
 فناوری گیاهان زراعیعلمی ـ پژوهشی زیستمجله 
 (8-89) 8931پیاپی بیست و هفتم، پاییز ، یکم شماره ،نهم سال

Crop Biotech. 
Autumn (2019) 9(1): 1-13 DOI: 10.30473/CB.2019.48896.1785 

 

      E-mail: Ahadi_al@sku.ac.ir  علی محمد احدی نویسنده مسئول: *

های گندم محسوب ترین آلودگیویروس موزاییک نواری گندم از مهم
یکی  NIaشود که شیوع آن در ایران نیز رو به افزایش است. پروتئین ‌می

های حیاتی موجود در این ویروس است که دارای وظایف از انواع پروتئین
ی در همانندسازی، تکثیر و هضم پروتئولیتیک پلی پروتئین ویروسی مهم
در آلودگی ویروسی، هدف  NIaبا توجه به نقش حیاتی پروتئین  باشد.می

از مطالعه حاضر جداسازی، تعیین توالی و بررسی دقیق ساختار دوم و 
سوم این پروتئین بود. همچنین، آمینواسیدهای موجود در جایگاه فعال 

هدفی جهت طراحی و توسعه عوامل  عنوان بهتوانند که می NIa پروتئین

در این  ضد ویروسی جدید استفاده شوند، مورد بررسی قرار گرفتند.
از ویروس موزاییک نواری  NIa مطالعه، توالی ژنی کد کننده پروتئین

سازی در ناقل ایزوله میمه، جداسازی و پس از همسانه( WSMV) گندم

تعیین توالی شد. توالی نوکلئوتیدی حاصل در پایگاه ، pESTپروکاریوتی 
ثبت گردید. بررسی  MK335432با شماره دسترسی  NCBIاطلاعاتی 

نشان داد که این پروتئین  NIa های فیزیکی و شیمیایی پروتئینویژگی
 و نقطه ایزوالکتریک kD 1/61آمینواسید، وزن مولکولی  624دارای 
نشان داد که  NIa ساختار دوم پروتئینباشد. بررسی می 18/1 برابر با

های نامنظم تشکیل شده است، که این امر % از ساختار آن از لوپ23/39
نظمی در ساختار این پروتئین بود. نتایج حاصل از توجیهی برای وجود بی

های همولوگ ردیفی توالیبراساس هم NIaبررسی جایگاه فعال پروتئین 
ئین نشان داد که این جایگاه بسیار بعدی پروتو همچنین ساختار سه

حفاظت شده و شامل سه آمینواسید هیستیدین، آسپارتیک اسید و سیستئین 

 بود. 

 

جایگاه فعال، گندم، ، NIaوتئین آلودگی ویروسی، پر های کلیدی:واژه

 .سازیهمسانه

 

Wheat streak mosaic virus (WSMV) is one of the most 

important wheat infectious which its prevalence is 

increasing in Iran. NIa protein as a key protein in 

WSMV, plays important roles in viral replication and 

proteolytic digestion of viral polyprotein. Considering 

the critical role of NIa protein in viral infection, 

isolation, sequencing and determination of secondary 

and tertiary structure of this protein were the objectives 

of the present study. Also, the amino acids present in 

the NIa protein active site, which can be used as the 

targets for design and developement of new antiviral 

agents, were investigated. In this study, the gene 

encoding NIa protein was isolated from WSMV and its 

sequencing was done followed by cloning in pEST 

prokaryotic vector. The resulted nucleotide sequence 

was deposited in NCBI database with accession 

number MK335432. Investigation of physical and 

chemical properties showed that NIa protein is 

including 426 amino acids, 48.8 kD molecular weight 

and 8.81 PI. Prediction of secondary structure of NIa 

protein revealed that 53.29% of its structure composed 

of irregular loops, which was justified by the structural 

dirsorder of this protein. The results of the active site 

investigation of NIa protein based on homologous 

sequences alignment and three-dimensional structure of 

the protein showed a highly conserved site which was 

included of histidine, aspartic acid and cysteine amino 

acids.  

 
Keywords: Active site, Cloning, NIa protein, Viral 

infection, Wheat. 
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 مقدمه
تا  81زای گیاهی منجر به از بین رفتن عوامل بیماری

درصد از تولید محصولات در سطح جهانی  84
 نوع از این عوامل شناخته شده 011شوند. بیش از  می

توانند منجر به آسیب جدی به گیاهان آلوده است که می
(. در این میان، شیوع Trebick et al., 2015شوند )
باشد.  دارای اهمیت زیادی می های ویروسیآلودگی
های ویروسی، یک چالش اساسی برای بیماری

شود که منجر کشاورزی قرن بیست و یک محسوب می
های ای بر تولید غذا و اکوسیستمبه اثرات ناخواسته
 (.  Jones and Naidu, 2019طبیعی خواهند شد )

های ویروسی، یکی از مهمترین موانع  بیماری
(. از Teferi, 2015روند ) شمار می تولید گندم به

های ویروسی در گندم، ویروس ترین آلودگیمهم
باشد. ویروس ( میWSMV) 1گندمموزاییک نواری 

WSMV  متعلق به خانوادهPotyviridae  بوده و
آلودگی زودهنگام به این ویروس منجر به کاهش 

های آلوده به شدید محصول خواهد شد. اغلب جوانه
رفته و بین ر زمان کمی ازد WSMVویروس 

گیاهان آلوده به این ویروس دارای بذرهای 
آلودگی (. Singh et al., 2018باشند )تری می کوچک

ریشه  2توده منجر به کاهش زیست WSMVویروس 
شود. این موضوع باعث و کارایی استفاده از آب می

ایجاد خطرات جدی در مناطق با محدودیت دسترسی 
کلروز و نکروز برگ و همچنین به آب خواهد شد. 

کاهش ظرفیت فتوسنتز گیاه از علائم آلودگی به این 
(. ناقل Hadi et al., 2011روند ) شمار می ویروس به

 3، کنه حلقوی گندمWSMVشناخته شده ویروس 
(WCMمی ) باشد که از آفات مهم محصولات

 (.Singh et al., 2018کشاورزی است )
وس و ناقل آن از دیرباز رسد که این ویرنظر می به

                                                                     
1. Wheat streak mosaic virus 

2. Biomass‌ 

3. Wheat curl mite 

اند. با این حال، با توجه به تغییر در ایران وجود داشته
تری  های اخیر، بستر مناسبالگوی زراعی در سال

جهت گسترش ویروس و ناقلین آن فراهم آمده است. 
به همین دلیل در مزارع گندم ایران، شیوع بیماری و 

ش افزایش خسارات ناشی از این ویروس به مراتب بی
شود و امکان تشدید آن در از گذشته مشاهده می

 Khadivar and Nasrollahآینده نیز وجود دارد )

Nezhd, 2009.) 
شامل یک مولکول  WSMVژنوم ویروس 

RNA نوکلئوتید  3961ای و دارای تک رشته
پروتئینی با وزن باشد که منجر به کدگذاری پلی می

 9193کیلودالتون و طول  901تا  961مولکولی 
پروتئین به واسطه سه آمینواسید خواهد شد. این پلی

NIaو   P1،HC-Proپروتئیناز 
کدشده توسط  4

پروتئین بالغ تبدیل  81شده و به  ویروس پردازش
(. Urcuqui-Inchima et al., 2001شود )می

، P1 ،HC-Pro ،P3های حاصل شامل پروتئین
PIPO ،6K1 ،CI ،6K2 ،NIa ،NIb  وCP 

، NIa(. پروتئین Singh et al., 2018باشند ) می
کننده در ژنوم ویروس است. این یک سیسترون تعیین
( در انتهای آمینی و VPg) 5پروتئین از دو دمین

( در انتهای کربوکسیلی پروتئین تشکیل Proپروتئاز )
(. Urcuqui-Inchima et al., 2001شده است )

در یک پروتئین چند کاره در  عنوان به NIaپروتئین 
برداری و ترجمه ژنوم فرایندهای مولکولی نسخه

ی فاکتور شروع ترجمه کارگیر بهویروس، انتقال و 
 Mertinez etکند ) ( ایفای نقش میeIF4Eمیزبان )

al., 2016 یکی از مهمترین  عنوان به(. این پروتئین
لحاظ شده، که با  WSMVپروتئینازهای ویروس 

 81ر به ایجاد های ویروسی، منج هضم دیگر پروتئین
، از NIaپروتئین  VPgشوند. دمین فعال می پروتئین

نقش کلیدی در همانندسازی و تکثیر ویروس و 

                                                                     
4. Nuclear Inclusion a  
5. Domain 
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تعیین اختصاصیت ژنوتیپ میزبان برخوردار است 
(Urcuqui-Inchima et al., 2001ضمن این .)  که

، WSMVفعالیت پروتئولیتیک موجود در ویروس 
 است. NIaپروتئین  مین پروتئازمربوط به دُعموماً 

مین مسئول پردازش دو سوم از پلی پروتئین این دُ
 باشد.های سیس و ترانس میویروسی در موقعیت

NIa-Pro  دارای فعالیت تنظیمی در ویروس بوده و
ویروسی، بر  RNAاتصال کووالانسی با  واسطه به

است  مؤثرتکثیر و همانندسازی ویروس نیز 
(Riechmann et al., 1992.) 

دارای نقشی حیاتی در  NIaکه پروتئین  آنجایی از
باشد، در می WSMVزایی ویروس تکثیر و بیماری

مطالعه حاضر، جداسازی، تعیین توالی و بررسی 
منظور  به اینساختاری این پروتئین مدنظر قرار گرفت و 

ایزوله میمه انتخاب شد. همچنین  WSMVویروس 
و ساختار دوم و های فیزیکی و شیمیایی مطالعه ویژگی

از دیگر اهداف این تحقیق بود.  NIaسوم پروتئین 
علاوه بر این، آمینواسیدهای موجود در جایگاه فعال این 
پروتئین نیز بر اساس ساختار سه بعدی آن و همچنین 

 های همولوگ، تعیین شد. ترازی توالیهم
 

 هامواد و روش
 آوری نمونه جمع

، WSMVی ویروس های گندم مشکوک به آلودگنمونه
ها، از مزارع شهرستان برگ  دارای علایمی شامل کلروز

 آوری شدند.میمه استان اصفهان جمع
 

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

RNA  کل ویروس موزاییک نواری گندم با استفاده
 Rubio-Pinaاز روش لیتیوم کلراید استخراج گردید )

and Zapata-Perez, 2011 .)cDNA با  نیز
 TAKARAشرکت  cDNAاز کیت سنتز  استفاده

 4ژاپن و با استفاده از آغازگرهای تصادفی 
 ساخته شد. 1نوکلئوتیدی

 
 pESTدر ناقل  NIaسازی ژن همسانه

 یک جفت آغازگر اختصاصی )آغازگر رفت: 
5

'
-TACCGTCGCATGAAGCGTAGT-3

و  '
 آغازگر برگشت:

 5
'
-AGCCTTGAAGTTCTCCCCACAG-

3
ویروس موزاییک نواری  NIa( براساس توالی ژن '

استفاده  و با( AF511619.2ه دسترسی شمار بهگندم )
طراحی شدند تا ناحیه  Generunnerافزار از نرم

با  bp 8939به طول  NIaحاوی توالی کدکننده ژن 
 23تکثیر شود. ترکیب واکنش  PCRروش 

 83پلیمراز،  Taqواحد آنزیم  8میکرولیتری حاوی 
PCR (10X ،)ولیتر بافر میکر cDNA ،3/2نانوگرم 

 3/1مولار(، میلی 31) MgCl2میکرولیتر  03/1
میکرولیتر از  8مولار(، میلی 81) dNTPمیکرولیتر 

 81هرکدام از آغازگرهای رفت و برگشت )
چرخه و هر  93در  PCRپیکومولار( بود. واکنش 

درجه،  36ثانیه دمای واسرشتگی  63چرخه شامل 
ثانیه  31درجه و  33ر ثانیه دمای اتصال پرایم 63

گراد انجام شد. محصول درجه سانتی 02دمای تکثیر 
PCR کمک روش الکتروفورز جداسازی شد و  فوق به

)شرکت  Zymocleanبا استفاده از دستورالعمل کیت 
Zymo Researchسازی شد  ، آلمان( از ژل خالص

 ORFتا در مراحل بعد جهت تکثیر اختصاصی ناحیه 
 الگو استفاده شود. عنوان به NIaژن 

انجام شد.  pEST [O56]سازی در ناقل همسانه
 pET-23d، مشتقی از پلاسمید pESTپلاسمید 

 ، آلمان بود که نشانگرهایNovagen، شرکت (+)
T7  وHis ترتیب از انتهای آمینی و کربوکسیلی  به

( به Twin-strep-tag) TSTآن حذف و نشانگر 

                                                                     
1. Random hexamer 
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بود. این وکتور به انتهای کربوکسیلی آن اضافه شده 
جفت باز و حاوی پروموتور و ترمیناتور  8161طول 

T7  و دو جایگاه برش آنزیمBsaI باشد. می
سیلین به همچنین، نشانگر انتخابی مقاومت به آمپی

 این وکتور افزوده شده بود.
حاوی  PCRسازی، محصولات منظور همسانه به
 کمک آغازگرهای حاصل از مرحله قبل، به NIaژن 

 NEBuilderافزار  اختصاصی طراحی شده با نرم

assembly tool (https://nebuilder.neb.com/; 

New England Biolabs)  مجددا تکثیر شدند. این
نوکلئوتیدی با  26ناحیه همپوشان  آغازگرها حاوی

-'5)آغازگر رفت:  pESTوکتور 

actttaagaaggagatataccatgGGCAAAGCA

GCACGCAAC-3
5 رگشت:و آغازگر ب '

'
- 

gaattgaggatgactccatgcgctTTGCCAGCTA

ACCAAGTCG-3
بودند. ناحیه همپوشان با  ('

'وکتور در انتهای 
هر آغازگر اضافه شده و توالی  3

'ژن هدف در انتهای 
آغازگرها قرار گرفت. هضم  9

انجام شد و  BsaI HFبا آنزیم  pESTپلاسمید 
از اتصال قطعه مورد نظر به پلاسمید با استفاده 

)شرکت  Gibson assemblyدستورالعمل کیت 
New England Biolabs صورت گرفت )

(Bordat et al., 2015 در این روش، قطعات ژن .)
تکثیر شده و پلاسمید برش یافته که دارای نواحی 

ساعت و در  8انتهایی همپوشان بودند، به مدت 
 1درجه سانتیگراد همراه با مسترمیکس 31دمای 

Gibson assembly های )حاوی آنزیم'
3-

مراز و لیگاز( انکوبه شده و پلی DNAاگزونوکلئاز، 
 به پلاسمید انجام شد. NIaاتصال ژن 

ترانسفورماسیون پلاسمیدهای نوترکیب در 
و با روش  DH5ɒسویه  E. coliباکتری 

های الکتروپوریشن انجام شد. به دنبال رشد کلونی
میکروگرم  811نوترکیب روی محیط انتخابی حاوی 

                                                                     
1. Master mix 

سیلین، استخراج پلاسمید با استفاده لیتر آمپیبر میلی
 Thermo)شرکت  Miniprepاز دستورالعمل کیت 

Fisher آلمان( صورت گرفت. پلاسمیدهای ،
های نوترکیب، جهت ارزیابی استخراج شده از باکتری

% در 8به کمک روش الکتروفورز بر روی ژل آگارز 
سمید خالص هضم کیلوبازی و پلا 8کنار نشانگر 

ولت بارگذاری  41کنترل، با ولتاژ  عنوان بهنشده 
شدند. با توجه به اینکه جهت اتصال پلاسمید و ژن 

NIa از روش ،Gibson assembly  ،استفاده شد
قطعه مورد نظر در جهت مطلوب در پلاسمید قرار 

ادغام ژن مورد نظر در  تأییدگرفت، در نهایت جهت 
پلاسمید نوترکیب حاصل با یابی پلاسمید، توالی

 انجام شد.  NIaاستفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن 
 

 NIaهای شیمیایی و فیزیکی پروتئین بررسی ویژگی

از قبیل  NIaخصوصیات فیزیکی و شیمیایی پروتئین 
های سازنده و اتم 2وزن مولکولی، نقطه ایزوالکتریک

در سایت  ProtParamآن توسط وب سرور 
Expasy (Gasteiger et al., 2005 مورد بررسی )

عمر پروتئین در قرار گرفت. همچنین پایداری و نیمه
 های مختلف بررسی شد.میزبان
 

بررسی ساختار دوم و سوم و آنالیز ساختاری 

 NIaپروتئین 

با  NIaبررسی و پیشگویی ساختار دوم پروتئین 
 PredictProtein (Rost etسرورهای استفاده از وب

al., 2004 و )PSIPRED (McGuffin et al., 

بعدی که ساختار سه ( انجام شد. ازآنجایی2000
در دیتابیس پروتئین  NIaهمولوگی برای پروتئین 

(PDBیافت نشد، روش ) های مبتنی بر همولوژی
بعدی این پروتئین کارآمد بینی ساختار سهجهت پیش

بینی ساختار سوم پروتئین نبود. بنابراین، جهت پیش

                                                                     
2. PI 
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NIa سرور و وب 1از روش بندکشیI-TASSER 
(Roy et al., 2000 استفاده شد. پروتئین )

سازی شده از نظر انرژی توسط وب سرور  مدل
ModRefiner (Dong and Zhang, 2011 )

بعدی سازی شد و جهت نمایش شکل سهبهینه
استفاده شد. مقایسه  YASARAافزار  پروتئین از نرم

شده قبل ری پروتئین مدلکیفیت و پارامترهای ساختا
سازی انرژی، به واسطه رسم نمودار و پس از بهینه

 PROCHECKراماچاندران و توسط وب سرور 
(Laskowski et al., 1993انجام شد. پیش ) بینی

مکان اتصال پروتئین با لیگاند و جایگاه فعال آن، با 
 COACHو  I-TASSERسرورهای استفاده از وب

های با پروتئین NIaپروتئین و به واسطه مقایسه 
صورت گرفت. بررسی  BioLipموجود در پایگاه داده 

به واسطه  NIaجایگاه فعال دمین پروتئاز پروتئین 
ویروس  NIaردیفی چندگانه توالی پروتئین هم

موزاییک نواری گندم ایزوله میمه، ایران با چندین 
افزار ایزوله دیگر از مناطق مختلف و به کمک نرم

CLC Main Workbench .انجام شد 
 

 نتایج و بحث
سازی ژن در مطالعه حاضر پس از تکثیر و همسانه

NIa  ویروسWSMV  متعلق به مزارع گندم منطقه
میمه اصفهان، تعیین توالی و بررسی ساختاری 
پروتئین مربوطه انجام شد و به کمک نرم افزارها و 

های فیزیکی و سرورهای مختلف به تعیین ویژگی
یایی و همچنین شناسایی اسیدهای آمینه مهم در شیم

 عملکرد این پروتئین پرداخته شد. 
 

 NIaجداسازی و همسانه سازی ژن 

حاصل از بافت  cDNAبر روی  PCRواکنش 
گندم های گندم آلوده به ویروس موزاییک نواری  برگ

                                                                     
1. Threading 

و با استفاده از آغازگرهای اختصاصی، منجر به تکثیر 
جفت باز شد  8939به طول  NIaای شامل ژن قطعه

حاوی  PCRسازی محصولات (. همسانهA-8)شکل 
انجام شد. الکتروفورز  pESTدر ناقل  NIaژن 

شده در کنار پلاسمید  پلاسمیدهای نوترکیب استخراج
کنترل نشان داد که ژن  عنوان بهخالص هضم نشده 

NIa  با جهت صحیح )با توجه به استفاده از روش
Gibson assemblyسازی ر ناقل مربوطه همسانه( د

نشان داده  B-8گونه که در شکل  شده است. همان
شده است پلاسمید نوترکیب دارای قطعه موردنظر، از 

تری در مقایسه با پلاسمید خالص  اندازه بزرگ
، Gibson assemblyنشده برخوردار بود. روش  هضم

های یک روش کارآمد جهت اتصال قطعات با اندازه
ون نیاز به ایجاد جایگاه برش در ژن هدف مختلف و بد

باشد. همچنین، با استفاده از این روش، اتصال قطعه می
گیرد موردنظر در جهت مطلوب به پلاسمید صورت می

(Bordat et al., 2015نتایج توالی .) یابی پلاسمید
، NIaنوترکیب با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن 

کرد. لازم  تأییدا ر pEST-NIaتولید سازه صحیح 
منظور بیان،  ذکر است ساخت این سازه، به هب

در  NIaسازی و بررسی عملکرد پروتئین  خالص
  مطالعات بعدی انجام شد.

مربوط به ویروس  NIaتوالی نوکلئوتیدی ژن 
موزاییک نواری گندم ایزوله میمه با استفاده از 

 BLASTهای بررسی همولوژی  روش
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

با شماره  GenBankشد و در پایگاه داده  تأیید
ثبت گردید  MK335432 دسترسی

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ 

MK335432 نتایج این بخش نشان داد که توالی .)
درصد تفاوت در سطح  09/1حاصل دارای حداقل 

DNAداده شده در پایگاه  های ثبت،  با دیگر ایزوله
GenBank شهر با  )از جمله ایزوله ایران، سعادت

 ( بود. EU91414918شماره دسترسی 
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( الکتروفورز محصول Aجداسازی شده از ویروس موزاییک نواری گندم ایزوله میمه. ) NIa. بررسی مولکولی ژن کدکننده 8شکل 

PCR  حاصل از تکثیر قطعهNIa  درصد. چاهک 8بر روی ژل آگارز (M نشانگر وزن مولکولی )Kb 8 کنترل منفی،  2و  8، چاهک
شده  ( الکتروفورز پلاسمیدهای نوترکیب استخراجBباز. )جفت 8939دارای وزن مولکولی  NIaحاوی ژن  PCRمحصول  9چاهک 

، 9، 2های هککنترل، چا عنوان بهپلاسمید خالص هضم نشده  8، چاهک Kb 8( نشانگر وزن مولکولی M. چاهک )NIaحاوی قطعه 
 .NIaنوترکیب حاوی ژن  pESTپلاسمیدهای  3و  1، 0، 4، 3، 6

 
درصد رسید  8این تفاوت در سطح پروتئین نیز به 

پوشی نبوده و لزوم مطالعات ساختاری  که قابل چشم
دهد. با توجه به نتایج حاصل، بیشتری را نشان می

ویروس مطالعه شده در تحقیق حاضر احتمالاً ایزوله 
عبارت  گونه تغییرات و به نماید. ایندی را معرفی میجدی

واسطه دو امر  تواند بههای ژنی میمورفیسمدیگر پلی
هایی هدفمند که ( سیر جهش8مهم توجیه شود: 

پذیری ویروس با شرایط محیطی و  احتمالاً به سازش
( تغییراتی که باید در ناقل آن 2گردد و وهوایی برمی آب

های دهانی کنه حلقوی در گیرنده ترو به شکل دقیق
گندم در منطقه مورد مطالعه، جستجو کرد.  بنابراین، 

توانند منجر به  تبع آن پروتئینی، می تغییرات ژنتیکی و به
شوند که افزایش احتمال آلودگی به ویروس در مناطقی 

ها داده نشده است هنوز گزارشی مبنی بر آلودگی در آن
(Nigam et al., 2019 .) این امر، لزوم مطالعه بیشتر

زا را در در زمینه تکامل همراستای ناقل و عامل بیماری
 دهد.های مبارزه با آفات نشان میبرنامه

 

 NIaهای شیمیایی و فیزیکی پروتئین تعیین ویژگی

 NIaهای شیمیایی و فیزیکی پروتئین بررسی ویژگی
آمینواسید تشکیل  624نشان داد که این پروتئین از 

کیلودالتون  10/61شده و دارای وزن مولکولی 
این  ProParam ،IP هایباشد. براساس الگوریتم می

بود. نقطه ایزوالکتریک، نقطه ای از  18/1پروتئین 
pH  .است که در آن بار الکتریکی برابر با صفر است

اطلاع از نقطه ایزوالکتریک یک پروتئین جهت 
وتئین و سازی پر انتخاب روش مناسب برای خالص

الکتروفورز ایزوالکتریک فوکوسینگ بسیار مفید است 
(Ziarani et al., 2017 پروتئینی که شاخص .)

یک پروتئین  عنوان بهباشد،  61ناپایداری آن کمتر از 
 ,.Darabi et alشود )پایدار در نظر گرفته می

محاسبه  NIa(. شاخص ناپایداری پروتئین 2017
بود، که  96/92ر با براب ProtParamشده در سرور 

های پایدار قرار این پروتئین را در دسته پروتئین
که ناحیه  درصورتی NIaعمر پروتئین  دهد. نیمه می

های آن گلیسین باشد نیز در میزبان 1انتهایی آمینی
عمر پروتئین  مختلف مورد بررسی قرار گرفت. نیمه
کشد تا نصف عبارت است از مدت زمانی که طول می

روتئین بعد از سنتز در داخل سلول ناپدید شود مقدار پ
(Ghazi and Haddadi, 2018.) عمر این  نیمه

                                                                     
1. N-terminal 
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های پستانداران و در شرایط پروتئین در سلول
های مخمر در شرایط ساعت، در سلول 91ویترو  این
 E. coliهای ساعت و در سلول 21ویوو، بیش از این

ساعت برآورد شد.  81ویوو، بیش از در شرایط این
بالای این پروتئین  که بتوان نیمه عمر نسبتاً درصورتی

های ویروس تعمیم داد، این نتیجه را به سایر پروتئین
تواند با حاصل خواهد شد که ویروس مورد مطالعه می

وهوایی، بقای خود را تضمین  شرایط بسیار متنوع آب
 نماید. 

 

  NIaین مطالعه ساختاری پروتئ

بینی ساختار دوم پروتئین در شکل  نتایج حاصل از پیش
% 16/80نشان داده شده است. این ساختار دارای  2

% لوپ 23/39% صفحات بتا و 10/21آلفا هلیکس، 
 بود.

شوند که ها در مناطقی از پروتئین ایجاد میلوپ
باشد. نظمی ذاتی میپروتئین در این مناطق دارای بی

توجیهی  NIaوپ در ساختار پروتئین % ل23/39حضور 
نظمی در ساختار این پروتئین است برای وجود بی

(Malkov et al., 2005 ساختار طبیعی دمین .)VPg 
باشد. نظمی فراوانی میدارای بی Potyvirusدر خانواده 

های معمول در ساختار انواع نظمی یکی از ویژگیبی
 ,.Radivojac et alباشد )ها میزیادی از پروتئین

های درگیر در (. این ویژگی در میان پروتئین2007
تنظیم رونویسی و انتقال سیگنال نیز وجود دارد 

(Rantalainen et al., 2008 .) 
نظم قادر به تشکیل های دارای ساختار بیپروتئین

فیزیولوژیک در شرایط  فرد منحصربهساختار سه بعدی 
براین به دلیل (. بناCharon et al., 2017نیستند )

، ساختار VPgها در ساختار دمین نظمیوجود این بی
( PDBبعدی از این دمین در پایگاه داده پروتئینی )سه

سازی های مدلوجود نداشت. بر همین اساس، روش
 NIaسازی پروتئین مبتنی بر همولوژی جهت مدل

سازی جهت مدل I-TASSERمناسب نبود و از سرور 
 81تعداد  I-TASSERسرور د. وبپروتئین استفاده ش

را شناسایی  Z-Scoreالگوی دارای بیشترین میزان 
معنای یک  به Z-score>1ترازی با یک کرد. هم

 (. در نهایت، این وب9باشد )جدول ترازی خوب می هم
مدل برای  3شده  سرور براساس الگوهای شناسایی

پیشنهاد نمود که بهترین مدل براساس  NIaپروتئین 
C-score  وTM score  (.9انتخاب شد )شکل 

 

 
 NIaشده پروتئین بینی. ساختار دوم پیش2شکل 

 
 

1. Disordered proteins 

2. Protein Data Bank 
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شده توسط وب سرور الگوهای شناسایی .9 جدول
ITASSER سازی پروتئین جهت مدلNIa 

Z-Score*  باهت   همپوشانی 
شماره دسترسی 

PDB والگ 
1.54 0.52 0.22 1q31A 
1.26 0.86 0.11 3jc8Q 
2.68 0.50 0.22 1q31A 
1.57 0.95 0.06 4qs4A 
1.67 0.52 0.23 1lvmA 
1.52 0.84 0.07 4uxeA 
2.36 0.51 0.22 1q31 
1.98 0.52 0.23 1q31 
2.29 0.51 0.22 1q31A 
4.31 0.50 0.23 1q31 

ن الگوهای شناسایی دهنده سطح اطمینانشان Z-Score* شاخص 
 باشد.قبول میقابل Z-Score>1شده بوده و میزان 

 

 
شده توسط سازیمدل NIaساختار سه بعدی پروتئین  .9شکل 
(، 299. آمینواسیدهای هیستیدین )ITASSERسرور وب

دهنده (  نشان966( و سیستئین )202اسید )آسپارتیک
ئاز این پروتئین آمینواسیدهای موجود در جایگاه فعال دمین پروت

 باشند.می

 
ها یک توضیح نظمی ذاتی در ساختار پروتئینبی

احتمالی برای کم بودن تعداد ساختارهای پروتئینی در 
ها مقایسه با تعداد زیاد کاربرد آنها است. ویروس

باشند. پردازش دارای تعدادی محدودی پروتئین می
های ویروسی و تغییرات پس از ترجمه پلی پروتئین

یک راهکار عالی جهت گسترش ساختارهای 
ها است. با توجه به مشاهدات پروتئینی در ویروس

Satheshkumar et al. (2005بی ،) نظمی ذاتی در
دارای نقش  1ویروس موزاییک سزبانیاVPg دمین 

مهمی در هضم پروتئولیتیک پلی پروتئین ویروسی 

                                                                     
1. Sesbania mosaic virus 

(. همچنین Satheshkumar et al., 2005باشد )می
های ساختاری نشان بینیهای حاصل از پیشتهیاف

های ساختاری در دمین نظمیاند که میزان بیداده
VPg  در ویروسY بیش از  تواندمی 2زمینیسیب
 (. Hafren and Makinen, 2008درصد باشد ) 01

نظمی ساختاری رسد که بینظر میبنابراین، به
 VPgهای یک ویژگی مشترک در میان تمام دمین

 Potyvirideaeموجود در خانواده  NIaروتئین پ
 (.   Rantalainen et al., 2008است )
 

 شدهسازیارزیابی کیفیت پروتئین مدل

سرور میزان انرژی پروتئین با استفاده از وب
ModRefiner  884111از- kJ/mol  به

864403- kJ/mol  کاهش یافت. نتایج بررسی
سازی ینهقبل و پس از به NIaکیفیت پروتئین 

ترتیب واسطه رسم نمودار راماچاندران و بهانرژی، به
نشان داده شده است.  B-6و  A-6های در شکل

نمودار راماچاندران یک روش بسیار پرکاربرد جهت 
پلات زوایای چرخشی پروتئین و ارزیابی کیفیت 

باشد. این نمودار شده میساختار مدل 3استرئوشیمیایی
اسیدهای قرار گرفته در نواحی با محاسبه درصد آمینو

مطلوب و مجاز و غیرمجاز، کیفیت مدل ورودی را 
 (.Gadhe et al., 2015کند )تعیین می

مطابق نتایج حاصل از این مطالعه، پروتئین 
 مجموعاً سازی انرژی دارایشده قبل از بهینهسازی مدل
% آمینواسید در مناطق مطلوب و مجاز و 0/30
، که درحالیناطق غیرمجاز بود. % آمینواسید در م9/2

سازی انرژی منجر به افزایش مناطق مطلوب و  بهینه
 0/04% )9/33مجاز آمینواسیدی پروتئین تا میزان 

مناطق مجاز( و  4/22درصد مناطق مطلوب و 
کاهش مناطق غیرمجاز آمینواسیدی آن تا میزان 

شده پس از % شد. مناطق غیرمجاز پروتئین مدل0/1

                                                                     
2. Potato Y virus 

3. Stereochemistry 
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انرژی، شامل آمینواسیدهای آرژنین در سازی بهینه
)در انتهای  626، سرین در موقعیت 28موقعیت 

 923کربوکسیلی پروتئین( و هیستیدین در موقعیت 
کدام از این آمینواسیدها در جایگاه اتصال  بود که هیچ

سازی بهینه پروتئین با لیگاند قرار نداشت. بنابراین،
سازی شده مدلانرژی منجر به بهبود کیفیت پروتئین 

سازی انرژی یک مرحله در مطالعه حاضر شد. بهینه
باشد. کاهش انرژی ها میسازی پروتئینمهم در مدل

سازی شده، منجر به ایجاد ساختارهای پروتئینی مدل
 Gadhe etگردد )ساختارهایی با پایداری بیشتر می

al., 2015.) 
 

 بر NIaبررسی جایگاه فعال دمین پروتئاز پروتئین 

 های همولوگ ردیفی توالیاساس هم

های گیاهی پروتئازهای ایجادشده توسط ویروس
در دو گروه سرین پروتئازها و سیستئین  عموماً

 ,Mann and Sanfaconگیرند )پروتئازها قرار می

های ‌موتیف دارای NIa(. دمین پروتئاز پروتئین 2019
ها است، ساختاری مشابه سرین پروتئازهای یوکاریوت

که دارای یک آمینواسید سیستئین در جایگاه درحالی
باشد. بنابراین، این پروتئازها در گروه فعال خود می

گیرند. جایگاه فعال این سیستئین پروتئازها قرار می

و  202، 299های آمینواسیدی دمین در موقعیت
 ,.Adams et alقرار دارد ) NIaپروتئین  966

سه جایگاه فعال (. به منظور بررسی و مقای2005
های ردیفی توالی، از همNIaدمین پروتئاز پروتئین 
های مناطق مختلف جغرافیایی این پروتئین در ایزوله

( نشان داد 3استفاده شد. نتایج در این بخش )شکل 
که آمینواسیدهای موجود در این جایگاه شامل 

اسید در ، آسپارتیک299هیستیدین در موقعیت 
 بود.  966ئین در موقعیت و سیست 202موقعیت 

آمینواسیدهای موجود در این جایگاه به میزان 
زیادی حفاظت شده بودند و تنها تفاوت مشاهده شده 

 202مربوط به ایزوله اتریش بود که در موقعیت 
 اسید بود. جای آسپارتیکهدارای آمینواسید گلایسین ب

 Hosseini and Saidiبا توجه به مشاهدات 
 های کاملاًرات توالی در موتیف(، تغیی2019)

های جدید ایجاد گیری گونهشده، هنگام شکلحفاظت
‌.Guo et alهای ، مطابق یافتهشود. با این حالمی

های موجود (، دمین پروتئاز در اغلب ویروس2011)
حفاظت شده است، که این  Potyviridaeدر خانواده 

  مایند. نمی تأییدنتایج تحقیق حاضر را نیز  هاگزارش

 

 
 سازی انرژی( پس از بهینهBشده قبل و )مدل NIa( نمودار راماچاندران پروتئین Aشده. )سازیمدل NIaارزیابی کیفیت پروتئین  .6شکل 
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آمینواسیدهای موجود در جایگاه فعال پروتئین 
NIa  و نقش آن در تکثیر ویروسی مشابه پروتئیناز

 ,.Mathur et alاست ) Picornavirusموجود در 

پپتید (. این دمین، علاوه بر پردازش پلی2012
ویروسی، دارای فعالیت خودبرشی نیز بوده و منجر به 

 NIaدر پروتئین  VPgو  Proجداسازی دو دمین 
(. دمین پروتئاز Adams et al., 2005شود )می

، به میزان زیادی در بیوتکنولوژی و NIaپروتئین 
های نوترکیب ئینجهت حذف نشانگرها از پروت

 (. Jebasingh et al., 2012شود )استفاده می

 

 
 های مناطق مختلف جغرافیاییدر ایزوله NIa( دمین پروتئاز پروتئین His 233, Asp 272, Cys 344. مقایسه جایگاه فعال )3شکل 
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بررسی جایگاه فعال پروتئین براساس ساختار سه 

 بعدی آن

سیدهای درگیر در اتصال با لیگاند توسط جایگاه آمینوا
 واسطه مقایسه پروتئینو به I-TASSERسرور 

های موجود در پایگاه داده شده با پروتئینسازی مدل
BioLip  پیشگویی شد. این جایگاه در پروتئین

شده شامل سه آمینواسید هسیتیدین در سازی‌مدل
و  202اسید در موقعیت ، آسپارتیک299موقعیت 

بود. این آمینواسیدها  966تئین در موقعیت سیس
 NIaمربوط به جایگاه فعال دمین پروتئاز پروتئین 

های (. جنبهAdams et al., 2005باشند )می
های تکثیر، ها مانند استراتژیمختلفی از ویروس

ای برداری معکوس و ترجمه، اهداف بالقوهنسخه
د واسطه ترکیبات ضها بهجهت هدف قرار دادن آن

ها وابسته که تعدادی از ویروسویروسی است. درحالی
های حیاتی مرازها، پروتئازها و دیگر آنزیم به پلی

های ها دارای آنزیممیزبان هستند، تعدادی از آن
ها، گونه آنزیم باشند و ممانعت این کدشده ویروسی می

های استراتژی کلیدی برای ممانعت از آلودگی
 (. Mishra et al., 2013باشد )ویروسی می

ویروس  NIaدر این مطالعه توالی کامل ژن 
WSMV  ایزوله ایرانی میمه برای اولین بار، تعیین و

سازی شد و مورد بررسی دقیق ساختاری و همسانه

 توالی قرار گرفت. نتایج حاصل از تعیین ساختار 
% لوپ و 23/39دوم و سوم این پروتئین، حضور 

اختار آن نشان داد. این نظمی فراوانی را در س بی
نظمی یک ویژگی مشترک در میان تمام  بی

 Potyviridaeموجود در خانواده  NIaهای  پروتئین
در میان  NIaبود. مقایسه جایگاه فعال پروتئین 

های همولوگ، نشان داد که این جایگاه شامل توالی
(، 299شده هیستیدین ) سه آمینواسید حفاظت

( بود. این 966یستئین )( و س202آسپارتیک اسید )
نتایج در توافق با نتایج حاصل از پیشگویی جایگاه 
اتصال پروتئین با لیگاند، براساس ساختار سوم آن 

شدگی ناحیه  بود. در نهایت، با توجه به حفاظت
توان با ، میNIaعملکردی یا جایگاه فعال پروتئین 

هدف قراردادن این جایگاه در سطح مولکولی )با 
از ترکیبات ضد ویروسی جدید( به توسعه استفاده 

های کنترل بیماری ویروسی موزاییک نواری روش
 گندم کمک کرد.

 

 سپاسگزاری
های زابل و شهرکرد که از تحقیق حاضر از دانشگاه

 گردد.حمایت کردند، تشکر و قدردانی می
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