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 07/11/1403پذیرش:    26/06/1402دریافت: 
 چکیده

د منجر توانميها مشکل آینده بشریت است که رویه پادزیستمصرف بي علتبه هاباکتریافزایش مقاومت 

رسد ترکیبات ضدباکتری طبیعي مثل نظر ميبههای وسیع در سطح جهان شود. گیریهمهبحران و به 

نسبت به آنها کمتر  هاباکتریامکان مقاوم شدن ای دارند و ویژه اهمیتپپتیدهای ضدمیکروبي کاتیونیک 

 عنوانبهنوتروفیل انساني جداسازی شده و های یا آزروسیدین پروتئیني است که از گرانول Cap37است. 

خاصیت ضدباکتریایي دارد. در  Cap37پروتئین 20 -44های باقیماندهکند. طبیعي عمل مي پادزیستیک 

 سازیشبیه .دش طراحيمذکور پپتید در  جهش دواین پپتید  افزایش خاصیت ضدباکتریایي برایاین مطالعه 

 Aعبور پپتیدها از غشا لیپید  سازیشبیه همچنین نانوثانیه و 50دینامیک مولکولي پپتیدها در آب به مدت 

نجام امحاسبه پتانسیل نیروی میانگین  با هدف چتری بردارینمونهبا روش  هاباکتریمدل غشا  عنوانبه

که حاوی  نسبت به پپتید طبیعياست  SWRWپپتیدی که حاوی ترادف که نظری نشان داد  شد. نتایج

کمتری برای رسوب و تمایل تمایل است  WWRS جهش دیگر که حاوی ترادف ( یاSQRS)ترادف 

فعالیت  SWRW با جهش Cap37نتیجه گرفت که  توانمي بنابراین،برای عبور از غشا دارد. بیشتری 

جهش پپتید طبیعي و  آمده دستبه نظریبرای تایید نتایج  دارد.نسبت به پپتید طبیعي میکروبي بیشتری ضد

  رویر مذکور ب ضدباکتریایي پپتیدنشان دهنده خاصیت  MICآزمون ساخته شد. نتایج  SWRWیافته 

 

آزاد منتشر شده و تحت مجوز  يصورت دسترسمقاله به نی(. اTMU Pressمدرس ) تی، انتشارات دانشگاه ترب2025 ️© تیرايکپ

مطلب را در هر قالب  نیا دیتوانيمجوز، شما م نیقرار دارد. بر اساس ا Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 يالمللنیب

مقاصد  یرا ذکر کرده و از آن برا سندهیبه شرط آنکه نام نو د،یینما یو بازساز شیرایآن را و ایو  دیکن ينیبازنشر و بازآفر ،يکپ یاو رسانه

 .دیاستفاده کن یرتجاریغ



 1404بهار  ،2، شماره 16 دوره  مدرس تیترب دانشگاه یفناور ستیز

31 

لوکوکوس اورئوس ، استافی پنومونیهکلبسیلا، اشرشیای کلایتعدادی باکتری گرم منفي و گرم مثبت از قبیل 
 .کردرا تایید  نظرینتایج بود و  سابتلیس و باسیلوس

 

 ،دینامیک مولکولي سازیشبیه، CAP37پروتئین پپتید جهش یافته، ، ضدمیکروبيهای پپتید: واژگان کلید

 MICآزمون 

    

 مقدمه-1

های از پپتیدها و پروتئینطیفي  های سففففید دارایگلبول

ی تخریبي به در حمله آنهاضفففدمیکروبي هسفففتند که به 

ستی هامولکولکند. این کمک مي هاباکتری داخلي  پادزی

 ی تعاملتنوع در سففاختار و سففرعت عمل و نحوه دلیلبه

ها  ته ندهزموجود با آن جه قرار گرف ند. هدف مورد تو ا

هارپروتئین  یلکه از گرانولچ یل نوتروف ای ههای آزروف

شده سازی  ساني جدا  Defensins ، Cathapsin شامل ،ان

G،Cap37/Azur   وBPI/Cap57/BP دنباشففمي .Cap37  یا

 هاآزروسیدین یک عامل کموتاکسي خاص برای مونوسیت

سیتا سي در هجوم مونو سا ها ست و احتمالا یک نقش ا

 .[1]التهاب دارد فراینددر 

سیدین ضدمیکروبي که به نام آزرو های پروتئین کاتیونیک 

یا پروتئین متصفففل شفففونده به  (Cap37) کیلو دالتوني 37

پارین ناخته  نیز ه یل گرانولاز  ،شفففودميشففف های آزروف

 Gشامل کاتاپسین  Cap37. شودميترشح انسان نوتروفیل 

 .باشفففدمي (PR3)3و پروتئاز  (NE)و نوتروفیل الاسفففتاز 

خاص لیزوزومگرانول که  یل  یل های آزروف های نوتروف

باکتری با خاصففیت ضففدپروتئین  10سففت شففامل حداقل ا

شدمي شته Cap37پروتئین  .با شامل یک پروتئین تک ر ای 

سید 222 ست. این پروتئین  آمینوا گلیکوزیله  N جایگاه 3ا

. باشففدمي147و 114و 100آسففپارژین موقعیت دارد که در 

تا  20های باقیمانده دارد.های مختلفي این پروتئین دومین

به د. نباشميي و اندوتوکسیني پادزیستخاصیت دارای  44

ست که تازگي، شده ا شخص  چندگانه فعالیت CAP37 م

کند که شفففامل هم های میزبان تنظیم ميسفففلول را در ای

. دومیني که این عملکردها و فعالیت بیوسفففنتزی شفففودمي

کند و خاصفففیت اتصفففال به غشفففا پپتید را مشفففخص مي

 120های باقیماندهرا دارد بین  (LPS)ریتباکلیپوساکاریدی 

 ليخی ضففدباکتریاین دومین خاصففیت  .باشففدمي 146تا 

در . [2,3] کندشففرکت مي نیزبالایي دارد و در ترمیم زخم 

ته  عنوانبه Cap37واقع  ناخ کاره شففف ند  یک پروتئین چ

باکتریایي اسففت و سففبب ضففدکه دارای فعالیت  شففودمي

علاوه بر فغالیت و  شفففودميها کموتاکسفففي مونوسفففیت

سطه عنوانبه  مشارکت نیزدر ترمیم زخم  ،ی التهابيیک وا

 .[4] دارد.

Cap37 شففودميهای آزروفیل نوتروفیل ترشففح از گرانول 

سلولتوانميکه  سطح  های اندوتلیال د روی پروتئوگلیکان 

پروتئین آزروسفففیففدین موجود بر روی تجمع یففابففد. 

ی افزایش حرکت ها را به وسففیلهپروتئوگلیکان مونوسففیت

کند که در نهایت سفففبب کلیسفففم داخل سفففلولي فعال مي

های اندوتلیال افزایش ها به سلولاتصال مونوسیت شودمي

ها از یابد. آزروسفففیدین درطي جراحت و عفونت بافت

د یک کموتاکسي برای توانميکه  شوندميها آزاد نوتروفیل

آزادسففازی این پروتئین ها باشففد. و ماکروفاژ هامونوسففیت

القا  نیز ها رااز ماکروفاژ IFN-𝛾و  TNF-αهای سففایتوکاین

 .[5]کند مي

صورت طبیعي بسیاری از پپتیدهای ضدمیکروبي به

 عنوانهباز استفاده از آنها  پیشفعالیت کافي نداشته و باید 

یي هاروشاز  ،سازی شوند. بنابراینعوامل درماني، بهینه

متنوعي برای روش  عنوانبه تصادفي زایيجهش مانند

  است.بهینه سازی این پپتیدها استفاده شده 

و های نظری ي از روشمولکولي یک سازیشبیه

 بررسي میانکنش پپتیدهای ضدباکتری با غشامحاسباتي 
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 ستا در سطح اتمي باکتری و بررسي اثر پادزیستي آنها

[6]. 

از آنجا که کارایي عوامل ضففدباکتری بسففتگي به میانکنش 

شا باکتری دارد،   سازیشبیه پژوهشهدف از این آنها با غ

یک مولکولي  نام یانکنش دی یدم مدل غشفففا  Cap37 پپت با 

صیت هایي که منجر به افزایش طراحي جهشباکتری و  خا

 در بخش تجربي ،همچنین .باشدميشود،  آن ضدمیکروبي

ي بررسخاصیت ضدمیکروبي جهش طراحي شده بررسي 

 .شد

 هاو روش مواد-2

 بخش نظری 2-1

 RCSBرا از بانک 1a7sبا کد انسففاني  Cap37پروتئینابتدا 

 146تا  120باقیمانده های و مختصفففات  بارگذاری شفففد

(GTRCQVAGWGSQRSGGRLSRFPRFVNV در )

از آنجا که ذخیره شففد.  PDBیک فایل جداگانه با پسففوند 

ب حل آاز میانکنش با غشفففا باکتری باید در  پیشپپتیدها 

ند و بعد به داخل غشففا باکتری نفوذ شففوند و رسففوب نده

شد سهدر بخش نظری  ،کنند در مرحله اول  .مرحله انجام 

 طوربه یعيطب پنج پپتیدبررسففي امکان رسففوب پپتید،  برای

حدود  تصفففادفي نار  مدل آب هزار مولکول  38در ک با 

spc216 سپس شدند و  سدیم و  40قرار داده  یون  65یون 

و خنثي کردن  میلي مولار140برای ایجاد قدرت یوني  کلر

. ندی آب جانشفففین شفففدهامولکولبار کل سفففامانه با 

 5ی گرومکس توسط برنامه دینامیک مولکولي سازیشبیه

سفففامانه با در ابتدا . انجام شفففد G53A6 و با میدان نیروی

شیب مزدوج کمینه شیب و  . شدسازی الگوریتم کاهش پر

مدت  NVTدر هنگرد  ،سفففپس یه و در  500به  ثان پیکو

کلوین  100پیکوثانیه دردمای  1000به مدت  NPTهنگرد 

ت نهای در رسانده شد.سیستم به تعادل حجم و فشار و دما 

با فشفففار یک بار  نانوثانیه در 50به مدت  NPTدر هنگرد 

با کلوین درجه  310دمای و رحمان -بارموسفففتات پاریلنو

ستات نوز شدگي -ترمو شار و هاور و ثابت جفت   دمایف

انجام  ازیسففشففبیهفمتوثانیه  دوبا گام زماني پیکوثانیه  1/0

  .]7[شد

ت باشند دوگانه دوس بایدخاصیت ضدباکتری  با پپتیدهایي

شوند و  خوبيبه سوو از یک  سوی دیگردر آب حل   از 

شا هید و  ذ کنندنفو هاباکتریوفوب و پیچیده ربتوانند به غ

بر اسففاس پیشففنهاد مقالات برای افزایش  از آن عبور کنند.

ضدباکتری پپتید صیت  شد.  Cap37 خا دو جهش طراحي 

دف طبیعي اکه در تر SQRS ترادف جایبه 1جهش در 

 2و در جهش داده شد قرار  WWRSترادف وجود داشت، 

هر  ،بنابراین. ده شففدقرار دا SWRWترادف مذکور  جایبه

تر از پپتید طبیعي بودند اندازه هیدروفوبدو جهش به یک 

رتیب نقش ت ،و تنها ترداف آن تفاوت داشت. به این ترتیب

هر  ،سپس. شودمياسیدهای آمینه در عبور از غشا بررسي 

ید طبیعي کدام از جهش به پپت نهطور بهها مشفففا گا  جدا

ه های مربوطو آنالیز ندشففددینامیک مولکولي  سففازیشففبیه

 جهش یافته انجام شد.طبیعي و ی پپتیدهای برا

 ،شفاغ پپتیدها از عبور بررسفي توانایي برایدوم در مرحله 

( و در مرحله سفففوم Smdهدایت شفففده ) سفففازیشفففبیه

غشففا ( انجام شففد. USچتری ) بردارینمونه سففازیشففبیه

سیار پیچیده است و ساخت یک مدل واقعي از  هاباکتری ب

. نیمه خارجي غشا است برزمانو غشا باکتری بسیارسخت 

ی لیپوسفففاکارید هامولکولاز  Escherichia coliباکتری 

LPS  یهامولکولشامل بخش عمده آن که  شودميتشکیل 

شا در این مطالعه  ،. بنابراینشودمي Aلیپید  را  هاباکتریغ

 Aلیپیدی هامولکول متشففکل ازصففرفا سففاده و  صففورتبه

ر نظر د هاباکتریغشا قسمت خارجي لیپوساکارید  عنوانبه

 . ]9و8[گرفته شد

( pre-equilibratedپیش به تعادل رسیده )مدل غشا دو لایه 

 4500حدود  و Aلیپید مولکول مونومر  32متشففکل از که 

های آن برای  زیم بودییون من 64مولکول آب و  پارامتر و 

شد گرفت Thomas Piggotاز آقای  G53A6میدان نیروی  ه 

شار)-نانوثانیه در هنگرد هم دما 10به مدت و  ( NPTهم ف
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 سازیشبیهکلوین با گام زماني دو فمتوثانیه  310در دمای 

 دستبهها یون شد و ساختار نهایي غشا در حضور آب و

 سازیشبیهها از جعبه ی آب و یونهامولکول ،سپسآمد. 

ستای مح طبیعي درپپتید مولکول یک شدند و  حذف  وررا

z شاغ جرماز مرکزمرکز جرم پپتید  نانومتری 2/4 فاصلهدر 

 دردر این مرحله  سففازیشففبیهابعاد جعبه  ه شففد.قرارداد

هت محور با  x ج هت محور  3/5برابر   yنانومتر و در ج

نانومتر  13برابر با  zنانومتر و درجهت محور  9/4برابر با 

 5یون منیزیم و  64مولکول آب و  7750 ،. همچنینبود

نه  ما بار سفففا جددا یون کلر یرای خنثي کردن  به م به جع

یک  ابتداسففامانه در این مرحله  .اضففافه شففد سففازیشففبیه

شار یک بدینامیک مولکولي  یسازشبیهنانوثانیه  و  اردر ف

پارینلو تات  مان نیم همسفففانگرد )-بارموسففف -semiرح

isotropic در صففففحه )x-y  و فیکس کردن ابعاد جعبه در

 با گام زماني یکنانوثانیه  دوبه مدت و سپس شد  zجهت 

 سازییهشب. این انجام شد هدایت شده سازیشبیهفمتوثانیه 

(  nm/ps 01/0کشش ثابت )با سرعت  سمت مرکز غشابه 

تا مسیر انجام شد و عمود بر سطح غشا  zدر جهت محور 

خل غشفففا  به دا ید  کت پپت  (Reaction Coordinate)حر

این سرعت کم است و باعث حرکت و ورود  آید. دستبه

شدن آن  شا بدون خراب  ر د. شودميآرام پپتید به درون غ

در یک شفففود تا این روش به پپتید نیروی ثابت وارد مي

 از zدرراسففتای محور  ،سففپس خاص حرکت کند.جهت 

 2/4از فاصففله هدایت شففده  سففازیشففبیهمسففیرحرکت 

یک پیکوثانیه  20هر  غشففا تا مرکز( z=0)غشففا نانومتری 

استخراج  gmx trjconvبا دستور ( groساختار مختصات )

 آمد.  دستبهساختار  38که در مجموع  شد

 روشمحاسففبه پتانسففیل نیروی میانگین های یکي از روش

سیل است.  (umbrella samplingچتری ) بردارینمونه پتان

یانگین انرژی آزاد  مده از دسفففتبهنیروی م تابع توزیع آ

شفففعاعي )تابع چگالي احتمال( در جهت مسفففیر واکنش 

(reaction coordinates) روش مناسبي برای نمونه و است

یا  یبندصورتای از فضای برداری از قسمت انتخاب شده

 .]10[ مسیر واکنش است

آمده  دستبهساختار 38کدام از هردر مرحله سوم  ،بنابراین

 سففازیشففبیهدر  پنجره چترییک  عنوانبه ،از مرحله قبل

ر ه در هر ساختار و چتری در نظر گرفته شد بردارینمونه

عادل به تشففد تا  سففازیشففبیهه مدت یک نانوثانیه بپنجره 

با ری چت بردارینمونه سازیشبیهو یک نانوثانیه هم  درسب

بت نیروی  ید(ثا نانومتر  1000ریسفففتریت )مق کیلوژول بر

با های غشفففا و پپتید انجام شفففد. کلیه اتممکان برای مربع 

کان اتم حدود کردن م جات آزادی م نات و در ها نوسفففا

به یک سمت و  سازیشبیهو  شوندميغیرضروری حذف 

یت  هدا به  شفففودميجهت خاص  و سفففیسفففتم مجبور 

سط بردارینمونه ساختارهای حد وا  سازیشبیه)که در  از 

ست(  بردارینمونهو  سترس نی ر . دشودميمعمولي قابل د

ضافه  سیل یک جمله ا  شودمياین روش به تابع انرژی پتان

های مطلوب که که حالتبه طوری ،)پتانسفففیل هارمونیک(

سط  طوربهبتوانند  ،شوندسدهای انرژی از هم جدا مي تو

، در مجموع در بنابراین .]11[شففوند بردارینمونهمناسففبي 

 . نانوثانیه برای هر پپتید انجام شد 76 مرحله سوم

وزن دارشفففده ( هیسفففتوگرام) نگاربافتآنالیز در نهایت 

((Weighted Histogram Analysis (WHAM)  با اجرای

چتری درهر  نگاربافتانجام شفففد.  gmx whamدسفففتور

 دارانهجانبپنجره نشان دهنده توزیع احتمال مسیر واکنش 

ها نگاربافتپتانسیل چتری است. این  توسط )بایاس( شده

ها باید همپوشاني داشته باشند و از انرژی آزاد در در پنجره

ستور در این  .]13و 12[شودميهر پنجره میانگین گرفته  د

 شودميدارانه غیرجانب ها تجمیع ونتایج انرژی آزاد پنجره

سیر واکنش  ستبه( PMF)نمودار تا انرژی آزاد درکل م  د

 برابر با اختلاف بور پپتید از غشفففابرای ع tails→wGΔآید. 

)ابتدا و انتهای حرکت انرژی  کمینه تخت و قسمتقسمت 

تمامي این مراحل  .]15و14[اسفففت PMFدر نمودار پپتید( 

به این تکرار شففد.  یکسففانطور به 2و  1برای پپتید جهش 
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یدهای طبیعي و  G∆ ترتیب ید از غشفففا برای پپت عبور پپت

ستبهها جهش یافته سنجه کمتر  آمد. د هر چه مقدار این 

شد شا و  ،با صیت فزایش خابه معني عبور بهتر پپتید از غ ا

 ضدباکتری آن است.

 بخش تجربی 2-2

 ها باکتری 2-2-1

ست برای شیاکلای باکترهایهای میکروبي از انجام ت شر  ا

بانک میکروبي  با کد  (PTCC1111)  ، تافیلوکوکوس اسففف
ئوس لوس  ،(ATCC6538) اور ی یسبففاسففف ل ی ت ب  سففففا

(PTCC1254)  کلبسیلاپنومونیهو (ATCC12028)  استفاده

 .شد

صیت  2-2-2 سی خا ش های جهپپتید ضدمیکروبیبرر

 و طبیعی یافته

 ،تجربي های بیوانفورماتیکي وتطابق بین داده بررسيبرای 

و ( 2هش )جیافته انتخابي  توالي آمینواسیدی پپتید جهش

 .ودشبه شرکت تکاپوزیست فرستاده شد تا سنتز طبیعي 

ون ، آزمهااین پپتید ضدمیکروبيبرای سنجش خاصیت 

از  MICیا  کننده میکروبي بررسي کمترین غلظت مهار

 یهاباکتریبر روی  طریق میکروپلیت )ریز رقت سازی(

   .انجام شدذکر شده 

سازی برای به روش ریز رقت MICسنجش  2-2-3

 پپتید سنتز شده ضدمیکروبیبررسی خاصیت 

و جهش  طبیعيپپتید  ضدمیکروبيبررسي خاصیت  برای

به روش ریز رقت سازی انجام  MICسنتز شده آزمون یافته 

کنترل مثبت، کنترل منفي و  های میکروبشد. برای همه

موارد زیر بودند. کنترل منفي: آب نمونه آزمون شامل 

 ی گرم مثبتهاباکتریسیلین برای مقطر،کنترل مثبت: آمپي

ی گرم منفي و نمونه آزمون: هاباکتریو کانامایسین برای 

جهش یافته. غلظت استوک اولیه هر و  طبیعي Cap37پپتید 

 لیترگرم بر میليمیلي 1های آزمون معادل کدام از محلول

 آزمون های، استوک هر کدام از محلولباکتریبرای هر  بود.

شد  تهیهلیتر میکروگرم بر میلي 600)به جز آب( در غلظت

و سپس مراحل اجرای تست، مطابق با دستورالعمل ذکر 

های مورد غلظت از محلول 8شده انجام شد. در نهایت 

ها به ها موجود بود که این غلظتآزمون درون چاهک

، 75/18، 5/37، 75، 150، 300 ترتیب کاهش عبارتند از

لیتر در مورد نمونه میکروگرم بر میلي 34/2، 69/4، 375/9

میکرولیتر محیط  75میکرولیتر آب مقطر با  75کنترل منفي 

ند مک فارلمعادل استاندارد نیم کشت میکروبي با غلظت 

 .]16[مخلوط شد

 نتایج-3

 نتایج نظری 3-1

 بدر آ هادینامیک مولکولی پپتید سازیشبیه 3-1-1

یعي یا طب پنج پپتید سازیشبیهمشاهده ساختار نهایي 

نانو ثانیه نشان داد که این  50بعد از  جهش یافته در آب

بررسي  ،بنابراین ،انددر کنار هم جمع نشده پپتیدها

عدم رسوب این پپتیدها را ساختارهای نهایي چشمي 

اسکلت اصلي هر پنج  RMSDمقادیر  1شکل  .کردتایید 

 50در طول  2و یا جهش  1پپتید طبیعي و یا جهش 

دهد. این نمودارها سازی را نشان مينانوثانیه شبیه

به  رسیدندر نتیجه تغییرات ناچیز انحراف استاندارد و 

نانوثانیه آخر  30در ویژه به ساختاری پپتیدهاتعادل 

 30زها در آنالی تمامي ،بنابراینکنند. بیان ميسازی را شبیه

 شد.  سازی انجامشبیهنانوثانیه آخر

ر ها در هرحالت بیانگمحاسبه مقادیر انرژی پتانسیل سامانه

نانوثانیه آخر  30منفي بودن آن بود و تغییرات ناچیز آن در

ها از نظر انرژی پتانسیل پایداری و به تعادل رسیدن سامانه

معیار دما در داد. همچنین، میانگین و انحراف را نشففان مي

به تعادل  30 یانگر رسفففیدن  یه آخر در هر حالت ب نانوثان

کلوین بود. از آنجا که در هر جعبه  310گرمایي در دمای 

شتیم، خواص  5سازی شبیه پپتید طبیعي یا جهش یافته دا

ه محاسب سازینانو ثانیه آخر شبیه 30در هر کدام از پپتیدها 

  .پپتید میانگین گرفته شد 5شد و برای 
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  .2جهش .، ج1جهش .طبیعي، ب.الف .دینامیک مولکولي سازیشبیهنانوثانیه  50پنج پپتید در طول اسکلت اصلي  RMSDمقادیر  1شکل

 

 پنج پپتید طبیعي و یا جهش یافتهدینامیک مولکولي  سازیشبیهنانو ثانیه آخر نانوثانیه  30دست آمده در نتایج بهمیانگین  1جدول 

RMSD 
 (نانومتر)

RMSF  
 (نانومتر)

شعاع چرخش 

 )نانومتر(

فاصله مراکز 

 جرم )نانومتر(

تعداد پیوند 

هیدروژنی بین 

 پپتید با خودش

پیوند تعداد 

هیدروژنی بین 

 پپتید و آب

سطح در 

 دسترس حلال

 )نانومترمربع(

 

12/0±39/0  04/0±23/0  03/0±1/1  16/1±4/4  32/1±8/11  82/1±02/65  46/0±57/28  
 یعيطب پپتید

SQRS 

03/0±24/0  01/0±14/0  03/0±1/1  53/1±1/5  9/0±11  6/2±8/61  11/0±8/28  
 1جهش

WWRS 

1/0±47/0  02/0±16/0  1/0±1/1  76/1±23/5  7/0±22/11  8/4±02/60  6/0±1/29  
 2جهش

SWRW 

 

ها يجایجذر میانگین مربعات جابه نتایج میانگین 1جدول 

(RMSD اسکلت اصلي همه پنج پپتید و همین طور برای )

( آنها و تعداد پیوند هیدروژني بین Rgشفففعاع چرخش )

پپتیدها و آب و تعداد پیوند هیدروژني هر پپتید با خودش 

سازی و میانگین سطح دردسترس پپتیدها در هرجعبه شبیه

یدها و میانگین فاصفففله بین پپت RMSFو مقادیر میانگین 
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جفت( برای پپتیدهای  10مرکز جرم تمام جفت پپتیدها )

 دهد. طبیعي و جهش یافته را نشان مي

 پپتیدهای جهش یافته نسبت به پپتید طبیعي RMSFمقادیر 

در اثر  آنبیانگر انعطاف ناپذیرتر شدن شده است که کمتر 

اسففید آمینه  زیرا زنجیره جانبي بزرگ .اسففت هااین جهش

 نتایج. شودميهای پپتید بقیه باقماندهتریپتوفان مانع تحرک 

ها اختلاف شففعاع چرخش برای پپتید طبیعي و جهش یافته

در  هاتوجهي را نشففان نداد که بیانگر عدم تاثیر جهشقابل

 نتایجسففاختار سففوم و کلي پپتیدها در اثر جهش اسففت. 

يمنشفان دیگر ها از یکحاصفل از فاصفله مرکز جرم پپتید

اند دهد در اثر جهش پپتیدها فاصففله بیشففتری از هم گرفته

 یرسففوب کردن پپتیدهانتیجه گرفت که امکان  توانميکه 

انعطاف ناپذیر  ،عبارت دیگره. بشفففودميجهش یافته کم 

س به یکدیگرشدن پپتیدها مانع نزدیک شدن آنها   تشده ا

ها سففازیشففبیهسففاختار نهایي چشففمي های ررسففيبا ب که

میانگین تعداد پیوند هیدروژني پپتیدها با  .هماهنگ اسفففت

خودشفففان و با آب در اثر جهش کاهش کمي داشفففت که 

اقیمانده جای به مانده تریپتوفان بیقرار گرفتن باق علتبه

ند سفففرین  یل پیو فان برای تشفففک نایي تریپتو عدم توا و 

یوند تعداد پکاهش جزیي رسد. نظر ميمنطقي بههیدروژني 

با آب  ید  نميهیدروژني پپت کاهش  د منجرتوا یحبه  ت لال

ز مرکالیته با توجه با افزایش فاصففله  .شففودها جهش یافته

پپتیدها از هم و عدم تغییرسفففطح دردسفففترس حلال جرم 

ژني تعداد پیوندهیدرو شگرفت کاهنتیجه  توانمي هاپپتید

ست. شته ا طور هب پپتیدها با آب اثر چنداني در حلالیت ندا

شباهت نتایج پپتید  ساختاری  علتبه 2و  1کلي  شباهت 

اثر قابل 2و  1جایي تریپتوفان در جهش هآنها اسففت و جاب

ست. ترمودینامیکي توجهي در خواص  شته ا آن جهش ندا

پپتیدها در آب با توجه به  سفففازیشفففبیهدرمجموع نتایج 

کوچک بودن پپتیدها و نوسففان سففاختاری آنها نتایج قابل 

سامانهقبول  ها داشت و رسیدن به پایداری و همگرا شدن 

جود پنج پپتید مورا نشففان داد. سففاختار نهایي پپتید اول از 

های طبیعي و هر کدام از حالتدر  سففازیشففبیهدر جعبه 

  استفاده شد.بعد جهش یافته برای مرحله 

شده و  سازیشبیهنتایج  3-1-2 برداری نمونههدایت 

 چتری پپتیدها

 سففازیشففبیه، هدایت شففده سففازیشففبیهپس از انجام 

سففاختار شففروع و پایان  .ری انجام شففدچت بردارینمونه

نشفففان داده  2شفففکل چتری پپتید طبیعي در  بردارینمونه

نمودار انرژی آزاد برای پپتید طبیعي و جهش  شفده اسفت.

را در فواصل مختلف پپتید از غشا در راستای محور  2و  1

z شبیه ست آمد وبرداری چتری بهسازی نمونهبه کمک   د

 . نشان داده شده است 3شکل در 

 

   
های پپتید اتمو  CPKبا روش  Aهای آب و لیپید چتری )اتم بردارینمونهساختار شروع )الف( و پایان )ب( پپتید طبیعي در روش  2کل ش

 .اند(سبز رنگ نشان داده شده NewCatonبا روش 

 

 ب الف
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 )ج( در فواصل مختلف پپتید از غشا 2)ب( و  1انرژی آزاد برای پپتید طبیعي )الف( و جهش  نمودار 3شکل 

 

تدریجي انرژی خکاهش یکنوا یدها درآت و   هنگامزاد پپت

شا در سدنظر ميمنطقي به PMFنمودارهای  ورود به غ ، ر

بار مثبت پپتید باعث جذب آنها به سرمنفي  زیرا از یک سو

سوی دیگرو  شودمي Aلیپید  ستي  از  صیت هیدروفوبی خا

درصفففد  7/40درصفففد برای پپتید طبیعي و  3/33)پپتیدها 

ته یاف یادیبرای جهش  به  ها( انگیزه ز یدها  برای ورود پپت

محاسبه مقادیراختلاف انرژی آزاد کند. داخل غشا ایجاد مي

نه انرژی بین  لت کمی حا خت و  لت ت زاد در این آحا

 چتری برای پپتیدهای بردارینمونه سازیشبیه نمودارها در

و  -1/413به ترتیب مقادیر  2و جهش  1طبیعي و جهش 

هر . دهدکیلوژول برمول را نشان مي -85/488و  -27/386

ید و منفيتر چه میزان این انرژی کم باشفففد، پپت عبور تر 

با جهش .غشفففا دارد بهتری از ید  دارای  (SWRW) 2 پپت

حدس زده  ،بنابراین .اسفففتعبور از غشفففا کمترین انرژی 

صیت میکروب شودمي شتر قدرت نفوذ و خا شي آن بی ک

نسبت به پپتید طبیعي  1جهش  ،دیگر عبارتبهاست.  شده

ت به پپتید طبیعي شففرایط بنسفف 2شففرایط بدتر و جهش 

یجه نت توانمي ،را دارد. بنابراینبرای عبور از غشفففا بهتری 

ید طبیعي  بهتر( SWRW) 2گرفت جهش  ( SQRS)از پپت

د وارد غشففا باکتری شففود و توانمي( WWRS) 1و جهش 

رغم علینتیجه گرفت  توانمي ،همچنینآن را تخریب کند. 

صد  4/7به اندازه  2و  1این که هر دو جهش  سبت به در ن



 هدایتي و همکاران  ...طراحي نظری به کمک 

38 

تفاوت در  علتبهتنها  ،اندتر شففدهپپتید طبیعي هیدروفوب

( SWRW یا WWRSمحل تریپتوفان و سففرین و آرژنین )

 ،همچنین .انددر عبور از غشففا داشففته يالعمل متفاوتعکس

که توانمي فت  جه گر نه  نتی ید آمی قرار گرفتن دو اسففف

منجر به کاهش توانایي ، 1در جهش  در کنار همتریپتوفان 

ها توفانپیپپتید از غشففا و قرار گرفتن یک در میان ترعبور 

سید آمینه های سرین و آرژنتین منجر به افزایش توانایي با ا

ست.  شده ا سبت به پپتید طبیعي  شا ن  ،نابراینبعبور از غ

ترتیب اسففیدهای آمینه هم در کنار بار و هیدروفوبیسففیتي 

نظر  در سفففتيتید ضفففدباکتری بایدر هنگام طراحي پپ آنها

 گرفته شود. 

  نتایج تجربی 3-2

  MIC سنجشو تهیه  3-2-1

 2ی طبیعي و جهش هااز هر کدام پپتیدگرم میلي 5 در ابتدا

سط  <%90خلوص با  ستون کروماتوگرافي تخلیص و  تو

سنجش  .شد تهیه صل از   ذکر 2جدول  در MICنتایج حا

های بیوتیککنترل منفي آب و کنترل مثبت آنتي شده است.

سن و آمپي میکروگرم  69/4کمتر از  MICسیلین با کانامای

 لیتر بود.بر میلي

 بحث -4

های از پپتیدها و پروتئین تعدادیهای سففففید دارای گلبول

ی تخریبي به در حمله آنهاضفففدمیکروبي هسفففتند که به 

ست داخلي هامولکولکند. این کمک مي هاباکتری ی پادزی

 ی تعاملتنوع در سففاختار و سففرعت عمل و نحوه دلیلبه

ها ته آن جه قرار گرف هدف مورد تو نده  ندبا موجود ز  .ا

ده زن اتوسففیعي از موجودپپتیدهای ضففدمیکروبي طیف 

 .[1]گیرند مي ها را در برها تا انگلهدف از ویروس

 ينیگزیبففا جففا تواننففديم يکروبیضففففدم یدهففایففپپت

 نیامر رابطه ب نیشففوند، که ا نهیمناسففب به یدهاینواسففیآم

سم شخص کرده و به کنترل   و تیساختار و عملکرد را م

 يبررسففف ن،یهمچن. [17] کنفديآنهفا کمفک م تیففعفال

ف به کشفف کیوانفورماتیدر ب يکروبیضففدم اتیخصففوصفف

عه روش کار عملکرد و توسففف در  یکاربرد یهاسفففازو

ناورسففففتیز مديم یف جا تاکنون گزارشفففي مبني بر  .ان

  نشده است. Cap37 دینامیک مولکولي پپتید سازیشبیه

یه ،در بخش نظری ید  سفففازیشفففب نامیک مولکولي پپت دی

Cap37  لدو در آب و با  تحا یافته آن و همچنین  جهش 

برداری چتری برای محاسففبه پتانسففیل نیروی روش نمونه

شا لیپید  شا  Aمیانگین ورود این پپتیدها به غ که مدلي از غ

شد. هاباکتری ست، انجام   یا 2پپتید با جهشی گرم منفي ا

SWRW یل منفيبه ید از ی آزاد ژتر بودن انردل عبور پپت

برای انجام  1نسفففبت به پپتید طبیعي و پپتید جهش  غشفففا

گوردون وهمکاران نشففان  .تجربي انتخاب شففدهای آزمون

کتری ضد با مشتقات پپتیدی آن فعالیتو CAP37دادند که 

مففاننففد  هففای گرم منفيبففاکتریرا در برابر تعففدادی از 

سففالمونلا تیفي ، اشففریشففیا کلي، سففودوموناس آئروژینوزا

یوم تری و مور ک ننففد هففابففا ثبففت خففاص مففا م گرم  ی 

 انتروکوکوس انتروکوکوس، اسفففتففافیلوکوکوس اورئوس

 دهند.نشان مي

 یافتهپپتید طبیعي و پپتید جهش  سازیبه روش ریز رقت MICنتایج مربوط به سنجش  2جدول

MIC (µg/ml) 

 اشرشیاکلای باسیلوس سابتیلیس اورئوس استافیلوکوکوس پنومونیه کلبسیلا
 باکتری

 پپتید

 پپتید طبیعي 5/37 75 75 75/18

 یافتهپپتید جهش  5/37 75/18 75/18 75/18
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نابراین باکتری ،ب ید طبیعي بر روی هر دوگروه  ها اثر پپت

 . ]18[مناسبي دارد

عه بر روی پپتید سفففنتزی، توالي و همکاران ا پریر با مطال

، NQGRHFCGGALIHARFVMTAASCFQاسید آمینه 

، نشان داد CAP37پروتئین  44-20های بر اساس باقیمانده

و در غلظت بیوتیک داردکه این پپتید نقشففي مشففابه آنتي

های آزمایش شفففده، دارای فعالیت ضفففد باکتریایي علیه 

ش، سودوموناس آئروژینوزا، سالمونلا تیفي موریوم شری یا ا
تافیلوکوکوس اورئوسو  انتروکوکوس فکالیس، کلي  اسففف

 .]2[است

یه  MICآزمون  ته عل یاف ید جهش  که پپت نشففففان داد 

عمل کرده و منجر به مهار  ی گرم مثبت به خوبيهاباکتری

شد آن ای بر روی . یمان و همکاران طي مطالعهشودميها ر

سففازوکار عملکرد پپتیدهای ضففدمیکروبي، بیان کردند که 

شده  سید تیکوئیک یافت  متر ک ی گرم مثبتهاباکتریدر ا

شدن قند ي ماننددچار تغییرات ضافه  و در  ودشمي پپتید و ا

 تر هسفففتند.برابر اثر ضفففد میکروبي این پپتیدها حسفففاس

نابراین هااثر  ،ب بتهاباکتریبر روی  آن شفففتر بی ی گرم مث

با توجه به بیان مطلب ذکر شده شاید بتوان اثر . ]19[ است

ته بر روی  یاف ید جهش  گرم  یهاباکتریگذاری کمتر پپت

 .منفي را توجیه کرد. 

 گیرینتیجه-5

سفففازی دینامیک در این پژوهش، طراحي جهش و شفففبیه

شای لیپید CAP37 مولکولي عبور پپتید شد.  A از غ انجام 

با توجه به  SWRW انجام شفده، جهشهای از میان جهش

نتخاب ا افزایش توانایي عبور از غشا نسبت به پپتید طبیعي

دهنده اننش پپتید سنتز شده های میکروبينتایج آزمون. شد

باکتری تأثیرگذاری بر  ثبت های گرم مارزش این پپتید در 

ستافیلوکوکوس اورئوسمانند  بود.  باسیلوس سابتیلیسو  ا

ر ، امید است که از این پپتید دپژوهشاین یج با توجه به نتا

شکي به ست جدید یا صنایع دارویي و پز عنوان یک پادزی

 آنهاکارایي های سفففنتي برای افزایش در کنار پادزیسفففت

 .برداری شودبهره

 تشکر و قدردانی

این پژوهش باحمایت مالي دانشففگاه شففهرکرد انجام شففده 

 است. 
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Abstract 

The increase in antibacterial resistance due to the high consumption of 

antibiotics is a looming crisis for humanity. Natural antibacterial compounds, 

such as cationic antibacterial peptides, hold a significant position, as the 

likelihood of developing resistance against them is low. CAP37, or AZU1, is 

a protein derived from the granules of human neutrophils and functions as a 

natural antibiotic. The residues 20-44 of CAP37 exhibit antibacterial activity. 

In this study, two mutations were designed in the native CAP37 peptide to 

enhance its antibacterial activity. Molecular dynamics simulations of the 

peptides in water were conducted for 50 ns, along with umbrella sampling MD 

simulations to obtain reliable potential of mean force (PMF) profiles for each 

peptide's passage through lipid A, a component of the bilayer membrane. The 

results indicated that the peptide containing the SWRW sequence exhibited 

lower aggregation properties in water and a greater tendency to traverse the 

lipid A bilayer membrane compared to the native (SQRS) or WWRS 

sequences. Therefore, it can be concluded that CAP37 with the SWRW 

sequence has enhanced antimicrobial activity. To validate the theoretical 

findings, both the natural and SWRW mutant peptides were synthesized. The 

minimum inhibitory concentration (MIC) test conducted on various Gram-

negative and Gram-positive bacteria, including Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Staphylococcus aureus, and Bacillus subtilis, demonstrated that 

the mutated peptide exhibited antibacterial activity, thereby confirming the 

theoretical results. 

 

Keywords: Antimicrobial pepide, Cap37 protein, Molecular dynamic 

simulation, MIC test, mutated peptide. 
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