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Molecular Dynamic Simulations of OmpF in a Double 
Bilayer Membranes: The Different Behavior of OmpF in an 
asymmetric Ionic Concentration System

[1] Molecular dynamics simulations of biological membranes and membrane proteins 
using enhanced conformational sampling ... [2] Intrinsically disordered protein threads 
through the bacterial outer-membrane porin ... [3] Molecular Dynamics simulation 
studies of interactions of E. coli-K12 with OmpF in outer membranes: Effects of LPS 
structures on monoclonal antibodies  ... [4] Molecular dynamics simulations of membrane 
channels and ... [5] Computer simulations of membrane ... [6] Molecular dynamics 
simulations of proteins in ... [7] Ions and counterions in a biological channel: A molecular 
dynamics simulation of OmpF porin from Escherichia coli in an explicit membrane 
with 1 M KCl aqueous salt ... [8] Permeation of hydrophilic molecules through the 
outer membrane of gram-negative bacteria, review on bacterial ... [9] Biophysics of the 
structure ... [10] Transport across the bacterial outer ... [11] The structure of OmpF porin 
in a tetragonal ... [12] Molecular basis of voltage gating of OmpF ... [13] Crystal structure 
and functional characterization ... [14] Ion selectivity of gram-negative ... [15] Structural 
and functional characterization of OmpF porin mutants selected for larger pore size. II. 
Functional ... [16] Computational observation of an ion permeation ... [17] A molecular 
dynamics study of the pores formed by Escherichia coli OmpF porin in a fully hydrated 
palmitoyloleoylphosphatidylcholine ... [18] An alamethicin channel in a lipid bilayer: 
Molecular ... [19] Lipid properties and the orientation of aromatic residues in OmpF, 
influenza M2, and alamethicin systems: Molecular dynamics ... [20] Residue ionization 
and ion transport through ... [21] Ion permeation and selectivity of OmpF ... [22] Molecular 
dynamics simulations of membrane ... [23] PoreWalker: A novel tool for the identification 
... [24] CAVER: A new tool to explore routes from ... [25] Insights into the function of ion 
channels by computational electrophysiology ... [26] Orientation of the OmpF porin in 
planar lipid ... [27] Understanding ion conductance on a molecular level ... [28] Modeling 
membranes under a transmembrane ... [29] Constant electric field simulations of the 
membrane potential illustrated with simple systems. Biochimica et ... [30] The membrane 
potential and its representation by a constant electric field in computer ... [31] Atomistic 
simulations of biologically realistic transmembrane potential ... [32] Role of charged 
residues at the OmpF porin channel constriction probed by mutagenesis and ... [33] Why 
do the outer membrane proteins OmpF from E. coli and OprP from P. aeruginosa prefer ...

OmpF is one of the bacterial outer membrane protein which can transfer the ions into the 
membrane. During the last years different theoretical and experimental methods have been 
used for the investigation of the bacterial protein. In this study for retaining periodic boundary 
condition and investigation of the channel structural changes, we use double lipid bilayer in the 
system. Different ion concentration was applied into the lipid bilayers to make simulation much 
more realistic. The aim of this simulation is if there is any prominent direction in the ion passage 
of the channels. Structural analysis for two proteins with a different orientation is dissimilar 
and dssp analysis shows different peaks although there are common peaks. Lining residues and 
constriction zone amino acids in the two final frames are also diverse. There is no ion passage 
thorough protein 2. The results are completely different for the ion channels and it shows which 
after 100ns simulation one of the channels which its direction is similar to the natural channel in 
the bacterial membrane is open and the ion passage is clear and the other channel is completely 
closed which is related to the direction of the channel due to the ion concentration.
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  چکيده
 OmpF (E. coli) کلی اشریشیاهای غشای خارجی باکتری  یکی از پروتئین

های متنوع  . در سالیان اخیر روشسازد یمها را میسر  است که امکان عبور یون
قرار گرفته است. در این  استفاده موردتجربی و تئوری برای مطالعه این پروتئین 

سازی  حفظ شرایط مرزی از دو غشای دولایه در یک جعبه شبیه منظور  بهمطالعه 
های  است. غلظت شده  استفادهها  برای بررسی تغییرات کانال در حین عبور یون

سازی به شرایط  است تا شرایط شبیه شده ل اعمامتفاوت در دو طرف غشا یونی 
سازی دو سیستم مشابه  واقعی باکتری بیشتر شباهت داشته باشد. در این شبیه

. برای بررسی بیشتر در این دو اند گرفته قرارسازی  هم درون یک جعبه شبیه
ی کانال پروتئینی نسب به شیب غلظت یونی در هر دو جهت ریگ جهتسیستم 
گیری ارجح  است. در این تحقیق به بررسی اینکه در انتقال یونی جهت شده  اعمال

شود. آنالیزهای ساختاری برای  برای این کانال وجود دارد یا خیر پرداخته می
ین دهنده تفاوت بین دو کانال است همچن گیری نشان پروتئین در دو جهت

های مشابه در برخی  های ساختار دوم با وجود پیک الگوهای مربوط به بررسی
نقاط متفاوت بود. نتایج بررسی اسیدهای آمینه درون گذرگاه و حفره درون کانال 
نیز برای ساختار انتهایی پروتئین دوم متفاوت از ساختار انتهایی پروتئین اول 

هده نشد. نتایج نشانگر این است که بود. همچنین عبور یون در پروتئین دوم مشا
گیری واقعی این کانال در غشای  گیری آن مشابه با جهت ها که جهت یکی از کانال

 قابلای باز و عبور یون از آن  نانوثانیه۱۰۰سازی  باکتری است در طول این شبیه
کانال دیگر که جهت آن برعکس آنچه در  کهی حال در، استو پیگیری  مشاهده 

ی رویونی  غلظتاثرات شیب  دهنده نشانکه  دهش بستهود دارد، طبیعت وج
  .استکانال 
ی غشای دولایه دوقلو، غلظت یونی ساز هیشبی پروتئین غشایی، ساز هیشب ها: کلیدواژه
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  مقدمه
های معتبر در  سازی دینامیک مولکولی یکی از روش شبیه
های سلولی و مولکولی است.  شناسی و زمینه های زیست بررسی

های  یکی از کاربردهای آن در مطالعات غشای سلول و پروتئین
های غشایی در فرآیندهای مختلف سلولی  . پروتئین[1]غشایی است

ها در  سیگنال نقش دارند. این کانال لها و انتقا مانند انتقال یون
ها،  های مهمی دارند. یکی از این کانال موجودات دیگر نیز نقش

است که یک پروتئین غشای خارجی باکتری  OmpFکانال 
های غشایی کنترل ورود و  کانال. [2]است (E. coli)اشریشیا کلی 

ی و گر انتخابخروج مواد را در طول غشاهای زیستی همراه با 
که این عمل بدون مصرف انرژی و توسط  دارند  عهده بر بالارسانش 

 که . از آنجایی [3]گیرد دریچه حساس به عوامل محیطی صورت می
های  های انتقال ملزم به انجام حرکت در طول پدیده معمولاً  ها کانال

باشند، این   تر از میکروثانیه می کوچک در محدوده زمانی کوتاه
سازی دینامیک مولکولی  های شبیه توسط روش لاً معمورخدادها 

های  های یونی بین پروتئین . کانال[4]هستند مطالعه  قابلی آسان به

ها از غشا،  شان شامل انتقال یون دلیل عملکرد ساده غشایی به
 جالببودن، یک گروه دار چهیدری و گر انتخابافزایش رسانش، 

های  کانال حال  نیع رداما  ،[5]برای مطالعات تئوری است توجه 
دینامیک مولکولی هستند.  سازی  یونی یک چالش بزرگ در شبیه

سازی صحیح نیازمند به استخراج  ها برای شبیه این کانال
ی الکتروستاتیک ها کنش انیمپارامترهای دقیق توابع نیرو برای 

  .[6]بین حلال، یون و پروتئین و البته لیپید هستند
از سلول در برابر عوامل خارجی  تواند یمها  غشای خارجی باکتری

. این فعالیت [7]پشتیبانی و امکان جذب مواد غذایی را تسهیل کند
. [10-8]شود پورین انجام می بنامی ماکرومولکولتوسط ساختارهای 

های  های غیراختصاصی، که اجازه انتشار مولکول این پورین
هند، خیلی رفتار د را می دالتونلویک۶۰۰هیدروفیلیک با جرم وزنی تا 

دهند و تنها تمایل کمی به  ایی از خود نمایش نمی انتخابگرانه
 گر انتخابهای  . اگرچه بین پورین[7 ,2]ها دارند ها و کاتیون آنیون

، یکی از اجزای اصلی OmpFکاتیونی که در ماتریکس قرار دارند، 
که در شرایط نرمال، بیان  است کلی اشریشیاغشای خارجی باکتری 

  .[7]گیرد ژن آن صورت می
 ۱۶که هر منومر از صورت هموتریمر وجود دارد  به OmpFپروتئین 

پیچ  ۸ و همچنین دارای [2]است تشکیل شدهشبکه بتا غیرموازی 
های شماره  و لوپ ۳ها، لوپ شماره  که از این لوپ لوپ است؛ ۸و 
طور جزیی ورودی کانال را  بهبا یکدیگر تجمع پیدا کرده و  ۸تا  ۴
کنش بین منومرها دخیل است و  در برهم ۲بندند. لوپ شماره  می

به درون بشکه تاخورده و باعث انقباض سایز حفره  ۳لوپ شماره 
، این لوپ را منطقه حلقه یا منطقه انقباضی نیز [11]شود می
  .[12]نامند می

های  محلول لهیوس بههای باکتریایی  ی پورینرینفوذپذخصوصیات 
های مختلف  کلرید در محدوده غلظت کلرید و سدیم نمکی پتاسیم

. برای درک مکانیزم انتقال یونی [15-13 ,8]شود یابی می خصیصه
را در حضور پتانسیل غشا  OmpFی ساز هیشبو همکاران  سوئنگا

 یغشا کیتیپروتئول نیپروتئ کی OmpF نیپور. [16]انجام دادند
ه بود یدیپیل طیدر مح شده یساز هیشب نیپروتئ نیو اول یخارج
 برندسنو  لمنیت، یا هینانوثان کی یساز هیشب کیدر  .[18 ,17]است

هستند و  افتهی شیآرا اریمشاهده کردند که آب درون حفرات بس
. در [18]ددهن ینشان م ودمتفاوت از توده آب از خ اریبس یرفتار

 نیب کنش نایمصورت گرفت  تیلمنای دیگر که توسط  مطالعه
 اتییبا جز POPE هیدولا کیدرون  OmpF نپروتئی -دیپیل

 ی ازاتیخصوص ،غشا یها نیو مشاهده شد که حضور پروتئ یبررس
و ضخامت غشا را  یدیپینظم ل یمثل پارامترها یدیپیل هیدولا

در  مریتر یساز هیشب یمطالعات بعد .[19]دهد یقرار م ریثاتحت ت
 دانیم یریکارگ با به لمنیتو  رابرتسونتوسط  DMPC هیدولا کی

در  L3لوپ  نقش بود که به بررسی مختلف یها با شدت یکیالکتر
در این  .[12]پرداخت می OmpFدر  ولتاژ به حساس یانقباض گاهیجا

 رغم یاما عل شداثرات وابسته به ولتاژ مشاهده  یبرخمطالعات 
 "یولتاژ چهی"در یاساس مولکول ر،یاخ یها شیآزما یها شرفتیپ

 OmpF یها یساز هی. شب[20]است مانده ی همچنان ناشناخته باق
 بیشتردر زمان  کلرید پتاسیممولار  یک، در غلظت DMPC هیدر دولا

را در حفرات  یونی عیتوز میمطالعه مستق امکان هینانوثان۵از 
گر  حفرات انتخاب نیگونه که از ا . همانپذیر کرده است امکان
 لیتما یرادا +K شده است که  مشاهده ،رود یانتظار م یونیکات
. دارد -Cl درون حفرات نسبت به یریگ یجا یبرا یشتریب

تواند  است که یون پتاسیم می ها همچنین آشکار کرده  سازی شبیه
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های کلر تنها زمانی  ها عبور کند، اما یون مستقل از درون حفره طور به
سیم که بار های پتا مجاز به عبور از درون حفره هستند که یون

  .[21]باشند داشته حضورمخالف دارند؛ 
در این  OmpFبا توجه به تحقیقات صورت گرفته در مورد پروتئین 

تحقیق به بررسی اعمال شیب غلظت در دو طرف غشای سلولی و 
همچنین بررسی عبور یون از پروتئین در راستای شیب غلظت می 

  پردازیم.
  

  ها مواد و روش
 شده سازی استفاده  برای شبیه ۵پکیج گرومکس در این مطالعه از 

داخل  OmpF (PDB id: 2omf) است. در مرحله اول پروتئین
لیپید که قبلاً  ۵۱۲، با POPCغشای دولایه لیپیدی از جنس 

)، قرار داده شد و ۱نانوثانیه به تعادل رسیده بود (نمودار ۵۰مدت  به
های آب  مولکول، ۱۳*۱۲*۷.۷شدن جعبه با ابعاد  بعد از ساخته

سازی  یون سدیم به جعبه شبیه ۱۲ سازی اضافه شدند، برای خنثی
مدت  درجه کلوین به۳۰۰در دمای  NVTاضافه شد. مرحله 

نانوثانیه در فشار یک اتمسفر انجام ۱۰مدت  به NPT نانوثانیه و یک
نانوثانیه انجام ۵۰مدت  ها به شد. سپس مرحله نهایی تولید داده

به کار  GROMOS96 53A6سازی توابع نیرو  شد. در این شبیه
  رفت.

  

  
سازی  نمودارهای مربوط به فشار، انرژی، دما و چگالی مربوط به شبیه )۱نمودار 

  نانوثانیه انجام شد.۵۰مدت  اولیه که به
  

ایجاد یک سیستم دوقلو برای حفظ شرایط مرزی مرحله اصلی کار 
های یونی  سازی در حضور غلظت بود. یکی از مشکلات شبیه

سازی و واردشدن  طرف جعبه شبیه ها از یک  نامتقارن، خروج یون
هم  آن از سمت دیگر جعبه است که شیب غلظت یونی را به

لفی مانند های مخت ریزد. برای رفع این مشکل از روش می
 شده کارگیری خلا استفاده  کارگیری میدان الکتریکی ثابت یا به به

صورت دولایه دوقلو  سازی غشا به . در این تحقیق از شبیه[22]است
کارگیری شرایط مرزی  توان غشا را با به است که می شده استفاده 

ها وجود دارد:  بررسی نمود در این روش سه قسمت مجزا برای یون
جعبه دارای غلظت یونی یکسان و قسمت وسط دارای  طرف دو

غلظت یونی متفاوت است زیرا خروج یک یون از یک سمت و 
گذارد.  ورودش به سمت دیگر روی اختلاف غلظت یونی تاثیر نمی

سازی  کار از خروجی پروتئین در غشا (خروجی شبیه برای این
تفاده شد. نانوثانیه به تعادل رسیده است، اس۵۰مدت  پیشین) که به

هدف تحقیق حاضر بررسی اسیدهای آمینه موثر در عبور یون و 
ها از کانال بود. به همین منظور دو کپی از غشا  مکانیزم عبور یون

طرف  مولار به دو۱/۰مولار و  یک ایجاد شد. غلظت یونی نامتقارن
غشا اضافه شد. در مورد کپی اول سیستم، به سمت اول غشا غلظت 

مولار اضافه شد. در مورد ۱/۰سمت دوم غشا غلظت مولار و به  یک
مولار و به سمت دیگر ۱/۰سمت اول غشا غلظت کپی دوم نیز به 

تر ما دو سیستم مشابه  مولار اضافه شد. به عبارت ساده غلظت یک
شده به آن عکس همدیگر  های یونی اضافه هم داریم که غلظت
غییر های مربوط به دو سیستم پس از ت هستند. سپس فایل

تبدیل به یک فایل نهایی شدند. اکنون سیستم  Zموقعیت محور 
نهایی خود شامل دو سیستم به معنی دو پروتئین درون دو غشای 

صورت سه بخش یونی  دولایه و دو غلظت یونی نامتقارن (البته به
 ۳۸۰۷۴مولکول لیپید و  ۱۰۰۸مجزا) است این سیستم دارای 

یون سدیم  ۲۴یون کلر و  ۱۷۴۴یون پتاسیم و  ۱۷۴۴مولکول آب و 
سازی یعنی  شده وارد مراحل بعدی شبیه  است. فایل آماده

 NVTرساندن سیستم یعنی مراحل  سازی انرژی و به تعادل بهینه
نانوثانیه شد. در مرحله ۱۰مدت  به NPTنانوثانیه و  مدت یک به

نانوثانیه رفتار سیستم مورد بررسی قرار گرفت ۱۰۰مدت  نهایی به
  ).۱(شکل 

  

  
دهد که غلظت یونی در  های آب نشان می تم را بدون مولکولسیس )۱شکل 

  مولار است.۱/۰طرف غشا  مولار و در دو قسمت میانی غشا یک
  

  ها یافته
ها و تاثیر  سازی بررسی روند انتقال یون هدف از این شبیه

گیری کانال در راستای شیب غلظت و همچنین نقش  جهت
انتقال یون بود. در مرحله اسیدهای آمینه موثر در کانال در روند 

-Porewalker (http://www.ebi.ac.uk/thorntonعلاوه بر آنالیزهای مربوط به پکیج گروماکس از سرور  آنالیز نتایج،
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srv/software/PoreWalker)  استفاده شد که برای این کار دو
نانوثانیه) ساختارها ۱۰۰( فریم ابتدایی (در ثانیه صفر) و انتهایی

بارگذاری شدند که این  [23]ها در سرور مذکور شده و فایل  استخراج
سایت اطلاعاتی در مورد رزیدوهای موثر در انتقال یون و  وب

گذارد. سپس  ها در اختیار ما می تصویری از مسیر عبوری یون
  سازی انجام شد. مقایسه تغییرات این دو پروتئین در طول شبیه

نمودارهای دما، فشار،  که مربوط به ۲گونه که در نمودار  همان
شود سیستم از نظر تمامی عوامل  چگالی و پتانسیل دیده می

ذکرشده پایدار است و تغییرات کاملاً در محدوده طبیعی دیده 
شود که  گونه نوسان شدیدی در سیستم دیده نمی شود و هیچ می

دهنده پایداربودن سیستم است که با توجه به این  این خود نشان
عوامل دیگر در چنین شرایطی کاملاً درست است. در مورد، بررسی 

ها با نمودار  رنگ و متوسط داده ها با نمودار سیاه ، داده۲نمودار 
  است. شده  نارنجی مشخص

  

  
ترتیب دما، چگالی، فشار و انرژی پتانسیل برای سیستم در کل  به )۲نمودار 
   سازی شبیه

  
در مرحله بعد آنالیزهای تکمیلی روی فریم های ابتدایی و انتهایی 
از هر پروتئین انجام شد. در مبحث آنالیز اسیدهای آمینه موثر 

محاسبه استفاده برای این  Caver [24] 30افزار  از نرمدرون حفره 
یا  Pymolافزار  صورت پلاگین نرم تواند به افزار می شد این نرم

  افزار مستقل مورد استفاده قرار گیرد. صورت نرم به
مشخص است لیست اسیدهای آمینه برای  ۱گونه که از جدول  همان

سازی عیناً  پروتئین شماره یک و شماره دو در فریم ابتدایی شبیه
سازی و در اثر اعمال شیب غلظت و  یکسان است که در انتهای شبیه

ها، اسیدهای آمینه موثر نیز  نهمچنین تغییرات ساختاری پروتئی
، G132 ،G131شده  اند. بین لیست استخراج کاملاً تغییر کرده Y124 ،A123 ،T122 ،T112 ،D121 ،F118 ،E117  وY106 

و  G131 ،Y124 نهیآمفریم مشترک و اسیدهای  ۴بین هر  G119  مشترک هستند. ییانتهادر دو فریم  
  

  Caverافزار  شده از نرم برگرفته لیست اسیدهای آمینه موثر درون حفره )۱جدول 

پروتئین شماره یک فریم ابتدایی
R82, Y102, Y106, G110, T112, L115, P116, E117, F118, G119, D121, T122, A123, R132 

پروتئین شماره یک فریم انتهایی
Y14, K16, R82, Y102, T112, P116, E117, F118, D121, T122, A123, Y124, S125, G131, R132 

  پروتئین شماره دو فریم ابتدایی
R82, Y102, Y106, G110, T112, L115, P116, E117,F118, G119, D121, T122, A123, R132 

  پروتئین شماره دو فریم انتهایی

V105,Y106, D107, A108,L109, G110, Y111, T112, E117, F118, G119, D121, T122, A123, Y124, D127, F128, V130, G131, R132, R168, Q213, T234, A237, T238, T254, D256, S278 
  

مقدار شعاع گلوگاه و  Caverافزار  در آنالیز دیگر توسط نرم
  طور اسیدهای آمینه موثر در گلوگاه نیز مشخص شده است: همین
ئین شماره یک شود برای پروت استنباط می ۲گونه که از جدول  همان

اسید آمینه در تشکیل  ۷و  ۸ترتیب  و شماره دو در فریم ابتدایی به
اسیدآمینه با هم مشترک هستند. از این  ۷گلوگاه نقش دارند که در 

اسید آمینه حضورشان در  ۵، ۱اسید آمینه در پروتئین شماره  ۸
شود. ولی در پروتئین شماره دو  گلوگاه در فریم انتهایی حفظ می

سازی ساختار کانال و  شدن کانال در حین شبیه اسطه بستهو به
صورت مشترک با  گلوگاه کاملاً تغییر کرده و فقط یک اسیدآمینه به

  شود. فریم ابتدایی مشاهده می
  

های  اسیدهای آمینه موثر در گلوگاه و مقدار شعاع گلوگاه در پروتئین )۲جدول 
  یک و دو

  اسیدهای آمینه موثر در گلوگاه شعاع ناحیه گلوگاه  پروتئین/ فریم
  ١شماره 
١٠٦، ١١٢، ١١٧، ١١٨، ١١٩، ١٢٢، ١٢٣، ١٣٢  ٩١/٠ ابتدایی  
٨٢، ١٠٦، ١١٧، ١٢٢، ١٢٣، ١٢٤، ١٣٢  ٨١/١ انتهایی  
 ٢شماره 
١٠٦، ١١٢، ١١٧، ١١٨، ١٢٢، ١٢٣، ١٣٢  ١٨/١ ابتدایی  
١٠٦، ١٠٩، ١١٠، ١٢٤، ١٣٠  ٩٦/٠ انتهایی  

  
شود  انجام می Porewalkerدر آنالیز دیگری که توسط وب سرور 

شود. در  وسیله مسیر قرمزرنگ مشخص می محور حفره به
های غشایی، کانال غشا متناسب با صفحه غشا و موازی با  پروتئین

. محور [23]سازد دسته ساختارهای بتا، بخش حفره پروتئین را می
ر ساختارهای دوم اصلی پروتئین غشایی توسط موقعیت عناص

گونه که از تصاویر مشخص است در  شود. همان مشخص می
سازی محور حفره در اثر تغییرات  پروتئین شماره دو در انتهای شبیه

و از کانال شماره دو که  شود  سو بسته می ساختاری پروتئین از یک
دقیقاً در جهت عکس کانال یک نسبت به غلظت است هیچ یونی 

گیری کانال بستگی دارد.  این پدیده دقیقاً به جهتکند که  عبور نمی
 KcsAو همکاران روی پروتئین  کوتزنرای که توسط  در مطالعه

ها در  گیری پروتئین ای مشابه جهت صورت گرفته است به شیوه
است که دو  داده  صورت موازی) نشان دولایه لیپیدی دوقلو (به

. [25]همدیگر استکنند عکس  کانال جهت میدانی را که دریافت می
ها با یکدیگر منجر به  بودن جهت کانال سازی هم موازی در این شبیه

شود که در خلاف جهت شیب غلظت  ها می شدن یکی از کانال بسته
  ).۲قرار گرفته که در اینجا پروتئین شماره دو است (شکل 
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میان اسیدهای آمینه موثر درون حفره در  و از ۱طبق جدول 
کانال  [26]شدن که نقش در باز و بسته L3 ازه لوپپروتئین اول در ب

 ۱۹است)  ۱۳۰-۱۰۰دارند (این لوپ شامل اسیدهای آمینه بین 
وجود دارد و در مورد پروتئین شماره  ۱۳۰تا  ۱۰۰اسیدآمینه با شماره 

اسیدآمینه از این بخش در لیست اسیدهای آمینه موثر در  ۲۲دو، 
شکل (ه ساختارهای ثانویه درون حفره هستند. در نمودار مربوط ب

تبدیل  ۱۱۰-۱۰۰مربوط به پروتئین اول در بازه اسیدهای آمینه  )۳
تواند توجیحی برای عبور  که می شود آلفاهلیکس به خم دیده می

که در پروتئین دوم   دلیل تغییر ساختار باشد، در صورتی ها به یون
کس به ، ساختار آلفاهلی۱۳۰-۱۱۰) در بازه اسیدهای آمینه ۴(شکل 

بودن  علت بسته ماند که این نیز به همان شکل بدون تغییر باقی می
  گیری در راستای شیب غلظت است. کانال با توجه به جهت

شود اسیدهای آمینه و  مشاهده می ۵طوری که در شکل  همان
ترتیب با  های موثر اسیدهای آمینه مربوطه درون حفره کانال به اتم

طور که در  شوند. همان ش داده میرنگ آبی و رنگ نارنجی نمای
فریم انتهایی از پروتئین دوم نشان داده شده است در منطقه 

عنوان ایفاکننده نقش درون  گلوگاهی هیچ اسیدآمینه و اتمی به
تواند دلیل دیگری بر  اند که این خود نیز می حفره مشخص نشده

 کانالشدن کانال دوم باشد. در آنالیز دیگری شکل داخلی  بسته
) با استفاده از دو نوع ساختار شماتیک نمایش داده ۶شکل (
  شود که شامل موارد زیر هستند: می
های کوتاه که در نواحی از کانال است که ابعاد به شکل  ) مخروط۱

) سیلندرها که نواحی با ابعاد یکسان را ۲کند و  خطی تغییر می
کانال در دهد که شکل داخلی  دهد. این آنالیز نمایش می نمایش می

  این دو پروتئین متفاوت است.
  

Bپروتئین شماره یک فریم انتهایی ( Aپروتئین شماره یک فریم نخست ( 

Dپروتئین شماره دو فریم انتهائی (  Cپروتئین شماره دو فریم ابتدایی (  
محور حفره درون کانال در فریم نخست در پروتئین شماره  Aدر شکل  )۲شکل 

ر پروتئین شماره یک همین محور در درون فریم انتهایی د Bیک و در شکل 
محور حفره در فریم نخست پروتئین شماره دو و  Cدر شکل مشخص شده است. 

در فریم انتهایی پروتئین شماره دو مشخص شده که در انتها بسته  D در شکل
  .شده است

  

  
  سازی نانوثانیه شبیه۱۰۰نمودار ساختار دوم برای پروتئین شماره یک در  )۳شکل 

  

 
  سازی نانوثانیه شبیه۱۰۰در  ۲نمودار ساختار دوم برای پروتئین شماره  )۴شکل 

  

 Bپروتئین شماره یک فریم انتهائی (  
 Aپروتئین شماره یک فریم ابتدائی (  

 Dپروتئین شماره دو فریم انتهایی (  
 Cپروتئین شماره دو فریم ابتدایی (  

  

درون حفره با رنگ  های آنالیز نمایش اسیدهای آمینه با رنگ آبی و اتم )۵شکل 
مربوط به  Dو  Cو ردیف دوم  Bو  Aردیف اول مربوط به پروتئین اول ( نارنجی

  پروتئین دوم است.)
  



ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــسیدشهریار عرب ـــــــــسمیرا پولکچی صابر و  ۹۸  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

   ۱۳۹۷ زمستان، ۱، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                                                   مدرس تربیت دانشگاه فناوری زیست

  Bپروتئین شماره یک فریم انتهائی (  
  A فریم ابتدایی) پروتئین شماره یک  

  Dپروتئین شماره دو فریم انتهایی (  
  Cپروتئین شماره دو فریم ابتدایی (  

نشانگر تغییرات شماتیک حفره درون پروتئین اول و  Bو  A ردیف اول )۶شکل 
با فرض هستند (نشانگر این تغییرات برای پروتئین دوم  Dو  Cردیف دوم 

توان این تغییرات را  شیب غلظت میبودن همه شرایط به غیر از اعمال  یکسان
  )گیری متفاوت پروتئین نسبت به شیب غلظت دانست. جهت

 RMSDو  RMSF با بررسی نمودارهای مربوط به در مرحله بعدی
بودن برخی  برای دو پروتئین متوجه یکسان )۴و  ۳نمودارهای (

شویم که با توجه به  بودن در برخی نواحی می ها و متفاوت قسمت
گیری  هر دو پروتئین یکسان هستند و تنها تفاوت آنها جهتاین که 

ها نیز  نسبت به شیب غلظت یونی متفاوت است، دلیل این تفاوت
گیری از تمامی این  و با میانگین RMSDآشکار است. در بررسی 

برای پروتئین  RMSDاعداد برای هر دو پروتئین، مقدار میانگین 
روم) و برای پروتئین دوم آنگست۱/۲نانومتر (۲۱۹۵۵/۰شماره یک 

  آنگستروم) است.۲/۲(نانومتر ۲۲۳۵۹/۰
های  با توجه به نوسانات شدید ساختاری اسیدهای آمینه و پیک

و محل آنها  به بررسی هر کدام از این اسیدهای آمینه این نمودارها
  ).۳جدول (پردازیم  درون ساختار پروتئین  می

  

 
  و نمودار سمت چپ مربوط به پروتئین اول و دو نمودار سمت راست مربوط به پروتئین دوم است.د؛ RMSFو  RMSDنمودارهای  )۳نمودار 

  

  
نمودار آبی مربوط به پروتئین اول و ؛ دو پروتئین RMSFنمایش  )۴نمودار 

  نمودار نارنجی مربوط به پروتئین دوم است.
  

لیست و موقعیت اسیدهای آمینه دارای بیشترین نوسان در دو  )۳جدول 
  سازی پروتئین در طول شبیه

پروتئین 
 شماره یک

A28(L1), G34(L1), G72(L2), G119(L3), A123(L3), A166(L4), P204(L5), K244(L6), D266(T7), G285(L7), K305(T8), S320(L8), G327(L8) 
پروتئین 
  شماره دو

A1(BETA), E29(L1), G34(L1), N52(T2), G72(L2), T77(L2), D92(T3), N101(BETA), G119(L3), G146(T4), D164(L4), A202(L5), K244(L6), G268(T7), K305(T8), N322(L8), G325(L8) 
  

مقداری متفاوت  RMSFنمودار  یک و دو در مورد پروتئین شماره
شود  ز دیده میهای متفاوت نی های مشابه، پیک باوجود پیک است

متفاوت  در پروتئین شماره دو و اسیدهای آمینه درگیر در نوسانات
در هر دو  G119از پروتئین شماره یک هستند. اسید آمینه 

با توجه به محل قرارگیری  که پروتئین دارای نوسان بسیار زیاد است
بوده و در منطقه  L3که در محل لوپ  G119اسیدآمینه 
واقع شده است که بخش مشترک بین  PEFGG شده حفاظت

در تمامی خانواده پورین است، انتظار چنین  ۱۲۰-۱۱۶اسیدآمینه 
  .[12]توان داشت نقشی را از این اسیدآمینه می

نقشه بودن کانال انجام شد  آنالیز دیگری که در راستای بررسی بسته
سازی  های آب درون جعبه شبیه چگالی دوبعدی تعداد مولکول

سازی است. میزان چگالی آب در  ر کل زمان شبیه) د۷(شکل 
خوبی  صورت گرادیان رنگی نشان داده شده است و به به zراستای 
است در  ۲دهد که در پروتئین بالا که نشانگر پروتئین  نشان می

محل گلوگاه میزان چگالی آب بسیار پایین است در صورتی که در 
ر مقایسه با نقشه چگالی آب به نسبت بیشتر است و د ۱پروتئین 

توان بیان نمود که  ) می۸چگالی یون در این دو ناحیه (شکل 
چگالی یون در این دو ناحیه نیز منطبق بر چگالی حضور آب است 

توان گفت ما شاهد جریان آب و یون از کانال  به صورتی که می
  براساس شیب غلظت یون هستیم.



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  ۹۹... در غشا دولایه دوقلو: مطالعه رفتار متفاوت پروتئین OmpFسازی دینامیک مولکولی  شبیهـــــــــــــــــــــــــــــــ

Modares Journal of Biotechnology                                                                                                                                        Volume 10, Issue 1, Winter 2019 

  
  سازی است. در طول شبیه Zنقشه چگالی آب در راستای محور  )٧شکل 

  

  
  سازی است. در طول شبیه zها در راستای محور  نقشه چگالی یون )٨شکل 

  
  گیری بحث و نتیجه

تر شرایط  سازی دینامیک مولکولی در راستای بررسی صحیح شبیه
 های محققان گیرد. یکی از چالش سلولی مورد استفاده قرار می

تر  کارگیری شرایطی مطابق با شرایط سلولی در راستای نتایج دقیق به
توان نام برد که  کارگیری شرایط مرزی را می ، از آن جمله به[6]است

سازی سخت است. در این  با وجود یک سیستم در یک جعبه شبیه
تواند  می [30-27]کارگیری میدان الکتریکی راستا راهکارهایی مانند به

سازی  های مورد استفاده برای شبیه د. یکی دیگر از روشکارساز باش
در  [31]سازی بدون وجود میدان، استفاده از دو سیستم برای شبیه

تواند به دو صورت در  یک جعبه است. در این مورد پروتئین می
صورت موازی یا غیرموازی  توانند به ها می جعبه قرار بگیرد پروتئین

داربودن انتقال یونی  ستای بررسی جهت. در این روش در را[25]باشند

صورت موازی درون سیستم  ها به پروتئین OmpFتوسط پروتئین 
ها و  سازی رفتار کانال نانوثانیه شبیه۱۰۰که پس از  اند قرار گرفته

  تغییرات آنها مورد بررسی قرار گرفت.
پیچ کوتاه و  ۸ساختار بتا غیرموازی و  ۱۶دارای  OmpFپروتئین 

های خارج سلولی  لوپ ۸وپ کوتاه است که از این ل ۸همچنین 
طور جزیی ورودی کانال را  ) با هم به۸و  ۷ ،۶ ،۵ ،۴، ۱های  لوپ(
 در منطقه گذرگاهی یا انقباضی نقش ایفا ۳بندند و لوپ  می
و با مشاهده عبور یون مشخص شد  . در نتایج اولیه[26 ,11]کند می

است و برای  شده لاً بسته که مسیر عبور یون برای پروتئین دوم کام
پروتئین اول مسیر کاملاً باز است. آنالیز بعدی نتایج نشان داده 

ها تا حدودی متفاوت از یکدیگر است  ساختار دوم نیز برای پروتئین
 تبدیل پیچ ۱از اسیدهای آمینه در پروتئین  ۱۰-۱نحوی که در بازه  به

مورد پروتئین کنیم ولی در  صورت دایمی مشاهده می به خم را به
سازی به  شماره دو در همین بازه این دو ساختار در طول مدت شبیه

شوند و در پروتئین شماره یک در بازه اسیدهای  هم تبدیل می
که   در صورتی شود تبدیل آلفاهلیکس به خم دیده می ۱۱۰-۱۰۰آمینه 

در پروتئین دوم ساختار آلفاهلیکس به همان شکل بدون تغییر 
. در مطالعاتی که توسط ایجاد جهش و آزمایشات ماند باقی می

انجام شده لیستی از اسیدهای آمینه  OmpFتجربی روی پروتئین 
، E121 ،R132 ،E127 ،E126کلیدی در این پروتئین شامل  E107 ،E117 ،D113 ،Y106 ،Y102 ،R82  وR42  تهیه شده

و همکاران در دمای  رابرتسونسازی که توسط  که در شبیه [12]است
در دو حالت حضور کارگیری میدان الکتریکی و  درجه کلوین و به۳۰۰

کلرید روی پروتئین  مولارپتاسیم۵/۰و عدم حضور غلظت نمکی  OmpF  صورت گرفته، نوسانات شدید در اسیدهای آمینهP116 ، G120  وG119 در مطالعه دیگری که توسط  [12]گزارش شده است
های ایجاد جهش و مطالعه تئوری  و همکاران با روش فییل
مولار  میلی دینامیک مولکولی در غلظت نمک یک براونین
، D74کلرید انجام شده است به بررسی نقش اسیدهای آمینه  سدیم R82 ،R42 ،E117 ،D133 ،G131  وV18 ها  در عبوردهی یون

و  روکس. در تحقیقی که توسط [32]پردازد درون کانال می
مولار متقارن از  در شرایط یک OmpFروی پروتئین  [21]همکاران
نانوثانیه برای درک بهتر ۵مدت  کلرید در دو طرف غشا و به پتاسیم

، R270نفوذپذیری انتخابی این کانال انجام شد، اسیدهای آمینه  D221 ،K219 ،E181 ،R140 ،R270 ،K16 ،E62 ،K46 ، D97  وR140 عنوان اسیدهای آمینه کلیدی معرفی شدند. در  به
گیری  در دو جهت OmpFبار دو پروتئین  این تحقیق که برای اولین

سازی قرار داده  مختلف نسبت به شیب یونی در یک جعبه شبیه
سازی بسیار مشابه با شرایط سلولی بوده،  شدند و شرایط شبیه

لعات قبلی به اسیدهای آمینه جدیدی شناسایی شدند که در مطا
، A123آنها پرداخته نشده بود که از آن جمله اسیدهای آمینه  T122 ،D121 ،G119 ،F118  وT112  است. در بررسی

انداختن دو نمودار متوجه  نمودارهای مربوط به نوسانات و با برهم
های مشترک در هر دو نمودار پروتئین شماره یک و پروتئین  پیک

ویای نقش موثر این اسیدهای آمینه شویم که خود گ شماره دو می
  تواند باشد. ها می در عبوردهی یون

های مشترک که نشانگر نوسانات شدید اسید آمینه و  این پیک
، A123 ،G119های  پذیری آنها است مربوط به اسیدآمینه انعطاف D92 ،G72 ،S53  وG34 های متفاوت و  است. علاوه بر این پیک

طور  شود به نیز مشاهده می RMSFمودار متمایز از یکدیگر نیز در ن
در ) L5و  P204 )L8و  S320مثال نوسانات اسیدهای آمینه 

پروتئین شماره یک، بسیار شدید هستند در حالی که در پروتئین 
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مربوط به اسیدهای  نوسان .شماره دو نوسانات بسیار کمتر است
 در پروتئین دوم دارای یک پیک بسیار بزرگ (L1) ۳۳- ۱۹آمینه 

است که در پروتئین شماره یک به شکل دو پیک با شدت کمتر 
شود. با توجه  وجود دارد که در پروتئین شماره یک دیده نمی (T4) ۱۵۱-۱۴۵وجود دارد یا در پروتئین شماره دو پیک مربوط اسیدآمینه 

ها در نمودارهای دو پروتئین، اختلافاتی  پوشانی غالب پیک به هم
و  (L1) ۲۹ضحی در اسید آمینه های وا مانند وجود پیک

ساختار بتا) و مقایسه ( ۱و اسیدآمینه شماره  (T4) ۱۴۶ اسیدآمینه
توان نتیجه گرفت که  با همین منطقه در پروتئین شماره یک می

شدن کانال دارند و این  این سه منطقه نقش بیشتری در بسته شاید
ناحیه در توانند متاثر از وجود نقش عملکردی آن  نوسانات شدید می

علت بازبودن مسیر  به شدن کانال باشد که در پروتئین دیگر بسته
توان  طور عکس می ها این نوسانات ضروری نیست. به عبوری یون

صحبت کرد که  ۱های متفاوت در پروتئین شماره  در مورد پیک
است که  (L8) ۳۲۰اسیدآمینه  و (L5) ۲۰۴اسید آمینه  مربوط به

ها در انتقال یونی صحبت نمود  توان به نقش مهم این قسمت می
تر شاید چندان بر آن تاکید نشده است با توجه به مشاهده  که پیش
ها در پروتئین شماره یک که از لحاظ انتقال یونی فعال  این پیک

است و مقدار کمتر نوسان این اسیدهای آمینه در پروتئین شماره 
توانند در  می L8 و لوپ L5ین نتیجه رسید که لوپ توان به ا می دو

  فرآیند انتقال یونی از غشا و از این کانال بسیار موثر باشند.
بودن کلیه عوامل برای هر دو پروتئین (به غیر از  با توجه به یکسان

توان به این نتیجه  گیری آنها نسبت به شیب غلظت یونی) می جهت
ها است  دار در انتقال یون جهتپروتئینی  OmpFرسید که پروتئین 

گیری، در جهت شیب غلظت  و قرارگیری خاصی که در آن جهت
شود  شدن کانال و عدم انتقال یون می درست نباشد منجر به بسته

تواند یک مکانیزم برای ممانعت در راستای  که خود نیز می
ها در جهت معکوس برای باکتری را شامل شود. در  دادن یون ازدست
، گزارش شده که جهت کانال در [20]و همکاران نسترویچت مطالعا
به شکل  OmpFها بسیار مهم است. در طبیعت پروتئین  عبور یون

که با توجه به  [33]پروتئین شماره یک در غشا قرار گرفته است
گیری پروتئین شماره یک را  شدن کانال شماره دو، جهت بسته
  داد. گیری درست پیشنهاد عنوان جهت توان به می

گونه که در سلول  همان(گیری درست  پروتئین شماره یک در جهت
سازی قرار گرفته و با توجه به غلظت ده  قرار دارد) درون جعبه شبیه

سازی عیناً شبیه  های پتاسیم در خارج سلول، شرایط شبیه برابر یون
دهد  گونه نتایج نشان می که همان سلول در نظر گرفته شده است

شود و در پروتئین  پروتئین انتقال یونی مشاهده میتنها در این 
شماره دو هیچ نوع عبور یونی دیده نشده است. علاوه بر عبور یون، 

نیز برای  تغییرات ساختاری، نمودارهای نوسانات اسیدهای آمینه
سازی متفاوت بود که خود گواه دیگری  دو پروتئین در مدت شبیه

ون در ساختار کانال است و با بر ایجاد تغییرات در راستای عبور ی
سازی اسیدهای آمینه جدیدی را که در باز و  توجه به شرایط شبیه

  بودن کانال و همچنین در عبور یون نقش دارند پیشنهاد شد. بسته
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