سطوح در دسترس اسیدهای1981

آنزيم توسط اين مهار ةهای آمینبوده که نشان دهنده پوشش مناسب اسید 2Å 215/302برابر  پروپپتید مهارکننده

ها نیز سازیهای برگزيده اين شبیهدر برترين ساختار دسته کنندهتريپسین و مهارکننده است. انرژی اتصال کیمو

پروپپتید  –کنش مولکولی نشان داد که انرژی اتصال کل کیموتريپسینمیانسازی ترتیب نتايج شبیهآنالیز شد. بدين

ال اتص برایکننده ( بوده که حاکی از تمايل بالای پروپپتید مهارkcal.mol-1کیلو کالری بر مول ) -211/252برابر 

 (.3باشد )جدول تريپسین میبه نواحی عملکردی کیمو

 

های مختلف کنش بین مولکولی کلاسترهای منتخب کمپلکسمیانسازی آنالیزهای آماری شبیه -3 جدول

 .HADDOCKپروپپتید مهارکننده توسط سرور  –کیموتريپسین

Table 3. Statistics analysis of HADDOCK results for top-ranked clusters of different complexes be-

tween chymotrypsin – pro- peptide inhibitor. 
Sus scrofa Helicoverpa armigera Statistics analysis 

108 (2) 137 (2) 44 (1) 92 (1) Complex (Cluster rank) 
-96.9 -96.9 -127.9 -127.9 HADDOCK score 

21 21 38 38 Cluster size 
0.5 0.5 0.8 0.8 RMSD (Å) 

-90.77 -94.81 -72.68 -88.37 )1-Van der Waals (kcal.mol 
-37.82 5.58 -206.40 -169.86 )1-Electrostatic (kcal.mol 
7.86 2.56 -29.99 -37.56 )1-Desolvation (kcal.mol 

-128.60 -89.23 -279.09 -258.23 )1-Total (kcal.mol 
2157.33 2157.93 2177.52 2393.00 )2Buried surface area (Å 
91.552 207.747 302.990 306.895 )2site residues (ÅASA of active ∆ 

 

ای است که استفاده از آن در کنندهها در کنترل آفات، ارائه مهارکنندهنکته مهم و ضروری در استفاده از مهار

های مهم در بحث کنترل آفات، چگونگی تاثیر آن بر اين، يکی از پرسش رحیط زيست کاملاً ايمن باشد. بنابم

تريپسین خوک، پستانداران است. برای پاسخ به اين سوال، مدل ساختاری آنزيم کیموويژه سلامت ساير جانداران به

تريپسین لارو کرم غوزه کننده )موثر بر کیموکنش آن با پروپپتید مهارسازی همسانی ساخته شد و میاناز طريق مدل

تريپسین خوکی و پروپپتید کیمو پنبه( در شرايط مشابه مورد مطالعه قرار گرفت. نتايج نشان داد که انرژی اتصال

( بوده که بیانگر تمايل بسیار ضعیف kcal.mol-1کیلو کالری بر مول ) -230/21کننده بسیار نامطلوب و برابر مهار

توان ابراين، میپنبه بود. بن تريپسین کرم غوزهکننده جهت اتصال به کیموتريپسین خوکی در مقايسه با کیمومهار

ناسايی و به پنبه را ش تريپسین کرم غوزهطراحی شده قادر است به طور اختصاصی آنزيم کیمو ةکنندگفت که مهار

کلی، نتايج  تريپسین پستانداران دارد. بطورتری در اتصال به کیموکه توانايی بسیار ضعیفآن اتصال يابد، در حالی
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پتید ترين مکان جهت اتصال پروپمناسبترين و دهند که جايگاه اتصال در کیموتريپسین آفت، محتملنشان می

کلیدی اين ناحیه عملکردی را  آمینةهای بطور مؤثری اسید کنندهبا تمايل بالا به آنزيم بوده و مهار کنندهمهار

 (. a, b0د )شکل شوپوشش داده و موجب مهار آن می

میانی  ةکننده و کیموتريپسین معدربه علاوه، اثرات متقابل از جمله پیوندهای هیدروژنی بین پروپپتید مها

طور که در . همان(de Beer et al., 2014)مورد بررسی قرار گرفت  PDBsumپنبه با استفاده از سرور  ةکرم غوز

، Arg89 ،Thr84 ،Ser188 ،His44پنبه شامل  ةتريپسین کرم غوزکیمو ةشود، اسیدهای آمینمشاهده می c0شکل 

Asp91 ،Ser207 ،Trp46  وAla43  ةآمیندر تشکیل يازده پیوند هیدروژنی نقش دارند. از طرفی، اسید Arg32  در

ريپسین تکننده قادر به برقراری چندين پیوند هیدروژنی با اسیدهای آمینه جايگاه فعال آنزيم کیموپروپپتید مهار

(His44 ،Asp91  وSer207است که تضمینی بر اتصال قوی میان مهار )د. تريپسین خواهد بوکننده و آنزيم کیمو

، His44اثرات متقابل ديگر از جمله پیوندهای واندروالسی نیز مهم هستند، که به فراوانی از طريق اسیدهای آمینه 

Trp46 ،Pro85 ،Asp91 ،Ser210  وAla211 شوند. برقرار می 
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برهمکنش بین  ،bکننده )قرمز( و آنزيم کیموتريپسین کرم غوزه پنبه )سفید؛ کمپلکس پروپپتید مهار ،a .4شکل 

های هیدروژنی )خطوط آبی رنگ( و پیوند ،cهای موجود در جايگاه فعال آنزيم و آمینهکننده و اسیدپپتید مهار

  میانی کرم غوزه پنبه. ة( معدA ةکیموتريپسین )زنجیرو  (B ةکننده )زنجیراتصالات غیرپیوندی میان پپتید مهار
Fig. 4. a. The pro- peptide inhibitor (red)- the cotton bollworm chymotrypsin (white) complex; b. The 

interactions between the inhibitor peptide and the residues involved in the enzyme active site, and c. 

The hydrogen bonds (Blue lines) and non-bonded contacts between inhibitor peptide (chain B) and the 

cotton bollworm midgut chymotrypsin (Chain A).  

میانی  ةن معدتريپسیبه طور کلی، اين مطالعه به منظور ارزيابی تمايل و قدرت اتصال ناحیه پروپپتید کیمو

شیمیايی  هایکشرويکردی جديد و جايگزينی برای حشره ارائه به منظورآنزيم،  ةکنندپنبه به عنوان مهارکرم غوزه 

 ةهای مختلف بیوانفورماتیکی جهت طراحی و شناخت دقیق کیموتريپسین کرم غوز. در اين راستا، شیوهشدانجام 

اه گوارش کننده و سرين پروتئاز دستگپتید مهارکنش پروپپنبه در سطح مولکولی مورد استفاده قرار گرفت. میان
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پنبه، توانايی پروپپتید در مهار کیموتريپسین آفت را تايید نمود. در مقابل، مهارکننده پتانسیل بسیار  کرم غوزه

ای از پستانداران( از خود بروز داد. نتايج اين تريپسین خوکی )به عنوان نمونهضعیفی جهت برهمکنش با کیمو

سازی داکینگ مولکولی( را به عنوان يک سازی همسانی و شبیهه، نقش کلیدی رويکردهای محاسباتی )مدلمطالع

ورد های بالغ آفت مکننده با کارايی مطلوب و اثرات اختصاصی بر آنزيمهای مهارابزار جامع جهت طراحی پپتید

سازد اين امکان را برای محققان فراهم میدهد. همچنین، نظر را بدون اثرات سوء بر موجودات غیرهدف نشان می

تا پیش از انجام کارهای عملی و صرف زمان زياد و مواد غیرضروری، با انجام چندين روش محاسباتی دقیق و 

هوشمند نسبتاً آسان و کاملاً ارزان، ابتدا از صحت فرضیه پیشنهادی و بروز هر گونه نتايج مشکوک در روش 

یق های اين تحقافتهيهای آزمايشگاهی اقدام نمايد. وده و سپس در جهت انجام تستپیشنهادی اطمینان حاصل نم

 خطر و کارآمد آتی باشد.های بیکشتواند گام بلندی در راستای طراحی حشرهمی

 سپاسگزاری
گرنت  ةهای مالی معاونت پژوهشی دانشگاه شهید چمران اهواز )شماروسیله از حمايتبدين

SCU.AP98.39134دشو( تشکر و قدردانی می. 
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