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Antimicrobial peptides (AMPs) are a diverse group of low-molecular-
weight bioactive molecules that serve as the primary defense line of 
the innate immune system against infections in all multicellular 
organisms. In plants, these peptides exhibit high biodiversity and 
belong to several families, being produced both 
constitutive and inducible in response to environmental stresses. 
Knottin antimicrobial peptides are a class of peptides found in plants, 
animals, and insects which are cysteine-rich peptides. This study 
aimed to identify and characterize some Knottin antimicrobial peptides 
from white mustard (Sinapis alba L.). In this research, the gene 
sequences of seven Knottin antimicrobial peptides from white mustard 
were predicted and identified using bioinformatics and laboratory 
techniques. Initially, bioinformatics methods were used to predict the 
encoding sequences of the target peptides from the transcriptome of 
white mustard. Subsequently, these encoding sequences were isolated 
and identified using polymerase chain reaction (PCR). The PCR 
products were sequenced and analyzed using various bioinformatics 
tools. The physicochemical properties of the seven identified Knottin 
peptides from white mustard were predicted, with molecular weights 
ranging from 9.92 to 11.05 kDa, isoelectric pH values from 4.46 to 
7.89, instability index from 38.06 to 63.9, aliphatic index from 62.36 
to 81.82, and GRAVY values ranging from -0.249 to 0.18. It was also 
found that the Knottin peptides of white mustard contain four 
intramolecular disulfide bonds formed by eight conserved cysteine 
residues, contributing to their unique structure and stability. 
Additionally, bioinformatics analysis revealed that all the identified 
Knottin peptides in white mustard have potentially antimicrobial 
activities. Given that plants produce a wide range of antimicrobial 
peptides, and considering that purification methods can be complex, 
costly, and time-consuming, these peptides can be identified, designed, 
and chemically synthesized or produced recombinantly using 
bioinformatics tools and after validation through further experiments, 
could be a promising therapeutic potential to develop as new 
antimicrobial agents against drug-resistant pathogens. 
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Introduction 

All living organism from animal (mammals, insects and amphibians) to plants is constantly 
exposure with attacks by a vast array of pathogens. Hence, in response to biotic infection all 
organisms produce antimicrobial peptides (AMPs) as a major component of their immediately 
innate defenses mechanisms. Many AMPs are cationic, hydrophobic and amphipathic molecules 
that have a wide spectrum of activity and high selectivity. Interestingly, in compared to 
conventional antibiotics which have specific molecular targets, AMPs not only interact with the cell 
plasma membrane and causing the increase of permeability and loss of membrane function but also 
minimize the development of microbial resistance. AMPs can be protecting the host against various 
pathogens such as gram-negative bacteria, gram-positive bacteria, yeast, fungi and viruses. Plants 
contain high concentrations of secondary metabolites such as AMP, phenols, terpenoids and others. 
Plants immune system, in addition structural barriers such as cell walls, have ability the production 
of AMP compounds to protect against pathogens. Plant antimicrobial peptides (PAMPs) evolve 
differently from classical AMPs of other life types. They are generally cysteine-rich peptides 
(CRPs) that form multiple disulfide bonds (4,6 or 8) that can be contribute to stabilize conserved 
scaffolds. PAMPs are classified into families according their sequence similarity, cysteine motifs. 
Cystine-rich PAMPs families including defensins, knottins, snakins, lipid transfer proteins, thionins 
and hevein-like peptides. Knottins can be found in plants, animals, and insects, serving different 
functions. 

Material and Methods 

In this study, the gene sequences of 7 knottins of white mustard plant were identified for the first 
time using bioinformatics and laboratory approaches, and their various structural and functional 
characteristics were analyzed. This work was carried out in three stages. In the first stage, the coding 
sequences of multiple knottins peptides were predicted from the transcriptome of white mustard 
using bioinformatics methods. In the next stage, the gene sequences of these peptides were isolated 
and identified using polymerase chain reaction (PCR). In the third stage, PCR products were 
sequenced and thorough various bioinformatics tools were analyzed for the structural, functional 
and antimicrobial properties. 

Results and Discussion 

Our results showed that multi knottin gene family of white mustard plant, exhibit identity amino 
acid sequence and structural and functional properties with Knottin of other plants. Moreover, the 
analysis of the physicochemical properties of knottins indicated that a molecular weight between 
9.92 to 11.05 kDa, an isoelectric point (PI) of 4.46 to 7.89, with the instability index ranging from 
38.06 to 9.63, an aliphatic index of 62.36 to 81.82, and a GRAVY of -0.249 to 0.18. It was found 
that knottins in its structure has four intramolecular disulfide bonds, which is mediated by 8 certain 
residues of the cysteine with the various patterns. The results also revealed that knottins 1, 2 and 5 
and Knottins 4 and 7 had similar disulfide patterns while knottin3 and Knottin6 was displayed a 
specific binding pattern. Therefore, it increases the strength of their interaction with 
biological membranes of pathogens, thereby forming transmembrane channels and cell death. The 
instability index for knottins showed that these peptides have different stability, which could affect 
their antimicrobial activity in the external environment. The presence of only one intron in the gene 
structure of plant Knottins eliminates the possibility of alternative splicing in them, and therefore 
these genes generally lack different isoforms in the cell. The results of this research also determined 
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that knottins of the Sinapis alba plant potentially have antimicrobial properties. Knottins which are 
naturally found in plants have potential antimicrobial activity due to their specific characteristics 
such as hydrophobicity, high positive charge, specific secondary and three-dimensional structures, 
and other properties. Today new antimicrobial drug compounds are in increasing demand. 
Therefore, our results broaden a fundamental insight of research in the field of plant antimicrobial 
peptides especially knottins AMPs. In other hand the large volume of molecular biological data 
(including genomic, transcriptomic, and proteomic data) related to various plants that are available 
to researchers, as well as the existence of various bioinformatics software, can assist various 
biotechnologists to extract valuable information from biological data bank to identify and examine 
the gene and protein characteristics of Knottin antimicrobial peptides from plant various sources. 

Conclusion 

Today, the indiscriminate use of antimicrobial agents led to the emergence of new microbial strains. 
Therefore, due to the rapid increase in drug-resistant that is serious challenge to antimicrobial 
therapies, hence need to discover novel antimicrobial agents seems necessary. Therefore, according 
to the results of this experiment considering the potential antimicrobial properties of the S. alba 
plant knottins could be by extracting them from various plant or by generation of recombinant form 
in eukaryotic and prokaryotic expression systems thereby it may have been regarded as a promising 
novel treatment for pharmaceutical (various antibiotic-resistant bacteria) and agricultural 
(protection of crops via transgenic methods) applications. 
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١٠٤ 

  از گياه خردل سفيد    Knottinضدميكروبي شناسايي ملكولي و بررسي خصوصيات برخي پپتيدهاي  

 )Sinapis alba L. ( 

   ،*١محسن محمدي |  ٢سيد محسن سهرابي  |  ١نژادنسترن بهرام 

  ، ايران خرم آباد ،  علوم پزشكي لرستان ، دانشگاه  داروسازي ، دانشكده  دارويي   بيوتكنولوژي فارماكوگنوزي و  گروه    - ١

  ، ايران چمران اهواز، اهواز   يد دانشگاه شه   ي، دانشكده كشاورز   ياهي، گ   يك و ژنت   يد تول   ي گروه مهندس   - ٢

  

 چكيده اطلاعات مقاله

 نوع مقاله: 

 مقاله پژوهشي 

 ١٤٠٤/ ٠٥/ ٢٨تاريخ دريافت:  

  ١٤٠٤/ ٠٨/ ٢٣تاريخ بازنگري:  

  ١٤٠٤/ ٠٩/ ٠٣تاريخ پذيرش:  

  ١٤٠٤/ ١٠/ ٠٩تاريخ انتشار:  

  واژگان كليدي: 

 ،بيوانفورماتيك

 ، ضدميكروبيپپتيدهاي 

 ، خردل سفيد

Knottin ، 

PCR 

  ي پايين هستند با وزن مولكول هاي زيستي  ملكول از    ي متنوع   گروه )  AMPs(   يكروبي ضدم   پپتيدهاي 

  ي سلول پر توسط همه موجودات    ها برابر عفونت در    ايمني ذاتي   ي اوليه سيستم عنوان خط دفاع كه به 

باشند و  شوند. در گياهان اين پپتيدها تنوع زيستي بالايي دارند و داراي چندين خانواده مي ي م   يد تول 

شوند. پپتيدهاي ضدميكروبي  هاي محيطي توليد مي به دو صورت دائمي و القايي در پاسخ به تنش 

هستند كه در گياهان، حيوانات و حشرات  غني از سيستئين  اي از پپتيدهايي  ) دسته Knottinنوتين ( 

مي  هدف  يافت  با  مطالعه  اين  خصوصيات شوند.  بررسي  و  پپتيدهاي  از  برخي    شناسايي 

هاي  در اين پژوهش، توالي انجام شد.    ) .Sinapis alba L(   از گياه خردل سفيد     Knottinضدميكروبي 

هاي بيوانفورماتيكي و  گياه خردل سفيد با استفاده از روش از    Knottinپپتيد ضدميكروبي    ژني هفت 

  اي ه روش   از   استفاده   با   مرحله اول،   در . بدين صورت كه  شناسايي گرديد بيني و  پيش   آزمايشگاهي 

  .شد  بيني پيش  سفيد  خردل  گياه  ترنسكريپتوم   از  نظر   پپتيدهاي مورد  كدكننده  توالي  ، بيوانفورماتيكي 

  جداسازي )  PCRواكنش زنجيره اي پليمراز (   از   استفاده   با   ها   پپتيد   كننده اين   كد   توالي   ، بعد   مرحله   در 

شد  شناسايي  محصولات    . ند و  مختلف  توالي   PCRسپس  ابزارهاي  از  استفاده  با  شده  يابي 

  Knottin  هفت   خصوصيات فيزيكوشيميايي بيوانفورماتيكي مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت. نتايج  

ايزوالكتريك    pHكيلودالتون،    ١١/ ٠٥تا    ٩/ ٩٢مولكولي بين    وزن   شناسايي شده،   گياه خردل سفيد، 

  GRAVYو    ٨١/ ٨٢تا    ٦٢/ ٣٦، شاخص آليفاتيك  ٦٣/ ٩تا    ٣٨/ ٠٦، شاخص ناپايداري  ٧/ ٨٩تا    ٤/ ٤٦

گياه    Knottin. همچنين مشخص شد كه پپتيدهاي  بيني كرد ها پيش را براي آن   ٠/ ١٨تا    - ٠/ ٢٤٩

مولكولي هستند كه از طريق  سولفيدي درون در ساختار خود داراي چهار پيوند دي خردل سفيد  

شود اين پپتيد ساختار  و باعث مي   ي سيستئين محافظت شده شكل گرفته اتصال هشت اسيدآمينه 

گياه    Knottinكه تمامي    نشان داد   آناليزهاي بيوانفورماتيكي   همچنين و پايداري داشته باشد.    ويژه 

  ياهان انواع مختلفي گ هستند. با توجه به اينكه    طور بالقوه داراي خاصيت ضدميكروبي خردل سفيد به 

  يچيده، پر هزينه پ   يار بس   تواند ي م   ي ساز خالص   ي ها روش كنند و  از پپتيدهاي ضدميكروبي توليد مي 

ي و به  طراح ها را شناسايي،  يوانفورماتيك آن مختلف ب   ي با استفاده از ابزارها توان  مي   ، بر باشد و زمان 

  هاي يش آزما   يق از طر   ي پس از اعتبارسنج تا    صورت نوتركيب توليد كرد   روش شيميايي سنتز و يا به 

  يد جد   يكروبي توسعه به عنوان عوامل ضد م   ي برا   يدواركننده ام   ي درمان   يل پتانس   يك   تواند ي م   يشتر، ب 

 د. ن باش   مقاوم به دارو هاي  پاتوژن عليه  

 moahamadi.m@lums.ac.ir : نويسنده مسئول *
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  ١٤٠٤/  ٢شماره  / ١٢ جلد / هاي ژنتيك گياهي پژوهش

١٠٥ 

 مقدمه

  از   يكي )،  Antimicrobial peptides(   ضدميكروبي   پپتيدهاي 

  و   گياهان   در   كه   هستند   ذاتي   ايمني   سيستم   دفاعي   مهم   اجزاي 

  و   شوند مي   يافت   حشرات)   و   دوزيستان   (پستانداران،   جانوران 

  ها، باكتري   مثل   يي ها پاتوژن   عليه   ميزبان   دفاع   اول   خط   عنوان به 

  در   ، كه   طوري به   كنند. مي   عمل   ها ويروس   و   مخمرها   ها، قارچ 

  كشف   فرآيند   و   اند شده   شناسايي   ها آن   از   بسياري   اخير   هاي سال 

  پپتيدهاي   . ) Egorov et al., 2005(   دارد   ادامه   همچنان   ها آن 

  و   چندگانه   ضدميكروبي   فعاليت   داراي   كه   ضدميكروبي 

  خود   قدرت   تكاملي   سير   نظر   از   اند توانسته   هستند،   چندوجهي 

  عليه   و   كنند   حفظ   هدف   هاي ميكروارگانيسم   با   مواجهه   در   را 

  عمل   پروتوزوئر   و   ها باكتري   ها، قارچ   شامل   ختلف م   هاي پاتوژن 

  پپتيدهاي   ي، عملكرد   و   زيستي   تنوع   به   توجه   با   ، بنابراين   ؛ كنند 

 ,.Andersson et al(   اند   گرفته   قرار   توجه   مورد   ضدميكروبي 

2003; Yeaman and Yount, 2003 ( .   ضدميكروبي   پپتيدهاي  

  از   بخشي   عنوان به   متنوع   ي ها بيمارگر   ي حمله   شروع   در 

  طور به   و   شده   عمل   وارد   سريع   ذاتي   ايمني   دفاعي   مكانيسم 

 ,.Holaskova et al(   دهند مي   قرار   هدف   مورد   را   ها آن   مستقيم 

  از   غني   عمده   طور به   ، ي گياه   ضدميكروبي   پپتيدهاي   . ) 2015

  دو   (معمولاً  متعدد   سولفيدي دي   پيوندهاي   در   و   بوده   سيستئين 

  ها آن   شود مي   باعث   ويژگي   اين   كنند. مي   ايجاد   را   ) پيوند   شش   تا 

  نامساعد   عوامل   برابر   در   كه   باشند   داشته   مستحكمي   ساختاري 

  باشند   مقاوم   پروتئوليتيك   هضم   و   شيميايي   عوامل   محيطي، 

 )Hammami et al., 2009 ( .  رويه بي  مصرف  كه اين  به  توجه   با  

  آمدن   وجود   ه ب   باعث   دامپزشكي   و   پزشكي   در   ها بيوتيك آنتي 

  ينده آ فز   تهديدي   خود   اين   كه   شود، مي   دارو   به   مقاوم   هاي باكتري 

  جديدي   رويكرد   ، ؛ بنابراين است   جهاني   عمومي   سلامت   براي 

  هاي پاتوژن   بر   غلبه   براي   جديد   هاي بيوتيك آنتي   توسعه   براي 

 ,Organization(   رسد مي   نظر به   ضروري   بيوتيك آنتي   به   مقاوم 

  اين  سنتي  هاي بيوتيك آنتي   به  نسبت  پپتيدها  اين  مزيت  . ) 2014

  بنابراين   ؛ كنند مي   عمل   چندگانه   هاي مكانيسم   طريق   از   كه   است 

  زيرا   باشند   مفيد   توانند مي   دارو   به   مقاوم   هاي   سويه   بر   غلبه   براي 

  و   داده   قرار   هدف   مورد   را   ها پاتوژن   غشاي   معمول   طور به   ها آن 

  كنند مي   دشوار   بيمارگر   براي   را   مقاومت   هاي مكانيسم   ايجاد 

 )Hancock and Sahl, 2006; Kang et al., 2019; 

Mookherjee et al., 2020 ( .   تلاش   و   ها مكانيسم   اين   درك  

  منابع   از   ضدميكروبي   پپتيدهاي   از   ي جديد   انواع   شناسايي   جهت 

  با   بيوتيك آنتي   پپتيدهاي   جديد   نسل   توسعه   براي   مختلف 

  برابر   در   بيشتر   اثربخشي   و   يدازها پپت   برابر   در   يشتر ب   مقاومت 

 ;Li et al., 2017(   باشد مي   اهميت   پر   بسيار   ها ميكروارگانيسم 

Palmer et al., 2021; Zasloff, 2002 ( .   اين   بر   تصور   ابتدا   در  

  ضدميكروبي   پپتيدهاي   آن   توسط   كه   اي اوليه   مكانيسم   كه   بود 

  غشاهاي در    نفوذپذيري   طريق   از   كنند، مي   غيرفعال   را   ها پاتوژن 

آن    كه ،  است   پلاسمايي  در  ب طي  اختلال  ايجاد    بار   تعادل ا 

  ساير   و   حياتي   هاي يون   فقدان   از   و   غشاء   طرف   دو   الكتريكي 

  حال،   اين   با   شود. مي   سلول   مرگ   و   ليز   باعث   ، سلولي   اجزاي 

  ديگري   متعددي   هاي مكانيسم   از   ها آن   كه   شده   مشخص   امروزه 

 ,Bahar and Ren(   كنند مي   استفاده   ضدميكروبي   عمل   براي   نيز 

2013; Brogden, 2005; Lohner, 2009 ( .   كه اين   به   توجه   با  

  و  ساختاري  نظر  از  تاكنون،  شده  كشف  ضدميكروبي  پپتيدهاي 

  اساس   بر   توان نمي   بنابراين   ؛ هستند   ناهمگون   بسيار   عملكردي 

  كرد.   بندي طبقه   منسجم   طور به   را   ها آن   واحد   ويژگي   چند   يا   يك 

  ، ها آن   منبع   در   تنوع   رغم علي   ضدميكروبي   پپتيدهاي   اكثر 

  فعاليت   براي   احتمالاً  كه   دارند   مشتركي   بيوفيزيكي   پارامترهاي 

  ها آن   متداول   و  مشترك   ويژگي   جمله   از   . هستند   ضروري   ها آن 

  بودن  پاتيك  آمفي  و  مثبت)  (بار  كاتيوني  ، كوچك  اندازه  داشتن 

  مارپيچي   ، آلفا   مارپيچ   ساختارهاي   داراي   اساس   اين   بر   كه   است 

  هستند   ساختارها   از   تركيبي   يا   و   بتا   صفحات   تصادفي، 

 )Nguyen et al., 2011; Torres et al., 2019 ( .    

  يمني ا   يستم س   داراي   بيمارگر   عوامل   با   مقابله   براي   گياهان 

  (سد   سلولي   ديواره   سلولزي   ساختار   شامل   كه   هستند   اي يه چندلا 

  كه   است   يكروبي ضدم   يبات ترك   توليد   و   ها متابوليت   فيزيكي)، 

  گياهان   ذاتي   ايمني   دفاعي   هاي پاسخ   ترين مهم   از   يكي   عنوان به 

  و   ها باكتري   ها، قارچ   مثل   بيمارگرها   از   مختلفي   انواع   حمله   عليه 

  هميشگي   بيان   صورت   دو   به   گياهان   در   و   كرده   عمل   ها ويروس 

 ;Saboki Ebrahim and Singh, 2011(   شوند مي   توليد   القايي   و 

Sels et al., 2008; Sinha et al., 2014 ( .   ضدميكروبي   پپتيدهاي  

  ها آن   دارد.   تفاوت   ها جنبه   برخي   در   جانوري   انواع   با   گياهي 

  پيوندهاي   كه   هستند   سيستئين   آمينه   اسيدهاي   از   غني   كلي   طور به 

  در   ، دهند مي   تشكيل   متنوع   الگوهاي   با   متعددي   سولفيدي دي 

  پيوند   الگوهاي   همچنين   و   سيستئين   موقعيت   و   تعداد   نتيجه 

  باعث   كه   دهد مي   ها آن   ساختار   به   خاصي   ويژگي   ، سولفيدي دي 
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  و   حرارتي   شيميايي،   سخت   شرايط   برابر   در   شود مي 

 ,.Zeynivand et al باشند  داشته   بيشتري   مقاومت   پروتئوليتيك 

2024; Saffar et al., 2025 ( .   خصوصيات   اساس   بر   رو، اين   از  

  ضدميكروبي   پپتيدهاي   ، توالي   شباهت   همچنين   و   شده   ذكر 

  شامل   كه   شوند مي   بندي طبقه   مختلفي   هاي خانواده   به   گياهي 

  ها هوئين شبه   ، ) Defensins(   ها، فنسين ي د   )، Thionins(   ها تيونين 

 )Hevein-like   ،(   ها نوتين   )Knottin ،(   چربي   انتقال   هاي پروتئين  

 )LTPs ،(   سيكلوتيدها   )Cyclotides (   ها اسنيكين   و   )Snakins (  

 Cools et al., 2017; Hammami et al., 2009; Tam(   هستند 

et al., 2015 ( .  

  ابرخانواده   يك   به   متعلق   Knottin  گياهي   ضدميكروبي   هاي پپتيد 

  شده   تشكيل   اسيدآمينه   ٧٠  تا   ٣٠  از   تقريباً  آن   اعضاي   كه   هستند 

  حاوي   معمولاً  پپتيدها   اين   . هستند   ي متنوع   هاي عملكرد   داراي   و 

  پيوندهاي   الگوي   با   سيستئين   اسيدآمينه   هشت   تا   شش 

  به   دومي   ساختار   تشكيل   كه   هستند   شده   محافظت   سولفيدي دي 

  knot  موتيف   از   متمايز   كه  دهند مي   knot  سيستئيني   موتيف   نام 

  مثل   ديگر   گياهي   ضدميكروبي   پپتيد   از   برخي   در   موجود 

 ,.MIR Drikvand et al(   است   ها هوئين   شبه   و   ها ديفنسين 

2022; Tam et al., 2015  .( كه   است   اين   بر   اعتقاد  Knottin ي ها  

  مولكولي   ساختار   نوع   و   توالي   تنوع   ، تعداد   نظر   از   گياهي 

 Moore and(   باشند   ها خانواده   ديگر   از   متمايز   توانند مي 

Cochran, 2012; Phazang et al., 2020 ( .   مطالعات   همچنين  

  ها Knottin  ضدميكروبي   اثرات   كه   دهند مي   نشان   مختلف 

  گرفته  صورت  ميزبان  سيتوپلاسمي  غشاي  با  برهمكنش  توسط 

  طرفي،   از   دهند. مي   انجام   خود   ضدميكروبي   عمل   طريق   اين   از   و 

  فيزيولوژيكي   خواص   داراي   پپتيدها   اين   كه   شده   مشخص 

 ,.Attah et al., 2022; Cools et al(   هستند   گياه   در   نيز   ديگري 

2017; Han et al., 2023; Kintzing and Cochran, 2016; Li 
et al., 2022 ( .    

  Brassicaceaeخانواده   از   ساله دو   يا   ساله يك   ي علف   ياهي گ   خردل 

  خردل   ي، ا قهوه   خردل   جمله   از   يادي ز   ي ها گونه   شامل   كه   است 

  اثرات   داراي   ) .Sinapis alba L(   سفيد   خردل   . است   يد سف 

 ,.Maiti et al(   است   اكسيداني ي آنت   ، ضدسرطان   ي، ضدباكتر 

  ها Knottin  فرد   به   منحصر   خصوصيات   گرفتن   نظر   در   با   . ) 2007

  توالي   تنوع   و   شيميايي   و   حرارتي   پروتئوليتيك،   پايداري   قبيل   از 

  آن   شناسايي   براي   مناسبي   گزينه   تواند مي   پپتيد   اين   نوكلئوتيدي، 

  مستندسازي   ژنوم   وجود   عدم   علت به   باشد.   مختلف   گياهان   از 

  يك ترنسكريپتوم   اطلاعات   وجود   و   سفيد   خردل   گياه   شده 

  پپتيد   ژن   چندين   شناسايي   هدف   با   مطالعه   اين   ، آن   براي   مختلف 

  اين   به   گرفت.   صورت   مذكور   گياه   از   Knottin  ضدميكروبي 

  پپتيدهاي   از   برخي   ژني   توالي   اول،   مرحله   در   كه   صورت 

  بيوانفورماتيك   روش   به   سفيد   خردل   گياه   Knottin  ضدميكروبي 

  شرايط   در   سپس   و   شناسايي   گياه   اين   ترنسكريپتوم   از 

  توالي  تعيين  و  جداسازي  تكثير،  PCR روش  با  و  آزمايشگاهي 

  خواص   و   ساختاري   خواص   نظر   از   شده   جدا   پپتيدهاي   شد. 

  بيوانفورماتيك   و   محاسباتي   هاي روش   از   استفاده   با   ضدميكروبي 

  گرفتند.   قرار   بررسي   مورد 

  ها روش   و   مواد 

  تحقيق،  اين  در  : DNA استخراج  و  رشد  شرايط  گياهي،  مواد 

  كشاورزي   تحقيقات   مركز   از   ) S. alba(   سفيد   خردل  گياه   بذور 

  جداسازي   و   DNA  استخراج   و   كشت   براي   و   تهيه   لرستان   استان 

  . گرفت   قرار   استفاده   مورد   Knottin  ضدميكروبي   پپتيدهاي   ژن 

  پنج   مدت به   درصد   سه   هيپوكلريت   محلول   از   استفاده   با   بذور 

  شستشو   استريل   مقطر   آب   با   بار   سه   و   شده   ضدعفوني   دقيقه 

  ضدعفوني   بذور   شود.   حذف   هيپوكلريت   مانده باقي   تا   شدند 

  شده   كشت   مرطوب   صافي   كاغذ   روي   و   ديش پتري   درون   شده 

  در   شدند.   نگهداري   آزمايشگاه   شرايط   در   هفته   دو   مدت به   و 

  مرطوب   تا   شده   بررسي   مداوم   طور به   ها پتري   هفته،   دو   مدت 

  هاي گياهچه   هفته،   دو   زمان   مدت   گذشت   از   پس   بمانند.   باقي 

  قرار   استفاده   مورد   DNA  استخراج   براي   كامل   طور به   حاصل 

  صورت   CTAB  روش   استفاده   با   DNA  استخراج   گرفتند. 

  DNA  كيفيت   و   كميت   . ) Doyle and Doyle 1987(   گرفت 

  آگارز   ژل   در   الكتروفورز   و   نانودراپ   از   استفاده   با   شده   استخراج 

    گرديد.   تعيين   درصد   يك 

  : سفيد   خردل   گياه   ترنسكريپتوم   از   Knottin  هاي   ژن   شناسايي 

  Knottin  ژن   به   مربوط   پروتئيني   توالي   ابتدا   ها، ژن   شناسايي   براي 

  طور به   ها آن   براي   و   شد   دريافت   NCBI  پايگاه   از   مختلف   گياهان 

  افزار نرم   در   چندگانه   ) Alignment(   همرديفي   جداگانه 

VectorNTI     پروتئيني   توالي   دو   سپس   شد.   ايجاد )  ١٠/ ٣(نسخه  

  تمامي   در   كه   چندگانه،   هاي همرديفي   از   حاصل   توافق   مورد 

Knottin   ابزار   از   استفاده   با   اند، شده   محافظت  tBLASTn  

  برابر   در   ٠/ ٠٠١  انتظار   مورد   ارزش   با   NCBI  پايگاه   در   موجود 



  ١٤٠٤/  ٢شماره  / ١٢ جلد / هاي ژنتيك گياهي پژوهش
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  گرفتند.   قرار   همرديفي   مورد   سفيد   خردل   گياه   ترنسكريپتوم 

 CLC Genomics  افزار نرم   دو   از   استفاده   با   tBLASTn  نتايج 

Workbench 3.6.5   )٣/ ٦/ ٥  ( و  Vector NTI 10.3    نسخه)

  (شامل   بندي سرهم   از   حاصل   قطعات   شدند.   بندي سرهم )  ١٠/ ٣

  استفاده   با   ) Singletons(   هاي ينگلتون س   و   ) Contigs(   ها يگ كانت 

  NCBI  پايگاه   در   موجود   ORF finder  و   CDD  ابزارهاي   از 

  بررسي  مورد  Knottin كامل باز چارچوب خوانش  وجود  براي 

  براي   كامل باز چارچوب خوانش  داراي   هاي توالي   گرفتند.   قرار 

  NCBI  پايگاه   BLASTn  ابزار   از   استفاده   با   ، Knottin  هاي ژن 

  صحت   و   گرفته   قرار   همرديفي   مورد   ژن   بانك   برابر   در 

چارچوب    داراي   هاي توالي   از   شد.   ارزيابي   ها آن   جداسازي 

  طراحي   براي   الگو   عنوان به   Knottin  هاي ژن   كامل باز  خوانش 

    . شد   استفاده   آغازگرها 

  : Knottin  هاي ژن   يابي توالي   و   تكثير   آغازگرها،   طراحي 

  اختصاصي   آغازگرهاي   از   كامل،   كدكننده   توالي   تكثير   منظور به 

 Open( باز  چارچوب خوانش   داراي   هاي توالي   اساس   بر   كه 

Reading Frame: ORF (   كامل  Knottin   از   استفاده   با   كه  

  شد  استفاده  بودند،  شده  طراحي ) ٦(نسحه   Allele IDافزار نرم 

  اتصال   دماي   از   استفاده   با   اتصال   دماي   سازي بهينه   ). ١  (جدول 

  دمايي   گرادينت   همچنين   و   Allele ID  افزار نرم   پيشنهادي 

  تكثير   براي   PCR)(   پليمراز   اي زنجيره   واكنش   گرفت.   صورت 

  استخراج   DNA  از   استفاده   با   سفيد   خردل   گياه   Knottin  هاي ژن 

  انجام   ) ١  (جدول   شده   طراحي   آغازگرهاي   و   ها گياهچه   از   شده 

  خردل   گياه   Knottin  هاي ژن   PCR  واكنش   محصولات   شد. 

،  درصد   يك   آگارز   ژل   از   استفاده   با   جداگانه   صورت به   سفيد 

  اندازه،   بررسي   و   الكتروفورز   پايان   از   پس   و   شده   الكتروفورز 

  كيت   از   استفاده   با   Knottin  هاي ژن   الكتروفورزي   باندهاي 

 QIAquick Gel(   كياژن   شركت   ژل   از   DNA  تخليص 

Extraction Kit #28704 (   قطعات   شدند.   سازي خالص  

  منظور به   سفيد   خردل   گياه   Knottin  هاي ژن   ي شده   سازي خالص 

  قطعات   توالي   تعيين   شدند.   ارسال   ماكروژن   شركت   به   يابي توالي 

  اختصاصي   آغازگرهاي   از   استفاده   با   و   برگشتي   و   رفت صورت  به 

  يابي، توالي   نتايج  دريافت   از  پس   گرفت.  انجام   ژن  هر  به   مربوط 

  افزار نرم   از   استفاده   با   و   ژن   هر   براي   جداگانه صورت  به   نتايج   اين 

Vector NTI    گرفتند.   قرار   تحليل   و   تجزيه   مورد  

يابي هر ژن  نتايج توالي :  بيوانفورماتيكي   هاي تجزيه و تحليل 

Knottin   به خردل  جداگانه  گياه  نرم طور  از  استفاده  افزار  با 

Vector NTI 10.3   هاي تجزيه  توالي بندي و آناليز شدند.  سرهم

سايت    BLASTnي مربوط به هر ژن با استفاده از  و تحليل شده 

NCBI    در برابر پايگاهnr    همرديف شده و صحت جداسازي

هاي موجود  ها و اينترون اگزون ها تأييد گرديد.  يابي آن و توالي 

بر اساس همرديفي    گياه خردل   Knottinهاي  در ساختار ژن 

و همچنين    mRNAهاي ژنومي با توالي  يابي توالي نتايج توالي 

  شناسايي شدند.    FGENESHسرور  
 

  ها مشخصات آغازگرهاي طراحي شده جهت تكثير ژن -١جدول 
Table 1. The properties of designed  primers to amplify genes  

  آغازگرنام 
Primer  name 

 توالي آغازگر 
Primer sequence  

 باز)(جفت  طول محصول تكثيري
Product length (bp) 

 ) ◦Cدماي اتصال (
Annealing temperature 

Knottin1-F 5'-TCCAAAGTTCAGACATAGAGAG-3' 
552 54 

Knottin1-R 5'-ATTTATTATTACACAAACCAAGGC-3' 

Knottin2-F 5'-GCCACAAGGATAAACATAAATACC-3' 
754 57 

Knottin2-R 5'-ACAGCACCACTTGGAATCG-3' 

Knottin3-F 5'-GCATTCACAACGAAATCACTTAC-3' 
561 54 

Knottin3-R 5'-TGGGAGCCTCAGTTACTACC-3' 

Knottin4-F 5'-AACAAAGAGAGTAGAGAGAAGATG-3' 
756  53  

Knottin4-R 5'-ACGACATTACATTATTACTTGGAC-3' 

Knottin5-F 5'-AAAGAGTGGTTCCTATAATATCGG-3' 
495  55  

Knottin5-R 5'-GGTGTCTGCGTCTGCTAC-3' 

Knottin6-F 5'-CATCACAGGCAGATACATCTCCAC-3' 
464 58 

Knottin6-R 5'-GGGCGGTTGCGTTTAGCG-3' 

Knottin7-F 5'-ATAGCAAAAGTGGCAATGGC-3' 
403 56 

Knottin7-R 5'-ATAGTGTATTAGCGATGGTTTGG-3' 
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خوانش چارچوب  ( هاي  توالي ORFباز  در  موجود  با  )  ها 

نرم  از  شدند.    Vector NTIافزار  استفاده  ترجمه  پروتئين  به 

به توالي  با  حاصل  پروتئيني  سه  هاي  داده  كارگيري  پايگاه 

Interproscan  ،Pfam    وCDD    سايتNCBI    براي وجود يا

هاي عملكردي محافظت شده مورد بررسي  عدم وجود دمين 

دمين  تنها  گرفتند.  شده قرار  محافظت  عملكردي  كه  هاي  اي 

هاي  دمين عنوان  به مذكور تأييد شده بودند،    پايگاه توسط سه  

سفيد   knottin  پپتيدهاي اصلي   خردل  شدند.   گياه  انتخاب 

بررسي وجود يا عدم وجود توالي سيگنال و همچنين محل  

سفيد   Knottinتجمع   خردل  از  ترتيب  به  گياه  استفاده  با 

صورت گرفت.    CELLO2GOو    SignalP  وب ابزارهاي تحت 

با    گياه خردل سفيد هاي  Knottin  ترسيم ساختارهاي سه بعدي 

سرور   از  گرفت   Phyre2استفاده  مشخصات  انجام   .

پروتئين  اين  بار خالص،  فيزيكوشيميايي  طول،  شامل    pHها 

نرم  از  استفاده  با  آمينه  اسيدهاي  فراواني  افزار  ايزوالكتريك، 

ProtParam    پيوندهاي وجود  عدم  يا  وجود  شد.  بررسي 

  ابزار با استفاده از     گياه خردل سفيد  Knottinدر  سولفيدي دي 

DiANNA    شد گرفته  قرار  بررسي  تحليل  .  مورد  و  تجزيه 

هاي گياه خردل  Knottinفيلوژنتيكي و ترسيم درخت تكاملي  

گروه  و  بهره ها  آن   بندي سفيد  نرم با  از    MEGAافزار  گيري 
گرفت  خاصيت    . صورت  وجود  عدم  يا  وجود  بررسي 

افزار  با استفاده از نرم    گياه خردل سفيد  Knottinضدميكروبي 

CAMP   نرم پپتيدهاي  افزار مجموعه انجام شد. در اين  اي از 

محاسباتي و يا آزمايشگاهي  صورت  به ضدميكروبي مختلف كه  

خاصيت   است،  ها  آن   در   ضدميكروبي وجود  شده  تأييد 

هاي پروتئيني  ، توالي CAMPافزار  گردآوري شده است. در نرم 

Knottin  با استفاده از چهار روش محاسباتي     خردل سفيد هاي

Support Vector Machine  ،Random Forest  ،Artificial 

Neural Network    وDiscriminant Analysis    مورد بررسي

  قرار گرفته و وجود يا عدم وجود خاصيت ضدميكروبي در 

    مشخص گرديد. ها  آن 

  نتايج و بحث 

يابي محصول  هاي حاصل از توالي نتايج تجزيه و تحليل داده 

PCR   هاي ژن  Knottin1    تاKnottin7    با سفيد  خردل  گياه 

مشخص  ها  آن   هر كدام از   اختصاصي   استفاده از آغازگرهاي 

طولي بين  باز به  هاي خوانش ها از چارچوب كرد كه اين ژن 

داراي يك  ) كه  ١اند (شكل  تشكيل شده   باز جفت   ٧٧٤تا   ٣٥٠

هاي متفاوتي بوده و پپتيدهايي با  و دو اگزون به طول   اينترون 

 ). ٢كنند (جدول  را كد مي اسيدآمينه    ٩٩تا    ٨٨طول بين  

دمين  تحليل  و  تجزيه  شده  نتايج  محافظت  عملكردي  هاي 

گياه خردل سفيد   Knottin2و   Knottin1 در   مشخص كرد كه 

قرار  اسيدآمينه    ٦١به طول    Toxin3يك دمين عملكردي به نام  

پرولين  اسيدآمينه  تا    ٣٠  شماره   گلوتامين اسيدآمينه  دارد كه از  

اين    ٩٠شماره   ساختار  گرفته    پروتئين در  بر  در  است.  را 

تحليل   و  تجزيه  نتايج  تجمع  پپتيد  سيگنال همچنين  محل  و 

در سلولي   دو  كه    هر  داد  نشان  سفيد  خردل    پپتيدهايگياه 

به محيط  اسيدآمينه    ٢٩به طول  پپتيد  سيگنال مذكور توسط يك  

نشان داد    Knottin3. نتايج بررسي  شود ترشح مي   خارج سلول 

اين   يك  پپتيد  كه  داراي  خود  ساختار    ي عملكرد   ين دم در 

Toxin3    يستيدينه اسيدآمينه  از    است كه اسيدآمينه    ٥٩به طول  

در ساختار    ٨٨  شماره   يد اس   يك آسپارت اسيدآمينه  تا    ٣٠  شماره 

مي   ين پروتئ   ين ا  پپتيد  شامل  در  همچنين  يك  شود  مذكور 

شناسايي شد كه  اسيدآمينه    ٢٩طول    ترشحي به پپتيد  سيگنال 

 .  شود مي   ي به محيط خارج سلول باعث ترشح پپتيد  
 

  

 هاي شناسايي شده گياه خردل سفيد Knottinنتايج بررسي ژني و پپتيدي  -٢جدول 

Table 2. Results of gene and peptide analysis of identified Knottins in white mustard plant 
  اندازه پپتيد (اسيدآمينه) 
Peptide length (aa) 

  ) بازجفت اندازه اينترون (
Intron length (bp)  

  ) بازجفت ( هااندازه اگزون 
Length of exons (bp) 

 ) بازجفت(ناحيه كدكننده روي ژنوم   اندازه
Genomic coding region length (bp) 

  نام
Name  

99  183  )67 (-  )233 ( 483 Knottin1 
99 376 )67  (-  )233 ( 676 Knottin2 
99 145 )67  (-  )233 ( 445 Knottin3 
99 374 )67  (-  )233 ( 774 Knottin4 
90 126 )61  (-  )212 ( 399 Knottin5 
89 82 )58  (-  )210 ( 350 Knottin6 
88  89 )61  (-  )206 ( 356 Knottin7 
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  ) كنترل منفي-Cو  1Kbp) نشانگر مولكولي Mگياه خردل سفيد.  Knottinهاي ژن PCRالكتروفورز محصولات  -١شكل 

Figure 1. Electrophoresis of PCR products of white mustard Knottin genes. M) 1Kbp molecular marker and C-) 
negative control 

 
پپتيد     ٦١به طول    Toxin3عملكردي  ، دمين  Knottin4در 

  ٩٠آلانين  اسيدآمينه  تا    ٣٠گلوتامين  اسيدآمينه  از  اسيدآمينه  

پپتيد سيگنالقرار داشت و پپتيد مذكور با استفاده از يك   

طول    ترشحي خارجاسيدآمينه    ٢٩به  محيط    سلول   از  به 

پپتيد    . شدميترشح   بررسي  يك    Knottin5نتايج  وجود 

و يك اسيدآمينه  ٢٧سيگنال ترشحي خارج سلولي به طول 

را مشخص  اسيدآمينه    ٦٣به طول Toxin3   دمين عملكردي

 ٩٠پرولين  اسيدآمينه  تا    ٢٨گلوتامين  اسيدآمينه  كرد كه از  

پپتيد   در  بود.  يافته  عملكردي  ،  Knottin6امتداد  دمين 

Toxin3    تا    ٣٢لايزين  اسيدآمينه  از  اسيدآمينه    ٥٨به طول

در ساختار اين پروتئين قرار    ٨٩آسپارتيك اسيد  اسيدآمينه  

ترشحي  سيگنال  اين پپتيد داراي يك    ، . همچنينگرفته بود

به محيط خارج بود كه پپتيد مذكور را  اسيدآمينه    ١٩به طول  

يك   Knottin7  كرد. در نهايت براي پپتيدهدايت مي  سلول

و يك اسيدآمينه  ٢٧سيگنال ترشحي خارج سلولي به طول 

عملكردي طول    دمين  از  اسيدآمينه    ٦١به  اسيدآمينه  كه 

امتداد داشت، مشخص   ٨٨پرولين  اسيدآمينه  تا    ٢٨گلوتامين  

  ).  ٢گرديد (شكل 

توالي   بررسي  با    Knottinپپتيدهاي  نتايج  سفيد  خردل  گياه 

از   توالي   BLASTpاستفاده  كه  داد  با ميزان  نشان  هاي مذكور 

گياهان ديگر    Knottinدرصد به پپتيدهاي    ٩٨تا    ٤٤همساني بين  

شباهت  اين    اي شباهت نشان دادند. عمده گياهان دولپه طور  به و  

تا    ٦٣بين    Knottin2براي    درصد،   ٩٨تا    ٦٥بين    Knottin1براي  

  Knottin4براي    ، درصد   ٨٥تا    ٥٧بين    Knottin3  ، براي درصد   ٨٦

  ، براي درصد   ٩٣تا    ٦٣  ين ب   Knottin5  ، براي درصد   ٩٠تا    ٥٩بين  

Knottin6   و براي   ياهان درصد گ   ٩٤تا    ٤٤  ين ب  Knottin7   ين ب  

  مشاهده شد. درصد    ٩٦تا    ٦٢

هاي گياه  Knottinتجزيه و تحليل خصوصيات فيزيكوشيميايي  

  pHكيلودالتون،    ١١/ ٠٥تا    ٩/ ٩٢خردل سفيد، جرم مولكولي بين  

،  ٦٣/ ٩تا    ٣٨/ ٠٦، شاخص ناپايداري  ٧/ ٨٩تا    ٤/ ٤٦ايزوالكتريك  

آليفاتيك   تا    - ٠/ ٢٤٩  GRAVYو    ٨١/ ٨٢تا    ٦٢/ ٣٦شاخص 

عدد شاخص    . ) ٣(جدول    بيني كرد پيش ها  آن   را براي   ٠/ ١٨

نشان دهنده پايداري پروتئين و بالاتر از آن    ٤٠ناپايداري زير  

باشد كه بر اين اساس، پپتيدهاي  نشان دهنده ناپايداري آن مي 

Knottin3  ،Knottin6    وKnottin7    پايداري ميزان  داراي 

 ها بودند. Knottinبيشتري نسبت به ديگر  
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ترمينال (پررنگ) ابتداي    - Nدر سمت  پپتيد  سيگنال گياه خردل سفيد.    هاي   Knottinنتايج تجزيه و تحليل ساختار پروتئيني    - ٢شكل  

  . اند نشان داده شده   رنگ) (كم   Toxin3و دمين عملكردي    توالي 
Figure 2. Results of protein structure analysis of white mustard plant Knottins. The signal peptide at the N-terminal 

side (Highlight) of the sequence and the functional domain of Toxin3 (Lowlight).  
 

  هاي شناسايي شده گياه خردل سفيد Knottinهاي فيزيكوشيميايي  ويژگي   - ٣جدول  
Table 3. The physicochemical properties of identified knottins from white mustard plant 

 شاخص ناپايداري 

Instability index 

 ميانگين نسبي آبدوستي يا آبگريزي 

(GRAVY) 

 شاخص آليفاتيك 

Aliphatic index  
pH   ايزوالكتريك 

(pI) 

 (كيلودالتون)  جرم مولكولي 

MW (kDa) 

 نام 

Name 
57.39  0.058 77.78 7.47 10.99 Knottin1 
63.9 0.06 68.99 4.68 10.95 Knottin2 
39.16 0.175 81.82 4.46 10.92 Knottin3 
53.97 0.18 78.79  4.85 11.05 Knottin4 
53.53 -0.084 62.89 8.46 10.05 Knottin5 
38.06 -0.249 62.36 8.79 10.19 Knottin6 
39.56 -0.025 68.64 7.48 9.92 Knottin7 

مشخص كرد كه    فراواني اسيدهاي آمينه   نتايج تجزيه و تحليل 

در ساختار   ايزولوسين  و  گلايسين، سيستئين  آمينه  اسيدهاي 

Knottin1 ،    اسيدهاي آمينه گلايسين، فنيل آلانين و سيستئين

اسيدهاي آمينه ايزولوسين، گلايسين و  ، Knottin2در ساختار  

در ساختار   آلانين،    ، Knottin3سيستئين  فنيل  آمينه  اسيدهاي 

در ساختار   سيستئين  و  آمينه  ،  Knottin4گلايسين  اسيدهاي 

ساختار   در  سيستئين  و  آلانين  فنيل    ،Knottin5گلايسين، 

اسيدهاي آمينه لايزين، فنيل آلانين، گلايسين و سيستئين در  

آلانين،  و    Knottin6ساختار   فنيل  لايزين،  آمينه  اسيدهاي 

ساختار   در  سيستئين  و  ميزان  ،  Knottin7گلايسين  بالاترين 

نتايج تجزيه و تحليل  . اندفراواني را به خود اختصاص داده

هاي گياه  Knottinدر    مولكوليدرون  سولفيديديپيوندهاي  
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تعداد   با ترتيب    سولفيديديپيوند    ٤خردل سفيد، وجود 

در را  متفاوت  (جدولها  آن  اتصال  داد  نتايج  ٤  نشان   .(

الگوي    ،مولكوليدرون   سولفيديديپيوندهاي  بررسي  

يكساني   Knottin5و    Knottin1  ،Knottin2  براي  اتصالي 

داد كه  و   نشان  كرد  مشخص  و   Knottin4  همچنين 

Knottin7    اين   با هم هستند.الگوي اتصالي يكساني  داراي

الگوي هر كدام    Knottin6و    Knottin3  در حالي بود كه،

  ).٤(جدول  منحصر به فردي را نشان دادنداتصال 

  هاي Knottin  بعدي ساختارهاي سه  نتايج تجزيه و تحليل  

  گياه خردل سفيد نشان داد كه بخش اعظم ساختار ثانويه 

  و بخش محدودي درصد)    ٥٠- ٦٠( از مارپيچ آلفا  ها  آن 

بتا  رشته  است   درصد)   ٥- ١٠(   از  شده  ديگر    ساخته  و 

بين   پروتئيني  خود    ٤٥تا    ٤٠ساختارهاي  به  را  درصد 

  ). ٣اند (شكل  اختصاص داده 

ويژگي  تحليل  و  تجزيه    ضدميكروبي هاي  نتايج 

Knottin هاي  پروتئين :  هاي گياه خردل سفيدKnottin    كامل

  Nاز انتهاي  پپتيد  سيگنال گياه خردل سفيد پس از حذف توالي  

سايت   روش    شده وارد    CAMPبه  چهار  از  استفاده  با  و 

 ) مختلف  DA (Discriminant Analysis  )محاسباتي   ،RF  (

Random Forest )  ،SVM  (Support Vector Machine    و

 )ANN  (Artificial Neural Network    براي وجود و يا عدم

ويژگي   بررسي قرار    ضدميكروبي وجود  نتايج  گرفتند مورد   .

در تمامي    ضدميكروبي اين بررسي مشخص كرد كه ويژگي  

Knottin  هاي گياه خردل سفيد وجود داشته و اين خود تأييدي

جدول  ها در گياه خردل سفيد بود ( بر صحت شناسايي اين ژن 

تا    ٩٨/ ٥، با احتمال بين  SVM، روش  CAMPدر سايت    ). ٥

هاي  Knottinرا براي تمامي   ضدميكروبي درصد ويژگي   ١٠٠

تا   ٩٢/ ٤، با احتمال بين RFگياه خردل سفيد نشان داد. روش 

هاي گياه  Knottinرا براي  ضدميكروبي درصد ويژگي   ٩٩/ ١٥

تا   ٩٥/ ٧با احتمال بين   DAخردل سفيد مشخص كرد. روش  

هاي گياه  Knottinرا براي    ضدميكروبي درصد ويژگي    ٩٩/ ٩

وجود ويژگي   ANNخردل سفيد نشان داد. در نهايت، روش  

تمامي    ضدميكروبي  در  گياه  Knottinرا  بررسي  مورد  هاي 

 ). ٥جدول  خردل سفيد مورد تأييد قرار داد ( 

 
  هاي گياه خردل سفيدKnottinدر  مولكوليدرون سولفيديدينتايج تجزيه و تحليل پيوندهاي  -٤جدول 

Table 4. Results of analysis of intramolecular disulfide bonds in white mustard plant knottins 
 ٤پيوند 

Bond 4 
 ٣پيوند 

Bond 3  
 ٢پيوند 

Bond 2  
 ١پيوند 

Bond 1  
 تعداد پيوندها 

Number of bonds  
 نام

Name  
C6-C8 C4-C5 C3-C7 C1-C2 4 Knottin1 
C6-C8  C4-C5 C3-C7  C1-C2 4  Knottin2 
C6-C8  C4-C7 C3-C5  C1-C2 4  Knottin3  
C4-C6 C3-C7 C2-C5 C1-C8 4  Knottin4 
C6-C8 C4-C5 C3-C7 C1-C2 4  Knottin5 
C4-C6 C3-C7 C2-C8 C1-C5 4  Knottin6  
C4-C6 C3-C7 C2-C5 C1-C8 4  Knottin7  

  

  هاي گياه خردل سفيدKnottin ضدميكروبيهاي  نتايج تجزيه و تحليل ويژگي -٥جدول 
Table 5. Results of the analysis of the antimicrobial properties of Knottins from white mustard plant 

 نام
Name 

Support vector machines 
(SVM) 

Random Forest 
(RF) 

Artificial Neural Network 
(ANN) 

Discriminant Analysis 
(DA) 

Knottin1 100% 98.7%   ضدميكروبي تأييد ويژگي  
Validation of Antimicrobial Activity 

99.9% 

Knottin2 99.9% 98.65%  ضدميكروبي تأييد ويژگي  
Validation of Antimicrobial Activity 

99.3% 

Knottin3  99.9% 95.65%  ضدميكروبي تأييد ويژگي  
Validation of Antimicrobial Activity 

99.6% 

Knottin4 100%  96.6%   ضدميكروبي تأييد ويژگي  
Validation of Antimicrobial Activity  

99.6%  

Knottin5 99.6%  99.15%   ضدميكروبي تأييد ويژگي  
Validation of Antimicrobial Activity  

99.2%  

Knottin6  100%  92.4%   ضدميكروبي تأييد ويژگي  
Validation of Antimicrobial Activity  

99.4%  

Knottin7  98.5%  95.1%   ضدميكروبي تأييد ويژگي  
Validation of Antimicrobial Activity  

95.7%  
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  گياه خردل سفيد هايKnottinساختار سه بعدي  -٣شكل 

Figure 3. Three-dimensional structure of white mustard knottins 
 

تكاملي   درخت  ترسيم  و  فيلوژنتيكي  تحليل  و  تجزيه 

Knottin گيري  با بهره ها  آن   بندي هاي گياه خردل سفيد و گروه

نرم  گرفت   MEGAافزار  از  ترسيم    . صورت  تكاملي  درخت 

را در  ها  هاي گياه خردل سفيد، اين پروتئين Knottinشده براي  

درخت  در    . بندي كرد سه گروه كلي و مجزاي از هم تقسيم 

،  Knottin1  ،Knottin2  ،Knottin3هاي  مذكور، پروتئين تكاملي  

Knottin4    وKnottin5   پروتئين و  گروه  يك  در  هم  هاي  با 

Knottin6    وKnottin7   گروه در  كدام  هاي مجزايي قرار  هر 

هاي  Knottinدرخت تكاملي  ). همچنين، در  ٣گرفتند (شكل  

هاي  اي در گروه گياه خردل سفيد تنها همراه با گياهان دولپه 

اختصاصي خود قرار گرفتند و در هر سه گروه، تنها گياهان  

  ).  ٤(شكل    اي حضور داشتند دولپه 

معمولاً  ضدم   يدهاي پپت  كه  گياهي  س   ي غن يكروبي  يستئين  از 

  يمنيا   يستم در س را    ي ا شده حفظ   ي تكامل هاي  ويژگي   هستند، 

ها  آن   و گسترده   يع دفاع سر   نقش مهمي در   و ياهان داشته  گ   ي ذات 

بر عهده دارند. در كنار اين  و آفات    زا يماري در برابر عوامل ب 

ها  آن   براي نيز  اي از خواص بيولوژيك  طيف گسترده ها،  ويژگي 

هاي  به علت ويژگي ها  آن   از طرفي ديگر   گزارش شده است. 

به فردي كه دارند، مي  استفاده منحصر  به جاي    توانند جهت 

مرسوم  بيوتيك آنتي  براي  در  هاي  خاص  درمان  شرايط 

 ;Elsbach, 2003( گيرند  هاي عفوني مورد توجه قرار بيماري 

Holaskova et al., 2015; Li et al., 2021; Polanco, 2015; 
Tang et al., 2018 ( .   ديگر  ها  آن پپتيدهاي  ساير  خلاف  بر 

داراي  ساختار   موجودات  وجود  توجه قابل   ي تنوع  مثل  ي 

بر  سيستئين  كه  هستند  خاص  آمينه  اسيدهاي  و  متعدد  هاي 

مختلفي   خانواده اساس خصوصيات    يبند طبقه   مجزا   ي ها به 

يكروبي  ضدم   يدهاي پپت .  ) Silverstein et al., 2007( شوند  مي 

ابرخانواده    يك متعلق به    كه   كوچك   يدهاي پپت   ، Knottin  گياهي 

شده  حفاظت  يستئين س  مانده ي هشت باق شش تا   ي حاو   هستند 

دهند.  مي   knot  سيستئيني   باشند كه تشكيل ساختار موتيف ي م 

و   يكي  ا   ين ا   هاي يژگي از  ط   ين خانواده  كه    يار بس   يف است 

عملكردها   يعي وس  نشان    فعال يست ز   ي از  شامل    داده را  كه 

  يمي، مهار آنز   هاي يت فعال   ين و همچن   ي هورمون شبه   ي عملكردها 

ضد   ي كش حشره   يكروبي، ضدم   يتوتوكسيك، س    ويروسي و 

بر ا ي كل طور  به   . ) Pallaghy et al., 1994( شود  ي م    ين ، اعتقاد 

پپتيدهاي  است   با ساير  مقايسه  در  خانواده    ضدميكروبي اين 

ي، تنوع توالي و عملكردي  اشكال مولكول گياهي، داراي تعداد  

هستند.  اعضا   ي برخ   بيشتري  هاي  Knottin  ي خانواده   ي از 

پروتئ گياهي   ب   شوند و ي م   يد تول   ساز يش پ   هاي ين از    يوسنتز در 

 ,McDonald and Hendrickson( گيرد  شكل مي   ييراتي تغ ها  آن 

پپتيدها    . ) 1993 وجود  اين  اساس  وجود    يا بر  ساختار  عدم 

ي  و خط   ي حلقو   ي، به دو شكل مولكول اي در داربست آن  حلقه 

  ياهان، نه تنها در گ   ي كه فرم غالب است خط شوند. نوع  ي م   يافت 

سا  در  ز   ير بلكه  قارچ   يستي، منابع  جمله  و  از  حشرات  ها، 

ياهان  فقط در گ ها  آن   ي و انواع  حلقو شده    يافت   يز ها ن عنكبوت 

توز  پ   يع با  فراوان  و  شوند  ي م   يافت   شده   بيني يش گسترده 

 )Ireland et al., 2006; Mylne et al., 2012 ( .    
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  هاي گياه خردل سفيد Knottinفيلوژنتيكي  درخت    - ٤شكل  

Figure 4. The phylogenetic tree of white mustard Knottins. 
 

گياه خردل سفيد    Knottinهاي ژني هفت  در اين پژوهش، توالي 

استفاده از روش  بيوانفورماتيكي و آزمايشگاهي متعدد،  با  هاي 

  Knottin  ضدميكروبي پپتيدهاي    . د ش براي اولين بار شناسايي  

در ساختار خود داراي تعداد هشت    گياه خردل سفيد جدا شده از  

آمينه  ايجاد  اسيد  باعث  كه  هستند  شده  محافظت  سيستئين  ي 

خواهد  ها  آن   در   مولكولي درون سولفيدي  تعداد چهار پيوند دي 

  Toxin3  دمين عملكردي يك  ها داراي  همه آن . همچنين  شد 

نيز    Knottin  ضدميكروبي پپتيدهاي  هستند.   گياه خردل سفيد 

،  سولفيدي دي گياهي، با ايجاد پيوندهاي  هاي  Knottinمانند ساير  

  دهد كه در نتيجه آن اي به آن مي بعدي ويژه و سه   دوم   ار ساخت 

  هاي هدف با غشاء دولايه ميكروب برهمكنش بيشترين قابليت 

 ,.Moore and Cochran, 2012; Moore et al(   را داشته باشد 

هاي چندژني را در گياهان مختلف  خانواده   ، اين پپتيدها .  ) 2012

ساز ساخته شده و پس  پيش صورت  به   ابتدا   دهند و تشكيل مي 

  ضدميكروبي فعاليت  ، فرم فعال ايجاد شده و از خود  از بالغ شدن 

از گياه لاله    Knottin  ضدميكروبي اولين پپتيد ند. ده نشان مي را  

 ,.De Bolle et al(   جداسازي شد )  Mirabilis jalapa(  عباسي 

گياهان   . ) 1996 از  آن  از  (   پس  كولي   Phytolaccaسرخاب 

americana يخي گياه  و   (   )Mesembryanthemum 

crystallinum (   نيز جداسازي شدند   )Arguelles et al., 2023; 

Shao et al., 1999 (  . و همكارانش سه    ين نگو   ير، در مطالعات اخ

برگ عضو   از  را  خانواده  اين  گل از  و  هندي  ها  ميخك  هاي 

 )Wrightia religiosa  ( )Nguyen et al., 2014 (    پنج عضو و 

برگ   يگر د  از  ( ها را  طلايي  شيپور  گل   Allamandaي 

cathartica  جدا كردند ( )Nguyen et al., 2015 ( .   اي  در مطالعه

چندين   دانه   Knottin  ضدميكروبي پپتيد  ديگر  گياه  از  هاي 

 ) كولي  كه  Phytolacca americanaسرخاب  شد  شناسايي   (

بوده و خواص ضدقارچي را از    knotداراي موتيف سيستئيني  

اي  همچنين در مطالعه  . ) Gao et al., 2001( خود نشان داده اند  

  Mj-AMP2  و   Mj-AMP1به نام    Knottin  ضدميكروبي پپتيد    دو 

  اي گسترده   طيف از بذور لاله عباسي شناسايي شدند كه داراي  

  شده   آزمايش   قارچي   پاتوژن   عليه سيزده   ضدميكروبي   فعاليت   از 

بودند    گرم   باكتري   دو   و    . ) Cammue et al., 1992( مثبت 

پپتيد  مطالعه  جدا    Knottin  ضدميكروبي اي ديگر گزارش كرد 

از لارو حشره سوسك شاخكدار (  )  Psacothea hilarisشده 

عليه   ضدقارچي  خاصيت  است.    Candida albicansداراي 

همچنين نتايج نشان داد كه اين پپتيد باعث دپلاريزه شدن غشاي  

ها  پژوهش .  ) Hwang et al., 2010( شود  پلاسمايي اين قارچ مي 
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داده  نشان  اوليه  تحقيقات  كه  و  گياهي  Knottinاند  هاي 

دهند.  هاي بسيار كمي را تشكيل مي هاي كوچك با ژن خانواده 

پژوهش  كه  است  حالي  در  كه  اين  دادند  نشان  بعدي  هاي 

Knottin هاي بزرگ چند ژني در ژنوم  هاي گياهي داراي خانواده

  .  ) Lima et al., 2022(  گياهان هستند 

شناسايي شده از گياه خردل    Knottin  ضدميكروبي پپتيدهاي  

با    GT-AGسفيد در ساختار ژني خود داراي تنها يك اينترون  

هاي مشخص  ي طولي متفاوت و متغير بودند. اينترون محدوده 

پپتيدهاي    ′5اغلب در سمت    شده    ضدميكروبيساختار ژني 

Knottin    ساير در  مورد  اين  داشتند.  قرار  سفيد  خردل  گياه 

كه   شده  مشخص  و  است  شده  مشاهده  نيز  گياهان 

Knottin  هاي گياهي اغلب در ساختار ژني خود داراي تنها يك

ژني   ساختار  در  اينترون  يك  تنها  وجود  هستند.  اينترون 

Knottin ها  آن   هاي گياهي امكان وجود پيرايش متناوب را در

ژن  اين  بنابراين  و  برده  بين  ايزوفروم از  فاقد  عموماً  هاي  ها 

 Chiche et al., 2004; Moore et(   مختلف در سلول هستند 

al., 2012 (  .  ضدميكروبي پپتيدهاي  Knottin    همانند گياهي 

پپتيدهاي   كه    ضدميكروبي ساير  دارند  پاييني  مولكولي  جرم 

خواهد  ها  آن   باعث سرعت توليد بالا، انتقال و عملكرد سريع 

هاي  Knottinبيني شده براي  ايزوالكتريك پيش   pHمقدار    . شد 

ها  آن   گياه خردل سفيد نشان دهنده خاصيت اسيدي تا بازي در 

ي بازي  علت وجود فراواني متفاوت اسيدهاي آمينه بوده كه به 

ساختار  در  اسيدي  ناپايداري  مي ها  آن   و  شاخص  باشد. 

براي  پيش  شده  ميزان  Knottinبيني  سفيد،  خردل  گياه  هاي 

  كنند را در محيطي كه در آن فعاليت مي ها  آن   پايداري متفاوت 

مي   و  ويژگي  نشان  بر  تأثيرگذار  عوامل  از  يكي  و  دهد 

آن  شاخص مي ها  ضدميكروبي  محاسبه  باشد.  آليفاتيك  هاي 

برا  دمايي  Knottinي  شده  مقاومت  سفيد،  خردل  گياه  هاي 

به ها  آن   مناسب  مقاومت  اين  كه  داد،  نشان  وجود  را  علت 

آمينه  اسيدهاي  بالاي  درصد  ثانويه،  و  ساختارهاي  خاص  ي 

.  گيرد صورت مي   مولكولي درون سولفيدي  وجود پيوندهاي دي 

آليفاتيك  شاخص  نسبي    اين  حجم  كننده  مشخص  واقع  در 

هاي آليفاتيك اسيدهاي آمينه است  اشغال شده توسط زنجيره 

  باشد. ها مي گريزي و پايداري پروتئين براي ميزان آب   و معياري 

ويژگي  بر اساس  گياه خردل سفيد    Knottinپپتيدهاي  در نتيجه  

ب مي ها  آن   بودن   گريز آب  آب ه  توانند  و  دولايه  گريز  غشاي 

  . ايجاد كند ها  آن   عليه مناسب و قوي    متصل و پاسخ ها  پاتوژن 

در  Knottinبررسي  كه  آنچنان  سفيد  خردل  گياه    سرور هاي 

CAMP را با ميزان احتمال بسيار بالايي    ضدميكروبي ، ويژگي

نمود  آن مشخص  تمامي  از    . ) Thomas et al., 2010(   براي 

ديگر   پروتئين طرفي  ساير  سلول،  همانند  در  موجود  هاي 

هاي  Knottinهمواره بين محل توليد، تجمع و فعاليت دفاعي 

همانند    گياهي رابطه مستقيمي وجود دارد. اين گروه از پپتيدها 

پپتيدهاي   و  برهم   منظور به   ضدميكروبي ساير  بهتر  كنش 

ميكروب مناسب  ساختار  در  خود  هدف  غشاهاي  با  و  تر  ها 

خود، بايد   ضدميكروبي همچنين انجام صحيح و بهينه فعاليت 

ها يعني محيط خارج  مع ميكروب ج از درون سلول به محل ت 

گردند  منتقل  كه    ؛ سلولي  است  علت  اين  به  بنابراين، 

Knottin گيري ساختارهاي  هاي گياهي پس از توليد و شكل

ترشحي خود به محيط  پپتيد  سيگنال با استفاده از  ها  آن   ويژه در 

برابر  خارج از سلول منتقل مي  شوند تا به دفاع از سلول در 

بپردازند.  ميكروب  با    يسه مقا در    ضدميكروبي پپتيدهاي  ها 

ها  آن   يرا دارند، ز   ي متعدد   ياي مزا   ي فعل   بيوتيك ي آنت   ي داروها 

توسط    يعي طب   ي دفاع   يسم مكان   يك  سال  هزاران  كه  هستند 

چالش   ياهان گ  با  مبارزه  مورد    ي خارج   زاي يماري ب   ي ها در 

از    ي بار مثبت و غن   ي دارا   دليل اينكه به   اند. استفاده قرار گرفته 

مي   هستند   يز آبگر اسيدآمينه    هاي مانده ي باق  نتيجه    توانند در 

زا  يماري ب   هاي يكروارگانيسم م   يون از آن   ي غن   يي پلاسما   ي غشاها 

  ين ا ها  آن   ي اصل   يت . مز موثري مورد هدف قرار دهند طور  به را  

  ي مقاومت برا   يجاد ا   ي، سلول   ي حمله به غشاها   يل دل است كه به 

ياهان انواع  جا كه گ دشوار است. از آن   يار بس   ها يكروارگانيسم م 

از    ي ساز خالص   ي ها روش   كنند، ي م   يد تول ها  آن   مختلفي 

با    توان با اين حال مي   بر باشد و زمان   يچيده پ   يار بس   تواند ي م 

مصنوعي    يوانفورماتيك، پپتيدهاي مختلف ب   ي استفاده از ابزارها 

يدازها را به روش شيميايي سنتز  در برابر پپت   يشتر با مقاومت ب 

كرد.  صورت  به يا   توليد  كه    شود ي م   بيني يش پ نوتركيب 

چه از نظر شكل    يشتري، ب   يار بس   گياهي   ضدميكروبي پپتيدهاي  

  كشف شوند.   يك نزد   ينده در آ   ي، و چه از نظر توال   ي مولكول 

 سپاسگزاري 

  با   داروسازي   دكتري   نامه پايان   يك   نتيجه   حاضر   پژوهش 

  اخلاق   ييد أ ت   كد   و   1971-99-1-1397  طرح   كد   شماره 

IR.LUMS.REC.1400.085   علوم   دانشگاه   مصوب  

  و   تشكر   وسيله   بدين   كه   است  بوده   لرستان   پزشكي 

    شود. مي   قدرداني 
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