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چکیده

اندازي و هضم کیتین که در چرخه پوستاشندبهاي ضروري سخت پوستان میکیتینازها جزء آنزیم

Fenneropenaeusاز کیتینازرمزگردانcDNA. بر اساس مطالعه حاضر، کنندمینقش مهمی ایفا 

mergueinsisبا طولbp1404با روش اسید آمینه 467شاملRT-PCR تعیین توالی شد و سپس

والی جدید در بانک ژنی با شماره دستیابی آنالیز فیلوژنیکی و بیوانفورماتیکی آن انجام شد. ت

MT250539ثبت شد و  وزن مولکولی پروتئین حاصل از این توالیKDa84/51 نقطه ایزوالکتریک و

همسانیشد. مقایسه توالی آمینو اسیدي در بین کیتینازهاي پنائید بیشترین بینیپیش79/4تئوریکال

.Pو P. mondon chi-3 ،F. chinensis ،P. vannamei%) به ترتیب با 92تا 97(حدود 

japonicus chi-3 .هاي فیلوژنتیکی نشان داد که کیتیناز مطالعه حاضر متعلق به بررسینشان داد

.Fاز کیتینازکهنشان داد است،الگوي پروتئینی آشکار شدهباشد. آنالیزهايمی3کیتینازهاي گروه 

mergueinsis شامل دمین کاتالیتیکیGlyco-18 یک جایگاه متصل شونده به 347-2در موقعیت ،

در سیستئین، یک پل دي سولفیدي شکل گرفته توسط دو456- 403در موقعیت Aکیتین پریتروفین 

125-117در موقعیت ، جایگاه فعال2، یک دمین متصل شونده به کیتین نوع 436-421موقعیت 

)117FDGLDMDWE125 و یک 412- 376/ ترئونین در موقعیت هاي )، یک ناحیه غنی از پرولین

. مطالعه حاضر نشان ) می باشدNTSG(427-424گلیکوزیلاسیون در موقعیت –Nجایگاه مفروض 

هاي کیتیناز فعال و  مشابه با کیتینازهایی است که حاوي موتیفF. mergueinsisدهد که توالی می

هاي کارکردي و ویژگیاحتمالاً یان و تخلیص  گ، بنو درصورت کلونیاندتوالی شدهتعیینقبلاً  

هاي مورد اشاره بالا را دارد.ها گونهساختاري مشابه آنزیم

CDNA ،Fenneropenaeus mergueinsis، بیوانفورماتیک، کیتیناز، فیلوژنی: انگواژکلید

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

io
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

25
 ]

 

                             1 / 16

https://biot.modares.ac.ir/article-22-47686-fa.html


1400، بهار 2، شماره 12دوره _________ ________________________________ زیست فناوري دانشگاه تربیت مدرس

76

مقدمه

باشد. این ترین ترکیب زیستی بعد از سلولز میکیتین، فراوان

استیل گلوکز آمین با -β -Nخطی از واحدهايهومو پلیمر

بطور این بیوپلیمرساخته شده است. )β -)4-1پیوندهاي 

فراوانی در طیف وسیعی از موجودات شامل بندپایان، 

هاي ماهیان و سخت ها، نرم تنان، نماتودها، فلسقارچ

هیدرولیز کیتین توسط .]1،2[پوستان یافت می شود

هاي کیتینولیتیکی آنزیمشود.ی انجام میهاي کیتینولیتیکآنزیم

) بوده که GHمتعلق به خانواده هاي گلیکوزید هیدورلازها (

بر اساس شباهت توالی آمینو اسیدي شان به دو دسته 

و 18GH ،19GH ،23GHهاينازها شامل گروهیاندوکیت

48GH وβ-N-هاياستیل هگزو آمینیدازها شامل گروه

3GH ،5GH ،18 ،20GH ،84GH 116وGHبندي رده

متنوع از دکاپودهاي یمیگوهاي پنائید گروه.]3[شوندمی

هايآبی را تشکیل داده که داراي بیشترین فراوانی در دریای

یآنزیمکیتیناز .]4[باشندگرمسیري و نیمه گرمسیري می

که پیوندهاي گلیکوزیدي موجود در کیتین است بوده داخلی

نقش مهمی کیتیناز موجود در سخت پوستانشکافد.را می

اندازي، هضم اسکلت خارجی و سنتز در روند پوست

اسکلت خارجی جدید در طول رشد سخت پوستان دارند

بیشتري از . علاوه بر این، کیتیناز داراي نقش کلیدي]5[

، هضم غذاهاي کیتینوزي، تصفیه پساب هاي کیتینوزيجمله

، حشراتهايهاي قارچی، تخریب آفتدفاع بر علیه پاتوژن

و سایر پاسخ هاي فیزیولوژیکیمکانیسم دفاعی از میزبان

دریایی، فعالیت هاياکوسیستمدر همچنین .]8-6[دارد

هاي کیتینولیتیکی براي ارزیابی خطرات اکولوژیکی آنزیم

نتایج .]9[شوداستفاده میاکوسیستممرتبط با آلودگی 

مطالعات قبلی نشان داده است که کیتیناز شناسایی شده از 

Litopenaeus vannameiاز 4، کیتیناز ]10[ر تنظیم ایمنی د

P. mondon در پاسخ به استرس، ایمنی و پوست اندازي

2، 1نازهاي ، کیتی]5[در ایمنی L.vannamei، کیتیناز از ]11[

در هضم کیتین اسکلت خارجی طی P. mondonدر 3و 

Fenneropenaeusاز 3، کیتیناز ]12[دوران پوست اندازي 

chinensis از 3، کیتیناز ]13[در هضم غذاهاي کیتینوزي

Penaeus japonicus از 1، کیتیناز ]14[در دفاعPenaeus

mondon از 2و کیتیناز ]15[در روند پوست اندازي

Marsupenaeus japonicus16[در سیکل پوست اندازي[

اولین ژن کد کننده کیتیناز براي اولین بار نقش اساسی دارند. 

.Mمیگويدر  japonicus شناسایی شد. سپس بعد از آن

هاي علاقه ي محققین براي شناسایی و توصیف سایر ژن

.L.vannamei ،Fاز جمله پنائیدمشابه از میگوهاي

chinensis وP. mondon ،ون تاکنبرانگیخته شد. با این حال

کد کننده cDNAمولکولیهیچ گزارشی در مورد شناسایی

درك ما از همچنینوجود ندارد. F. mergueinsisکیتناز از 

آنزیم هاي کیتینولیتیکی دریایی، به علت کمبود اطلاعات 

هاي بیوشیمیایی مربوط به آنها محدود ژنتیکی و ویژگی

لکولی باشد. هدف از مطالعه حاضر، بررسی فیلوژنتیکی مومی

cDNA کد کننده کیتیناز ازF. mergueinsis و روشن کردن

هاي کد کننده کیتیناز روابط فیلوژنتیکی بین آن با سایر ژن

کیتیناز در آنزیم سایر میگوهاي موجود در بانک ژن می باشد.

و صنایع غذایی مورد پزشکی، بیوتکنولوژي، کشاورزي 

کی آنها نیز اهمیت بررسی فیلوژنتیگیرد و استفاده قرار می

دارد. تاکنون هیچ مطالعه فیلوژنتیکی بر روي ژن کیتیناز از 

انجام نشده است. اگر ما ویژگی هاي F. mergueinsisگونه

هاي مطالعه شده را بدانیم با کمک آنزیمی سایر گونه

توان پیش بینی اطلاعات روابط فیلوژنتیکی تحقیق حاضر می

هاي مختلف د نظر در گونهرابطه تکاملی ژن مورکرد که 

تري را میگو به چه صورتی است و فرضیات تکاملی دقیق

ارائه داد. اگر بر اساس نتایج فیلوژنی، خصوصیات 

هاي قبلی شباهت زیادي فیلوژنتیکی گونه حاضر با گونه

هاي آنزیم توان پیش بینی کرد که ویژگیداشته باشد باشد، می

اگر روي دیگر ما باشد و مشابه گونهکیتیناز آن گونه ها 

مطالعات ساختار و عمل آنزیم کیتیناز قبلاًهاي مشابهگونه

پژوهش انجام شده باشد در این صورت F. mergueinsisاز

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

io
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

25
 ]

 

                             2 / 16

https://biot.modares.ac.ir/article-22-47686-fa.html


بیگمرادي و همکاران______________ ________________________________ … آنالیز فیلوژنتیکی و بیوانفورماتیکی

77

.Fتوجیه زیادي براي بررسی ساختار و عمل آنزیم

mergueinsisماند. چنان چه شرایط برعکس باقی نمی

از کرد که آنزیم کیتینازحالت قبل باشد می توان پیش بینی

احتمالاً از نظر ساختار و عملکرد sF. mergueinsiگونه

ها است و توجیه هاي متفاوت با دیگر گونهداراي ویژگی

بیشتري براي پژوهش ساختار و عمل آنزیم کیتیناز آینده باقی 

ماند. به طور کلی و صرف نظر از حالتی که توضیح داده می

ین مطالعه کسب اطلاعات بیشتر در هدف اصلی از اشد،

و مقایسه F. mergueinsisزمینه فیلوژنی ژن کیتیناز در گونه

هاي تکاملی ارائه فرضیههاي میگو جهت آن با دیگر گونه

.تر در خصوص این ژن استو دقیقترصحیح

هامواد و روش

F. mergueinsisهاي آوري نمونهجمع

از موقعیت جزیره F. mergueinsisعدد میگوي 25تعداد 

بـرداري شــد.  هرمـز واقـع شـده در خلــیج فـارس نمونـه     

ها با استفاده از تیغ اسکالپر استریل شـده بـا   هپاتوپانکراس

. ند% جداسازي و با آب مقطر شستشو داده شـد 95اتانول 

هپاتوپانکراس ها بـه درون تانـک حـاوي نیتـروژن مـایع      

د. انداخته شد و به آزمایشگاه منتقل گردی

PCRو cDNAسنتز ،RNAاستخراج 

کلیه لوازم مورد نیاز  با محلول RNAجهت استخراج 

DEPC1% .استریل شدRNA کل از هپاتوپانکراسF.

mergueinsis توسط کیت استخراجRNA کل با محلول

RNX-Plus Reagent)SinaClon بر طبق دستور العمل (

اج شده استخرRNA. غلظت شدسازنده کیت استخراج 

) در Nano Ar 2015توسط اسپکتروفتومتر نانودراپ (

260/280 nm سنجیده شد و یکپارچگی آن بر روي

RNAاز μg5% تعیین شد. مقدار 1الکتروفورز ژل آگارز 

) بر طبق cDNA)SinaClonاستخراج شده توسط کیت سنتز 

M-MuLV Reverseدستور العمل سازنده کیت با آنزیم 

Transcriptase دقیقه در 60درCͦ42 ،5 دقیقه درCͦ85 و

بعد از ساخت سنتز شد. cDNAبه Cͦ10دقیقه در 10

cDNA ازRNA استخراج شده واکنشPCR .انجام شد

′5پیشرو (طراحی شدهتوسط پرایمرهايPCRواکنش 

ATGGTGTGCTACTTCGGCTCGTG 3′ و معکوس (

)5′ TTAGCAGTCATTCGGGCATACGTC 3′( انجام

شد. براي انجام این واکنش در یک میکروتیوب استریل 

میکرولیتر هر کدام 6/0الگو، cDNAمیکرولیتر از 5/1مقادیر 

/. PCR ،6میکرولیتر بافر 2از پرایمرهاي پیشرو و معکوس، 

میکرولیتر آنزیم MgCl2 ،3/0میکرولیتر dntp ،4/0میکرولیتر 

Taq DNA تر با آب میکرولی25پلیمراز تا حجم نهایی

minبراي C95°در شرایط PCRدیونیزه وارد شد. واکنش 

، sec45براي C66°سیکل sec45 ،30براي C95°، در 5

°C72 برايmin2 و°C72 برايmin10.انجام شد

توسط کیت استخراج از ژل و PCRپاکسازي محصولات 

PCR)KoreaBioneer (Koreaپاکسازي محصولات 

Bioneer.بر طبق دستورالعمل سازنده کیت انجام شد

TAکلونینگ

توسط کلونینگ T/Aدر وکتور RT-PCRمحصولات 

جهت این .) کلون شدpTG 19-T)Vivantisوکتور 

به وکتور بر اساس برگه 1وروديابتدا مقدار آزمایش، 

2اطلاعاتی کیت محاسبه شد. جهت لیگاسیون مقادیر 

میکرولیتر pTG19-T)ng/µl25 ،(6وکتور میکرولیتر 

1لیگاز، 10Xمیکرولیتر بافر ng/µl40 ،(1ورودي (

12لیگاز تا حجم نهایی T4 DNAمیکرولیتر آنزیم 

وارد یک میکروتیوب استریل شد. میکرولیتر با آب دیونیزه

به مدت گراددرجه سانتی16سپس انکوباسیون در دماي 

در سلول ونیک شبانه روز انجام شد. ترانسفورماسی

محصول انجام شد. DH5αمستعد باکتري 

37کشت و به انکوباتور LBروي پلیت ترانسفورماسیون

1. Insert
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براي ساعت منتقل شد.16به مدت گراددرجه سانتی

مطابق شرایط ذکر PCRکلونینگ واکنش کلونی تأیید 

شده انجام شد. سپس پلاسمید نوترکیب مورد نظر توسط 

، استخراج شده و جهت GeneAllکیت استخراج پلاسمید 

نهایت توالی . درشدتعیین توالی به شرکت فزاپژوه ارسال 

با شماره دستیابی NCBIژن مورد نظر در بانک ژن پایگاه 

MT250539 شدثبت .

هاي اطلاعاتی آنالیزهاي بیوانفورماتیکی و پایگاه

کد کننده کیتیناز cDNAجستجو کننده توالی 

NCBIکیتیناز از سایت mRNAوط به هاي مربابتدا توالی

Basic Local، سپس با استفاده از ابزار شددریافت 

Alignment Search Tool (BLAST) شدهم تراز .Open

reading frames (ORFs) با استفاده ازORF finder پیش

برنامهبینی شد. خصوصیات فیزیکی و شیمیایی آنزیم با 

ProtParamاي محافظت شده هر هبینی شد. دمینپیش

Conserved Domains(افزار آنلاینآنزیم با استفاده از نرم

online software (هاي آنزیم با بررسی شد. موتیف

) /https://myhits.sib.swiss(افزار آنلایناستفاده از نرم

ن با نرم پیشگویی ساختار سه بعدي پروتئیشد.بررسی

شد.  انجام) https://swissmodel.expasy.org(افزار آنلاین

prositeهاي مربوط به الگوي پروتئین با برنامه بررسی

)https://prosite.expasy.org انجام شد. از نرم افزار (/

Clustal Wاستفاده شد. براي تراز بندي چندگانه توالی ها

maximumدرخت فیلوژنتیکی با استفاده از روش 

likelihood مدلTamura-Nei در نرم افزارMolecular

Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 7.0) با بوت

تمامی اطلاعات مربوط به م شد. یرستتکرار 1000استرپ 

هاي استفاده شده در ساخت درخت فیلوژنتیکی در توالی

نشان داده شده است.1جدول

اطلاعات مربوط به توالی هاي استفاده شده در ساخت درخت فیلوژنتیکی-1جدول 

پروتئینشماره دستیابی نوکلئوتید/نام رایجهاگونهها کیتینازگروه
جفت 

بازها
RNAجداشده از

)I)chi-1گروه 

Litopenaeus vannameiمیگوي سفید آرامEU883591/ACG605131893بافت هاي مخلوط

Penaeus monodonمیگوي سیاه ببريAF157503/AAD403132457هپاتوپانکراس

Fenneropenaeus chinensisمیکوي سفید چینیDQ277710/ABB852372464

Marsupenaeus japonicusمیگو کوروماD84250/BAA122872078هپاتوپانکراس

)II)chi-2گروه 
Penaeus monodonسیاه ببريمیگوKX610684/APL971422050

Marsupenaeus japonicusمیگو کوروماD89751/BAA140141584بافت هاي کوتیکولی

-III)chiگروه 

3(

Litopenaeus vannamei 1میگوي سفید آرامEU381118/ABY706431467بافت هاي مخلوط

Litopenaeus vannamei 2میگوي سفید آرامAF315689/AAN746471594هپاتوپانکراس

Fenneropenaeus chinensisمیگوي سفید چینیDQ000159/AAY443001616

Marsupenaeus japonicusمیگو کوروماAB008027/BAA228541493هپاتوپانکراس

Fenneropenaeusمطالعه حاضر
merguiensis

هپاتوپانکراسMT250539/QKY678741404میگو موزي

-IV)chiگروه 

4(

Litopenaeus vannameiمیگوي سفید آرامFJ888480/ACR233142126بافت هاي مخلوط

Penaeus monodonمیگو سیاه ببريKY210138/AQM560042178هپاتوپانکراس

Penaeus japonicusمیگوي ببري ژاپنیMN480759/QGA669842124

)V)chi-5گروه 

Litopenaeus vannamei 1میگوي سفید آرامMH001173/AWD737672557آبشش

Litopenaeus vannamei 2سفید آراممیگويFJ888481/ACR233151665بافت هاي مخلوط

Penaeus monodonمیگوي سیاه ببريKY865407/ARM202522860
هپاتوپانکراس و 

آبشش
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هایافته

.Fکد کننده کیتیناز از cDNAهاي ویژگی

mergueinsis
رمزگردان cDNAهاي تکثیر شده پس از ارسال نمونه

کیتیناز و دریافت نتایج تعیین توالی مشخص شد که 

.Fکد کننده کیتیناز cDNAطول توالی جدید است و 

mergueinsis،bp1404467که به )1(شکل بود

و در بانک ژنی به شد ترجمهنه رزیدوي اسید آمی

ثبت شد. با استفاده از 250539MTشماره دستیابی 

توالی بینی شد که پیشExpasyبرنامه آنلاین 

KDaپیشگویی شده داراي وزن مولکولیآمینواسیدي

توالی پروتئینی می باشد. 79/4تئوریکالPIو 84/51

اسیدي کیتیناز این مطالعه داراي بیشترین درصد آمینو

Ala)8.4% ،(Gly)8.4% ،(Leuبه ترتیب در 

)7.9% ،(Pro)7.1% و (Thr)6.9% 2) بود (جدول .(

58) برابر Asp + Gluتعداد کل رزیدوها با بار منفی (

) Argو تعداد کل رزیدوها با بار مثبت   +  Lys برابر (

بود.  31

. بافر بارگذاري PCRنتایج کلونی ـو ببا فلش مشخص شده استکهبر روي ژل آگارزRT-PCRنتایج واکنش ـالف-1شکل 

DM 1100SMOBiO
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F. mergueinsisکیتیناز از آنزیم ترکیب بندي آمینو اسیدي -2جدول 

اسید آمینهتعداد کل%درصداسید آمینهتعداد کلدرصد%

%7/937Leu (L)%8/439Ala (A)

%3/918Lys (K)%2/813Arg (R)

%2/612Met (M)%4/923Asn (N)

%2/612Phe (F)%7/334Asp (D)

%7/133Pro (P)%3/416Cys (C)

%5/425Ser (S)%314Gln (Q)

%6/932Thr (T)%5/124Glu (E)

%2/612Trp (W)%8/439Gly (G)

%6/229Tyr (Y)%3/215His (H)

%4/521Val (V)%4/119Ile (I)

F. mergueinsisبررسی هاي ساختار ژنومی کیتیناز از 

.Fآنالیز توالی هاي نوکلئوتیدي و آمینو اسیدي کیتیناز از 

mergueinsis 2مشخص شد (شکل .(ATG کدون آغازي

کدون پایانی هستند. TAAو 

بر اساس الگوي پروتئینی آشکار شده و هم تـرازي چندگانـه   

بـا تـوالی   F. mergueinsisاز کیتین ـرزیدوهاي آمینواسیدي از 

.M. japonicas)Mjchi-3 ،(Lهـاي  گونـه 3کیتینـاز گـروه   

vannamei)Lvchi-3 و (F. chinensis)Fcchi-3(  اسـتنباط

- 2در موقعیـت  Glyco-18شد که شـامل دمـین کاتـالیتیکی    

) chitin-binding، یک جایگاه متصل شونده بـه کیتـین (  347

، یک پـل دي سـولفیدي   456- 403در موقعیت Aپریتروفین 

- 421در موقعیــت Cysشــکل گرفتــه اســت و  توســط دو 

، جایگـاه فعـال   2، یک دمین متصل شونده به کیتین نوع 436

)، یک ناحیه غنی E125)117FDGLDMDWE125در موقعیت 

412- 376از پــــرولین / ترئــــونین در موقعیــــت هــــاي 

)
PPPLPTTTRDPNEPTTTTRAPPPPGIHCTTLGLNP

DPــک جا ــروض  ) و ی ــاه مف گلیکوزیلاســیون در –Nیگ

). 3) می باشد (شکل NTSG(427- 424موقعیت 
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هایلایت خاکستري کدون . با.F. mergueinsisتوالی هاي نوکلئوتیدي و آمینواسیدي پیشگویی شده از کیتیناز -2شکل 

) نشان داده شده است. TAA) و کدون پایانی (ATGشروع (
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:Glyco-18 domain
Mjchi-3

MVCYFGSWAVYRQGLGKFDVEDIDPKICTHIVFGFAGLAADSSIRVLDPWNELCDNYGKC 60
Lvchi-3

MVCYFGSWAAYRQGLGKFDVEDIDPKICTHIIFGFAGLAHDSSIRVLDPWNELCDNYGKC 60
Fcchi-3

MVCYFGSWAVYRQGLGKFDVEDIDPKICTHIIFGFAGLAHDSSIRVLDPWNELCDNYGKC 60
Fmchi        MVCYFGSWAVYRQGLGKFDVEDIDPKICTHIIFGFAGLAHDSSIRVLDPWNELCDNYGRC 60
             *********.*********************:******* ******************:*
                                                  Chitinases family 18 active site
Mjchi-3

AYDRFTALKQQNANLKALLAVGGWNEGSPKYSKMAADPALRNRFITSSIELLKKHGFDGL 120
Lvchi-3

AYDRFTALKQQNANLKAILAVGGWNEGSPKYSKMAADPVLRNRFITSSIELLKKHGFDGL 120
Fcchi-3

AYDRFTALKQQNANLKAILAVGGWNEGSPKYSKMAADPVLRERFITSSIELLKKHGFDGL 120
Fmchi

AYDRFTALKQQNANLKAILAVGGWNEGSPKYSKMAADPVLRDRFITSSIELLKKHGFDGL 120
             *****************:********************.**:******************

Mjchi-3
DMDWEYPTQRGGSPDDYDNFAILMAELKQALQPEGMLLTAAVSAGKATIDPAYNVPEISK 180

Lvchi-3
DMDWEYPTQRGGSPDDYDNFVILMAELNQALHAEGMLLTAAVSAGKATIDPAYNVPELSK 180

Fcchi-3
DMDWEYPTQRGGVPEDYDNFVILMAELNQALHAEGMLLTAAVSAGKATIDPAYNVPELSK 180

Fmchi
DMDWEYPTQRGGAPEDYDNFVTLMAELNQALHAEGMLLTAAVSAGKATIDPAYNVPELSK 180

             ************ *:*****. *****:***: ************************:**

Mjchi-3
SLDLINVMSYDLHGAWDDYTHHQSGLYAHPLDEGDNLYLNVDFAISYWIEKGARPGQIAL 240

Lvchi-3
SLDLINVMTYDLHGAWDDYTHHQSGLYAHPLDEGDNAFLNVDFAISYWIEKGARPGQIAL 240

Fcchi-3
SLDLINVMTYDLHGAWDDYTNHQSGLYAHPLDEGDNTFLNVDFAISYWIEKGARPGQIAL 240

Fmchi
SLDLINVMTYDLHGAWDDYTHHQSGLYAHPLDEGDNTFLNVDSTISYWIEKGARPGQIAL 240

             ********:***********:*************** :**** :****************

Mjchi-3
GIPLYGRCWTLASQQETGYYAPAHQPGAAGDWTKSPGMLGYNEICYMQTTQDWTVVDDPA 300

Lvchi-3
GIPLYGRCWTLASQQETGYYAPAHQPGAAGDWTRSPGMLGYNEICYMRTTQDWTVVDDPA 300

Fcchi-3
GIPLYGRCWTLASQQETGYYAPAHQPGAAGDWTKSPGMLGYNEICYMQTTQDWTVVDDPA 300

Fmchi
GIPLYGRCWTLASQQETGYYAPAHQPGAAGDWTKSPGMLGYNEICYMQTTQDWTVVNDPA 300

             *********************************:*************:********:***

Mjchi-3
MHEPYAYYFPMNNIWCSYDHAASVVTKAEYAKSKGLAGTMVWSVETDDFRGLCHNRKYHL 360

Lvchi-3
MNEPYTYYFPMNNIWCSYDHAASVAIKAEYAKSKGLAGTMVWSVETDDFRGLCHNRKYHL 360

Fcchi-3
MNEPYAYYFPMNNIWCSYDHAASVVTKAEYAKSKGLAGTMVWSVETDDFRGLCHDRKYHL 360
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Fmchi
MNEPYAYYFPMNNIWCSYDHAASVATKAEYAKAKGLAGTMVWSVETDDFRGLCHNRKYHL 360

             *:***:******************. ******:*********************:*****
Proline/Threonine rich region

Mjchi-3      IKTMVEVFGGGSITEPPPLPTTTRDPSEPTTTTRAPPPPGIHCTTLGLNPDPLDCTHYYL 420
Lvchi-3      IKTMVEVFGGGSITEPPPLPTTTRDPNEPTTTTRAPPPPGVHCTQPGLNPDPLDCTHYYL 420
Fcchi-3      IKTMVEVFGGGSITEPPPLPTTTRDPNEPTTTTRAPPPPGVHCSQPGLNPDPLDCKHYYL 420
Fmchi        IKTMVEVFGGGSITEPPPLPTTTRDPNEPTTTTRAPPPPGIHCSQPGLNPDPLDCTHYYL 420
             **************************.*************:**:  *********.****
                Disulfide bridge ;Chitin-binding domaim type 2
Mjchi-3      CSLNTSGGFDEKEEVCPEGTLFNPQSFYCDWASSVCYLGDNVCPNDC 467
Lvchi-3      CSLNTSGGYNEKEEVCPEGTLYNPQSYYCDWASSVRHLGEDVCPNDC 467
Fcchi-3      CSLNTSGGYNEKEEVCPEGTLYNPQSYYCDWASSVCHLGEDVCPNDC 467
Fmchi        CSLNTSGGYNEKEEVCPEGTLYNPQSYYCDWASSVCHLGEDVCPNDC 467
             ********::***********:****:******** :**::******

Mjchi-3 of) با : این مطالعهF. mergueinsis)Fmchiهم ترازي توالی آمینو اسیدي ژن کیتیناز از -3شکل  M. japonicus

(GenBank accession no. BAA22854) ،Lvchi-3 of L. vannamei (GenBank accession no. AAN74647) وFcchi-3

of F. chinensis (GenBank accession no. AAY44300)  .

افزار آنلاین م با استفاده از نرمهاي آنزیموتیف

)https://myhits.sib.swissررسی شد. نتایج اطلاعات ) ب

.F هاي موجود در توالی آمینواسیدي کیتیناز از موتیف

mergueinsis نشان داده شده است.5در جدول

F. mergueinsisاطلاعات مربوط به موتیف هاي موجود در کیتیناز -3جدول 

موقعیت توالی آمینواسیديموتیف ها

N-glycosylation site (ASN-
Glycosylation)

424-427  (NTSG)

Casein kinase II phosphorylation site107-110  (SSIE)

253-256  (SQQE), 289 -292  (TTQD), 326-329  (TKAE), 363-366

(TMVE), 372-375  (SITE), 382 -385  (TTRD)
N-myristoylation site155-160  (GMILLTA), 232-237  (GARPGQ), 335-340  (GLAGTM),

351-356  (GLCHNR), 370-375  (GGSITE), 400-405  (GIHCSQ)
Protein kinase C phosphorylation

site
43 -45  (SIR), 88-90  (SPK), 128-130  (TQR), 382-384  (TTR), 392-394

(TTR)
Tyrosine kinase phosphorylation site166-173  (KATIDPAY)
Chitinases family 18 active site117-125  (FDGLDMDWE)
Chitin-binding type-2 domain profile100-458

Proline-rich region profile376-412
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Xylose isomerase-like TIM barrel109-160

CBM_14
Chitin binding Peritrophin-A domain

403-456

Glycosyl hydrolases family 181-347

Paired amphipathic helix repeat134-149

ساختار سه بعدي پروتئین با استفاده از توالی 

ترسیم شد SWISS-MODELآمینواسیدي کیتیناز توسط 

Acidicبا %5/43توالی همسانی). از لحاظ 4(شکل

mammalian chitinase با ساختار کریستالی 73/37و %

از انسان نشان داد. Chitotriosidase-1طول کامل 

F. mergueinsisیش بینی شده کیتیناز از ساختار سه بعدي پ-4شکل 

سطحیمدل ـو بکارتونیمدل ـالف

هـاي چندگانـه و  تـراز بنـدي تـوالی   آنالیزهـاي نتایج

فیلوژنتیکی

هاي اسید آمینه رزیدويبین BLASTبا نرم افزار بررسی

با توالی هـاي پروتئینـی نشـان    F. mergueinsisکیتیناز از 

.P% بـا  97,86بـه میـزان   همسانیداد که داراي بیشترین 

mondon chi-3)ADG22163.1 ،(97,22  با کیتینـاز %P.

chinensis)AAY44300 ،(96,44  بـــا کیتینــــاز %P.

vannamei)AAT80625 بـا  92,72) و %P. japonicus
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chi-3)BAA22854 بــه میــزان  همســانیکمتــرین ) و

% 49,28) و P. mondon)ARM20252با کیتیناز % 49,74

نتـایج  ) نشـان داد. P. vannamei chi-4)ROT67643بـا  

با F. mergueinsisهاي فیلوژنتیکی آنزیم کیتیناز از بررسی

هاي سایر میگوهاي خانواده پنائیـده در دسـترس در   توالی

بیشترین وابستگی F. mergueinsisبانک ژن نشان داد که 

سترپ به شدت قوي با بوت اF. chinensisاز Fcchi-3با 

در کـلاد  F. mergueinsisاز ). کیتیناز 5(شکل % دارد 96

% 99با بـوت اسـترپ قـوي    3مربوط به کیتینازهاي گروه 

).5حمایت شد (شکل 

هاي پروتئینی تکرار، بر اساس توالی1000با بوت استرپ maximum likelihoodدرخت فیلوژنتیکی ساخته شده به روش -5شکل 

. اطلاعات مربوط به توالی هاي است(این مطالعه) با توالی سایر میگوهاي خانواده پنائیده ثبت شده در بانک ژنF. mergueinsisز کیتینا

) به عنوان برون L. vannamei)GenBank accession no. KM077135نشان داده شده است. آمیلاز 1ها در جدول مورد استفاده همه گونه

گونه می باشد.

حثب

کیتینازها داراي نقش مهمی در رشد سخت پوستان، 

چرخه پوست اندازي، حذف اسکلت خارجی و سنتز 

باشند.. در مطالعه حاضر، اسکلت خارجی جدید می

cDNA کد کننده کیتیناز ازF. mergueinsis جداسازي و

و هاي مولکولیتعیین توالی شد. سپس مورد بررسی

وژنتیکی و مقایسه آن با قرار گرفت و روابط فیلساختاري

هاي میگوهاي متعلق به خانواده پنائیده توصیف سایر گونه

شد. بررسی مولکولی توالی آمینواسیدي پیشگویی شده 

467به bp1404با F. mergueinsisنشان داد که کیتیناز 

رزیدوي اسید آمینه کد گذاري شد. وزن مولکولی توالی 

تخمین زده شد. 4,79تئوریکالPIو KDa51,84کیتیناز 

داراي F. mergueinsisکیتیناز از نتایج نمایان کرد که 

97ه میزان ببه ترتیب ) high identities(همسانیبیشترین 
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.P) و کیتیناز P. mondon chi-3)ADG22163% با 

chinensis)AAY44300 ،(49 % با کیتینازP. mondon

)ARM20252 و (P. vannamei chi-4)ROT67643( می

نتایج آنالیزهاي فیلوژنتیکی نمایان کرد که آنزیم باشد. 

بیشترین وابستگی به میزان F. mergueinsisکیتیناز از 

دارد. F. chinensisاز Fcchi-3% با 96

بر Zhou et al., 2017مطالعات انجام شده توسط 

.P) از Pmchi-5(5) و Pmchi-4(4روي کیتینازهاي 

mondon طول کامل نشان داد کهcDNA ازPmchi-4

ي رزیدو604بود که به bp1815شامل bp2178داراي 

ازcDNAطول کاملو شدگذارياسید آمینه کد

Pmchi-5 داراي سایزbp2860 شاملORFbp1731 که

آمینو اسید کدگذاري شد. وزن مولکولیرزیدوي 576به 

Pmchi-4 وPmchi-5به ترتیبKDa67,7وKDa64,8

-Pmchiپیش بینی شد. آنالیزهاي فیلوژنتیکی نشان داد که 

.Lهاي به ترتیب با گونهمسانیهداراي بیشترین 4

vannamei)83 ،(%E. sinensis)66 ،(%P. japonica

%) می باشد. آنالیزهاي 61(M. nipponense%) و 63(

مدول متصل شونده داراي دوPmchi-4دمین نشان داد که 

.]11[می باشد) chitin binding moduleبه کیتین (

,.Duan et alمولکولی انجام شده توسطمطالعات

Exopalaemonبر روي ژن کیتیناز میگوي 2014

carinicauda)ridgetail white prawn به نام (EcChi

و  bp1319، داراي cDNAنمایان کرد که طول کامل 

ORFbp1176 رزیدوي اسید آمینه کد 391بوده که به

و نقطه KDa43,71گذاري شد. وزن مولکولی 

تخمین زده شد. نتایج تحقیقات آنها بر 78/4ایزوالکتریک 

نمایان کرد که EcChiروي آنالیز بلاست آمینو اسیدهاي 

Pandalopsisبالایی بترتیب با کیتیناز تشابهداراي 

japonica)77 ،(%Scylla serrata)65 ،(%L. vannamei

)62 ،(%F. chinensis)62 3%) و کیتینازM. japonicus

.Eاز EcChi%) می باشد. ترازبندي چندگانه توالی 61(

carinicauda نشان داد که داراي حفاظت بالایی در

.]17[) می باشدFDGLDMDWEجایگاه فعال (

.Fاز Fcchi-3قبلی بر روي مطالعات انجام شده

chinensis طول نشان داد کهcDNA دارايbp1616 ،

ORFbp1401رزیدوي آمینو اسید467که به بوده

PI73/4و KDa92/51وزن مولکولیوکدگذاري

بررسی هاي مولکولی نشان داد که بینی شد. همچنین، پیش

Fcchi-3 همسانیداراي بیشترینcDNA و 92به میزان %

L. vannameiهاي% به ترتیب با کیتیناز گونه91,4

)AAN74647 ( وM. japonicus)BAA22854 (می باشد

cDNAلعات انجام شده بر روي هفت بر اساس مطا.]13[

نتیجه شد که طول L. vannameiکد کننده کیتیناز از 

cDNA ازLvchi-1)EU883591 با (bp1893 628به

، bp1127) با Lvchi-2)FJ888479رزیدوي اسید آمینه، 

Lvchi-3)EU381118 با (bp1594 ،Lvchi-4

)FJ888480 با (bp1690 ،Lvchi-5)FJ888481ا ) بbp

1665 ،Lvchi-6)GQ916594 با (bp1183 وLvchid-1

)GQ916595 با (bp5925[کد شد[.

در مطالعه حاضر، آنالیزهاي ساختاري مربوط به توالی 

نشان داد که داراي یک F. mergueinsisاسید آمینه کیتیناز 

در موقعیت Cysپل دي سولفیدي شکل گرفته توسط دو 

، یک 125-117، جایگاه فعال در موقعیت 421-436

-424گلیکوزیلاسیون در موقعیت –Nجایگاه مفروض 

/ ترئونین در موقعیت هاي 427 ، ناحیه غنی از پرولین 

-2در موقعیت Glyco-18، دمین کاتالیتیکی 376-412

-chitinو یک جایگاه متصل شونده به کیتین (347

binding پریتروفین (A می باشد. 456-403در موقعیت

بر Niu et al., 2018انجام شده توسطبر طبق مطالعات

گزارش شد که داراي L. vannameiاز Lvchi-5روي 

ORFbp1980 رزیدوي اسید آمینه کد 659بوده که به

-Glycoداراي یک دمین کاتالیتیکی Lvchi-5گذاري شد. 

در .]10[بود2دمین متصل شونده به کیتین نوع و یک18
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، Lvchi-1کیتینازهاي بر رويقبلیآنالیزهاي انجام شده

Lvchi-2 وLvchi-3 ازL. vannamei مشخص شد که

شامل یک پپتید سیگنال، یک دمین توالی آمینو اسیدي 

ناحیه غنی از ک، یGH18کاتالیتیکی کیتیناز 

18متصل شونده به کیتین نوع و یک مدولسرین/ترئونین

داراي یک مدول Lvchi-5داراي دو و Lvchi-4می باشد. 

.]5[بودند 18متصل شونده به کیتین 

Proespraiwong etنتایج مطالعات انجام شده توسط 

al., 2010 بر روي کیتینازهايP. mondon نمایان کرد که

اسید آمینه و وزن 644با Pmchi-1توالی آمینو اسیدي

-88یلی زیادي (حدود ختشابه، KDa72,4مولکولی 

.Lو M. japonicus ،F. chinensis%) با کیتیناز 91

vannamei نشان داد. آنالیزهاي انجام شده نشان داد که

-A20در موقعیت Glyco-18داراي یک دمین کاتالیتیکی 

D371 و یک دمین متصل شونده به کیتین غنی ازCys در

اسیديتوالی آمینومی باشد.I443-M498موقعیت 

Pmchi-2 باbp1223 اسید آمینه کد گذاري شد. 644به

بررسی هاي مولکولی نشان داد که داراي هومولوژي 

از میگوهاي 2%) با کیتیناز 97-90خیلی بالایی (حدود 

پنائید می باشد. همچنین داراي یک دمین کاتالیتیکی 

Glyco-18 در موقعیتY28-D373 می باشد. توالی

اسید آمینه با وزن مولکولی 468به Pmchi-3آمینو اسیدي

KDa9/51 کد گذاري شد. بررسی هاي مولکولی نشان

%) با کیتیناز 97-93داد که هومولوژي خیلی بالایی (حدود 

دارد. M. japonicusو F. chinensis ،L. vannameiاز 3

در Glyco-18همچنین داراي یک دمین کاتالیتیکی 

یک دمین متصل شونده به کیتین و V1-D348موقعیت 

بررسی هاي . ]12[می باشد L459به V402در موقعیت 

راي نشان داد که داFcchi-3بر روي توالی ژن ساختاري

and 135 117 ,171 ,132 ,186 ,252 ,411هفت اگزون با 

bp 159 ,90 ,121 ,196 ,232و شش اینترون با and 157

bp می باشد. پیش بینی شد کهFcchi-3 داراي یک دمین

، یک پل دي hing region، یک Glyco-18کاتالیتیکی 

دمین متصل و یک449و 436سولفیدي در موقعیت 

).Zhang et al., 2010می باشد (2نوع شونده به کیتین

Sarmiento et al., 2016 که گزارش کردندCDA-1 ازP.

mondon به طولbp2176 باORFbp1596 بوده که به

کد گذاري KDa61,271اسید آمینه با وزن مولکولی 532

PmCDA-1شد. آنالیزهاي انجام شده نشان داد که ژن 

، جایگاه 24و AA23هايقعیتداراي پپتید سیگنال در مو

AA236 ،260گلیکوزیلاسیون در موقعیت هاي-Nهاي 

در Aمتصل شونده به کیتین پریتروفین ، دمین 288و 

کلاس LDL، گیرنده AA95به AA41هاي موقعیت

و دمینAA149 به AA115هاي در موقعیتAدمین 

متصل . دمین ]18[می باشدNodB homologyکاتالیتیکی

، اولین دمین محافظت شده Aشونده به کیتین پریتروفین 

عنوان ها بهیافت شده، در کیتینازهاي موجود در ارگانیسم

شود هاي ماتریکس پریتروفیک یافت میبخشی از پروتئین

. این دمین در افزایش فعالیت آنزیم و امکان تعامل ]19[

هاي فیزیولوژیکی نقش طولانی مدت با سوبسترا و پاسخ

. گزارش شده است که دمین ]21, 20[دارد سزاییبه

، در F. chinensisدر Aمتصل شونده به کیتین پریتروفین 

نقش اساسی داشته استافزایش فعالیت و دفاع ایمنی

.Pدر . همچنین گزارش شده است که این دمین]22[

mondon وL. vannamei در تقویت تعامل بین آنزیم با

WSSV)white spotسوبسترا در پاسخ به عفونت 

syndrome virus نتایج به .]23،24[) نقش داشته است

از تحقیق حاضر نشان داد که کیتیناز مستخرج دست آمده 

بوده و 3جز کیتینازهاي گروه F. mergueinsisشده از 

داراي نقش بیولوژیکی مهمی از جمله چرخه پوست 

اندازي، تخریب اسکلت خارجی قدیمی و سنتز اسکلت 

خارجی جدید می باشد. مطالعه حاضر یک تحقیق بنیادي

در مورد عملکرد زیستی و کاربردي براي تحقیقات بیشتر 

می باشد.F. mergueinsisکیتیناز در 
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Abstract:
Chitinases are essential enzymes in crustaceans that play an important role in
the molting cycle and digestion of chitin. Based on the present study, the
chitinase encoding cDNA of Fenneropenaeus mergueinsis with a length of
1404 bp containing 467 amino acids was sequenced by RT-PCR and then its
phylogenetic and bioinformatics analysis was performed. The new sequence
was registered in the gene bank with the accessition number MT250539 and
the molecular weight of the protein resulting from this sequence was
predicted to be 51.84 KDa and the theoretical isoelectric point of 4.79.
Comparison of amino acid sequences among penaeid chitinases showed the
highest identification (about 97 to 92%) with P. mondon chi-3, F. chinensis,
P. vannamei and P. japonicus chi-3, respectively. Phylogenetic studies
showed that chitinase in the present study belongs to group 3 chitinases.
Revealed protein pattern analyzes showed that chitinase from F. mergueinsis
contained the catalytic domain Glyco-18 at position 2-347, a chitin-binding
site of pritrophin A at position 403-456, a disulfide bridge formed by two
cysteines at position 436-421 is a chitin-binding domain type 2, active site at
position 117-125 (117FDGLDMDWE125), a proline / threonine-rich region at
positions 376-412, and a putative N-glycosylation site at position 427-424
(NTSG). The present study shows that the F. mergueinsis sequence contains
active chitinase motifs similar to previously sequenced chitinases, and in the
case of cloning, expression and purification probably has functional and
structural features similar to the enzymes of the above species.

Keywords: Chitinase; Phylogeny, Bioinformatics, CDNA; Fenneropenaeus
mergueinsis
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