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 مقدمه
 Total) انرژی اولیه منابع کل از درصد 1/6۱ حدود در یعیطب گاز

primary energy supply :TPES) طبیعی گاز. (۱)دهد یم یلرا تشک 
بالقوه  یمنبع انرژ یک تواندمی هیدروژن به کربن پایین نسبت دلیلبه
. (6) اشدب دارند، بیشتری آلودگی کهنفت و زغالسنگ  یگزینیجا یبرا

 متان ازگ ایگلخانه اثراست.  یعیطب گازدهنده یلتشک یاصل جز متان
 نشت مانند انسانی هایفعالیت. (3)تر است یقو اکسیددیکربن از بار 33
ز انتشار سوم ا دو تقریباً گاز طبیعی و نفت سنگ،زغال استخراج هنگام در

مطالعات مربوط به استفاده از متان  اخیرا .(1) شودیکل متان را شامل م
 دور مناطق در طبیعی گاز بیشتر اینکه دلیلبهاست.  یشدر حال افزا

 است دشوار آن نقل وحمل  شده، یافت مصرف بازارهای از دور و افتاده
 برای (In Situ Processجا ) در فرآیند. دارد طولانی لوله خط به نیاز و

 تولید .دهد کاهش را هزینه تواندمی مایع شیمیایی مواد به متان تبدیل
 باشد هآیند در امیدوارکننده و مهم نکته یک تواندمی متان از مایع سوخت

 نرژیا منبع عنوانبه که است پاک و تجدیدپذیر سوخت یک متانول. (۵)
 یلپ و اتومبیل سوخت فضا، گرمایش برق، تولید برای ما زندگی در

 .(2) دارد زیادی تقاضای سوختی
 یر( مس۱)واکنش  (Syngasسنتز ) گاز به موسوم واکنش حاضر حال در
 خارب ریفرمینگ طریق از گازسنتز. (2)متانول در صنعت است  یدتول یاصل
 دیتول یممستقیرغ یرمس ین(. ا6 )واکنش یدآیدست مهبا گاز متان ب آب

 روش هیچ مقطع این در. (1)است  یانرژ یادمتانول، همراه با مصرف ز
ف نشده کش یصنعت یاسدر مق متانول به متان تبدیل برایمستقیمی

 از ستزی محیط با سازگار و صرفه به مقرون استفاده به تمایل. (۹)است 
. اشندب جایگزین کاتالیزورهای دنبالبه محققان که است شده باعث متان
. (۱0) است متانوتروفیک هایباکتری مطالعه دستیابی، راه یک

 هایممیکروارگانیس از منحصربفرد ایخانواده متانوتروفیک هایباکتری
 و هوازی دنیای فاصل حد در که (۹) دهندمی تشکیل را منفی گرم
 از تولیدشده متان توانندمی آنها کهجایی. دارند وجود هوازیبی

 نندک مصرف انرژی و کربن منبع عنوانبه را هوازیبی هایمتابولیسم

 ای متانانتشار گاز گلخانه کردن محدود طریق از هاباکتری این. (۱۱)
گام در  ین. اول(۱6) دارند کربن جهانی چرخه در مهمی نقش اتمسفر، به

 متان آنزیم لهوسیبه متانول به متان اکسیداسیون ها،متانوتروف یسممتابول
. (۱3) است (MMOs: Methane Monooxygenase) اکسیژناز مونو

 ΔH298=105kcal/mol (۱1،) متان در C–H قوی بسیار پیوند وجود با
 تحت( 3واکنش ) متانول به متان کردن اکسید به قادر هاباکتری این

 (.۱3) هستند محیطی شرایط
 CO (g) + 2H2 (g)    CH3OH   ( ۱) واکنش 

CH4 )g) + H2O(g)    CO (g) + 3H2 (g)     (  6) واکنش 

  +CH4 + O2 + NADH + H+ CH3OH + H2O + NAD( 3) واکنش

 pMMO (Particular Methaneبه دو فرم  یژنازمتان مونواکس آنزیم

Monooxygenase )وsMMO  (Soluble Methane 

Monooxygenase) فقط هامتانوتروف بیشتر. (۱۵)دارد  وجود pMMO 
 زیر یک. شودیم یانب sMMOفقط   هم یهدر چند سو کنندمی بیان را

 pMMO هچاگر. دارند آنزیم دو فرم هر بیان برای هاییژن نیز مجموعه
 ار،ساخت اما دهندیرا انجام م یکسانی یمیاییش یهاواکنش sMMOو 

 pMMO آنزیم. (۱2)با هم متفاوت است  آنها کاملاً یسمکوفاکتور و مکان
 این. (۹)کوفاکتور مس است  یو حاو (۱2)قرار دارد  ییپلاسما یدر غشا

 یآن دشوار است و فقط متان را در خود جا یسازو خالص ناپایدار آنزیم
 یو حاو (۱2)قرار دارد  یتوپلاسمدر س sMMO (. آنزیم۱1)دهد یم

 sMMO آنزیم یسازمراحل خالص کهییآنجا از. (۹)کوفاکتور آهن است 
 یشرفتپ آنزیم این یسمیمکان و ساختاری مطالعات ،تر استآسان
 طیفکردن  یداکس ییتوانا sMMO یم. آنز(۱۹) است داشته یتوجهقابل

دار و شاخه ی،خط غیراشباع، و اشباع هایهیدروکربن از ایگسترده
ا دارد ر یدیکلره شده و سولف ،ناجور حلقه یباتترک ینو همچن یحلقو

 هاییباکتر یتباعث اهم sMMO آنزیمعملکرد متنوع  ین. ا(60)
 .(۱1) شودمی پالایی زیست فرآیندمتانوتروف در 

 Methylosinusیاییدو منبع باکتر بر sMMO آنزیم روی بر مطالعات

trichosporium OB3b   و(Bath) Methylococcus capsulatus  
 یهامسیر و داخلی غشای ساختار در هاباکتری این. است شده متمرکز

آنها  sMMO آنزیم که است شده ثابت اما هستند متفاوت کربن جذب
است  هینظر ساختار و دامنه سوبستراها به هم شب از یطور قابل توجهبه
 M. capsulatus باکتری در( میکائیلیس ثابت) Km. مقدار (6۱)

(Bath) متان برای µM ۹1/0(66) باکتری در و M. trichosporium 

OB3b ًتقریبا µM ۱6 (63) است. 

sMMO روکسلازهید: دارد نیاز پروتئینی واحد یربه سه ز یتفعال یبرا :
( kDa6۵۱ ،MMOH: sMMO hydroxylase( :ردوکتاز ،) 

kDa۵/31،sMMO reductase:MMORکننده: )یمتنظ ین(، و پروتئ 

kDa۹/۱۵،sMMO Regulatory :MMOB )(60) .هیدروکسیلاز 
 گاما و( β) بتا(، α) آلفا واحد زیر سه از و است متان اکسیداسیون مسئول

(γ )همودیمر یک تشکیل که. (61) است شده تشکیل (α2β2γ2 )
 کنندهتنظیم پروتئین و ردوکتاز یهازیر واحد اتصال برای. (۱2) دهندمی
 هک غیررقابتی، مدل. است شده گرفته نظر در مدل دو هیدروکسیلاز به

از مختلف  یهبه دو ناح MMOBو  MMOR یهازیرواحد آن براساس
زیر  آن اساس بر که رقابتی، مدل. شوندمتصل می یدروکسیلازه

از  یکسان یهناح یکاتصال به  یبرا MMOBو  MMOR یهاواحد
 قابتیر مدل اخیر، ساختاری مطالعات. کنندبا هم رقابت می یدروکسیلازه
-22Y) شده حفظ یهابازمانده از ایمجموعه. (6۵) کندمی تأیید را
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21K-36۱L- 36۵G -36۹P )به نام  ایناحیهCanyon وجود هرا ب
 MMOBو  MMOR یهازیرواحد اتصال برای ناحیه این. آورندمی

 (.62)مهم است 

 ونآیر دی فعال جایگاه. است فلزی مرکز نوع یک حاوی هیدروکسیلاز
(the diiron active site در ) (۱2) دارد قرار آلفا یهازیرواحد .Fe1  توسط

۱12His، ۱۱1Glu  مولکول آب و  یکوFe2  612توسطHis، 61Glu  و
60۹Glu ۱11 وسیلهبه آهن اتم دو. (62) شوندمی ینهکئوردGlu  و دو

 the diiron active -4کاهش ) از پس. شوندبه هم متصل می یدروکسیده

site،) 613 یلاتگروه کربوکسGlu گیردقرار می ییجابجا یک یرثأتحث ت 
 شودمی آهن اتم دو به شدهمتصل  یدروکسیده یوناز دو  یکی یگزینو جا

متصل به  دمُین ،[S6Fe-6] یدوکسینفر دمُین، سه از ردوکتاز زیرواحد. (۱2)
 ینآدن آمید نیکوتین به متصل دمُین و( FAD) نوکلئوتید دی ینآدن ینفلاو
 انتقال منبع NADH. (۱0)شده است  یل( تشکNADH) نوکلئوتید دی

 میناست. دُ FADمتصل به  میندُ یقاز طر فریدوکسین، دمُین بهها الکترون
 شده اکسید حالت که یرونآ دی فعال جایگاهها را به الکترون فریدوکسین

(FeΙΙΙ-FeΙΙΙ) (۱۹) دهد کاهش را آن تا کنددارد، منتقل می. 
NADH           FAD           [2Fe-2S]           MMOH (61) 

 MMORو  MMOBکه محل اتصال  ینبر ا یها مبنیافته به توجه با
 برای MMORو  MMOB یلمشترک است و تما یدروکسیلازبه ه

 یرونآ یرکز دم یداسیوناکس یتبه وضع یبستگ یدروکسیلازاتصال به ه
 یگزینجا MMORابتدا  -۱ه شده است. یارا یرز یدارد مدل عملکرد

MMOB اکسید شده یدروکسیلازمتصل به ه (MMOHox )و شودمی 
 یدروکسیلازبه ه MMOBبا اتصال  -6. یابدکاهش می یرونآ دی مرکز

 یرونآ یبه مرکز د یژنمتان و اکس ،(MMOHred) یافتهکاهش
 MMOB متان، اکسیداسیون واکنش از بعد -3. کنندمی یداپ یدسترس

 -1 .گرددشده آزاد می یدجدا و متانول تول شده اکسید یدروکسیلازاز ه
MMOR خهچر و شودمتصل می شده اکسید یدروکسیلازدوباره به ه 

 .(6۹) گرددمی آغاز دیگری کاتالیزوری

 یتمشخص بودن ساختار و اهم یلدلبه sMMO آنزیم تحقیق این در
 ینکهه ابشد و با توجه  یدهمطالعه برگز یبرا ییپالا زیست فرآیندآن در 

است  شتریبه سوبسترا ب یمآنز یشگرا یزانکوچکتر باشد م Kmهر چه مقدار 
. شد انتخاب مطالعه برای M. capsulatus (Bath) باکتریمربوط به  یمآنز
 والیت بیوانفورماتیکی یهاروش کمک با تا است شده سعی مطالعه این در

 داریپای میزان در نهایت تاشود  داده ییرتغ ایگونه به sMMO آمینواسیدی
 عمل و نحوه برهمکنش یسممکان ساختار، بودن مشخص با. یابد بهبود آن
 خابانت زاییجهش برای آنزیم از مناسب یهااسید ینوآم آنزیم، یهاواحد یرز
. گرددمی ایجاد زاییجهش بیوانفورماتیک یهاروش از استفاده با و

ر قرا یدر عملکرد مورد بررس یرثأاز لحاظ ت in silico یطمح ها دریافتهجهش
     .گیرندمی

 هامواد و روش
داده  یگاهپا یقاز طر FASTAدر قالب  یمآنز یهازیرواحد توالی

UniProt داده  یگاه. در پایدگرد دریافتUniProt کد  ی،علاوه بر توال
PDB (Protein data bank  )د وجو یزن ینپروتئ یسه بعد یساختارها

( هم مشخص x-ray, NMRها )ساختار یندست آمدن اهدارد و روش ب
 یزانم اندآمده دستبه ایکس اشعه روش با که ییهاشده است. در ساختار

 کمتر درچق هر که است شده مشخص آنگستروم حسب بر پذیریتفکیک
 ساختار که صورتی در. است ترمطلوب استفاده مورد ساختار باشد

 قرار استفاده مورد مطالعه جهت باشد، موجودها زیرواحد کمپلکس
 از ساختار یک و هیدروکسیلاز از ساختار 61 امروز به تا. گیردمی

 که ستا آمده دستبه کنندهتنظیم پروتئین -هیدروکسلاز کمپلکس
 یک هر برای. است M. capsulatus (Bath) باکتری به مربوط عمدتاً

 NMR ساختار دو نیز کنندهتنظیم پروتئین و ردوکتاز یهازیرواحد از
 طریق از آنزیم یهازیرواحد بعدی سه یهاساختاردست آمده است. هب

 یاهماکرومولکول بعدی سه ساختار به مربوط اطلاعات که ،PDB پایگاه
 .آیدمی دستبه است، شده ذخیره آن در زیستی

 ینو پروتئ یدروکسیلازه یرواحدهایز یمورد استفاده برا ساختار
است.  4GAMبا کد  یرواحددو ز یندست آمده از اهکننده، کمپلکس بیمتنظ

 یناست که درا 1JQ4ردوکتاز  یدوکسینفر میندست آمده از دُهتنها ساختار ب
 ،هاساختار نیا هی. با توجه به روش تهگیردمطالعه مورد استفاده قرار می

 برای کهتکرار شده است  میآنز یهارواحدیز ینیپروتئ یهارهیزنج
 مپلکسک ساختار اینکه به توجه با دیگر طرف از. شوند حذف باید زاییجهش

 احدو زیر بایستی داکینگ عمل برای ندارد، وجود ردوکتاز -هیدروکسلاز
 تکراری یهایرهحذف زنج یجدا شود. برا 4GAMاز ساختار  یدروکسیلازه
 استفاده Molegro Virtual Dockerافزارنرم از هیدروکسیلاز کردن جدا و

 ینی،پروتئ یهایرهاز زنج یکهر یلازم است برا ینگانجام داک ی. براشودمی
ردوکتاز  یدوکسینفر دمُین بهمربوط ساختار در. باشد شده تعریف زنجیره کد

(1JQ4که با ه )ت کهاس نشده تعریف کد این دارد کنشبرهم یدروکسیلاز 
 ClusPro سرور. شوداستفاده می Editor PDBافزارنرم از کار این برای

 قرار استفاده مورد هیدروکسیلاز و ردوکتاز یرواحدهایز ینگداک یبرا
 .گیردمی

ها حدزیروا بین برهمنکش در مؤثر یهاینواسیدآم ابتدا جهش، ایجاد برای
. گرددمی مشخص LigPlot افزارنرمو با استفاده از  یبر اساس مطالعات قبل

 توالی BLAST،6۵0 سروردر  یمآنز یهازیرواحد توالی کردن وارد با سپس
 یهمردیف جهت بعدی مرحله در. گرددمی دریافت زیرواحد هر توالی با مشابه

(Alignmentتوالی )افزار مشابه از نرم یهاOMEGA شوداستفاده می .
فظ ح و یکدیگر بهها آن شباهت میزان دهندهنشانها توالی این همردیفی



 پور و همکارانعلی سلیمانی مونواکسیژناز متان عملکردآنزیم بهبود

6۹ 

 ،هاجهش کردن پیدا برای. است آمینواسیدی یهاجایگاه از یک هر شدگی
 رفتندگ قرار بررسی موردها زیرواحد بین برهمکنش در دخیل یهاآمینواسید

ها تئینپرو همه در تکاملی صورتبهها آمینواسید از یک کدام شود مشخص تا
 ورتیص در. است متفاوت موردنظر توالی باها آن از یک کدام و هستند ثابت

 یتکامل یحفظ شدگ یباشد به معن یکسانها توالی همه در آمینواسیدی که
 کاملیت روند کهصورتی در. گرددنمی تعریف جایگاه این برای یاست و جهش
 شده تکرار تربیش که آمینواسیدی باشد، متفاوت موردنظر توالی با آمینواسیدی

 هایتن در. گرددموردنظر انتخاب می یدر توال یگزینیجهش و جا یبرا است،
که در روند  ینواسیدیآم Molegro Virtual Docker افزارنرم طریق از

. شودمی میموجود در آنز ینواسیدآم یگزینجا ،تکرار شده است یشترب یتکامل
 شده اعمال یهاتا اثر جهش یره،ذخ PDBسپس ساختار موردنظر در قالب 

 .شود بررسی آن روی رب
 رمقدا ابتدا آنزیم پایداری بر شده اعمال یهاجهش اثر بررسی برای

سرور  یقاز طر یافتهجهش انواع و آنزیم وحشی نوع( ∆G)اتصال  میل
PRODIGY که  ییهایافتهجهش. شودمحاسبه می∆G ترییمنف 

 آنها زا حاصل یهابرهمکنش وها پیوند دارند آنزیم وحشی نوع بهنسبت
 یوحش نوع با و گیرندقرار می یمورد بررس LigPlotافزار با استفاده از نرم

 نشد ترکوتاه یا حفظ باعث که ییهاجهش. شوندمی مقایسه آنزیم
 جدیدی یهیدروژن پیوند تشکیل به منجر یا و قبلی هیدروژنی یهاپیوند
  .کنندمی عمل آنزیم پایداری افزایش جهت در شوندمی

 باعث است شده ایجاد تکاملی روند اساس بر که ییهااگر جهش
 یاابتدا بر یدجد یهاجهش یفجهت تعر نشدند، آنزیم پایداری افزایش

 نددار نقشها زیرواحد بین برهمکنش در که ییهاآمینواسیداز  یکهر 
 شامل جهش هر. گرددمی یفتعر txt فایل یک قالب در جهش ۱۹

و کد  ینوع وحش( residue)بازمانده  یتکد و موقع زنجیره، شناسه
 پسس. شودمی نوشته جداگانه خط یک در که است یافتهجهش بازمانده
در  ،هاجهش لیست همراه به PDB قالب در آنزیم وحشی نوع ساختار
از  یستیل نتایج، صفحه. شودمی یبارگذار mCSM-PP12سرور 
 نشان را جهش هر برای شده بینیپیش G∆∆ همراه به منفرد یهاجهش

 از شوندمی G∆∆ افزایش باعث که ییهاجهش اعمال برای. دهدمی
 . شوداستفاده می Molegro Virtual Docker افزارنرم

 یافتهجهش انواع و آنزیم وحشی نوع( ∆G) اتصال میل مقدار در نهایت
 G∆که  ییهایافتهجهش. شودمحاسبه می PRODIGYسرور  یقاز طر

 یهابرهمکنش وها پیوند دارند آنزیم وحشی نوع بهنسبت ترییمنف
 گیرندقرار می یمورد بررس LigPlotافزار ها با استفاده از نرمآن از حاصل

 یا حفظ باعث که ییهاجهش .شوندمی مقایسه آنزیم وحشی نوع با و
 یوندپ تشکیل به منجر یا و قبلی هیدروژنی یهایوندپ شدن ترکوتاه

 عمل آنزیم پایداری افزایش جهت در شوندمی جدیدی هیدروژنی
 .کنندمی

 نتایج
داده  گاهیپا قیاز طر میآنز یهارواحدیز ینیپروتئ یرهیطول زنج

UniProt استشده  آورده( ۱آن در جدول ) جیدست آمد که نتاهب .
 و ورود کنترل به نیاز و فراورده و سوبسترا یهامولکول متفاوت قطبیت
 دلیلی احتمالاً گر،مداخله غیر یهامسیر طریق ازها مولکول این خروج

. است انمت اکسیداسیون کاتالیز جهت بزرگی پروتئین چنین وجود بر
 ردیگ واحد زیر دو اتصال برای است ممکن هیدروکسیلاز بزرگ اندازه
 ساختار (Resolutionپذیری )تفکیک میزان. (30) باشد موردنیاز آنزیم

4GAM  ۹برابر با Å /6 ردوکتاز  یدوکسینفر دمُیناست و ساختار
(1JQ4 به روش )NMR شده است. هیته 

( است و از هر α2β2γ2) یمرهمود آنزیم، هیدروکسیلاز زیرواحد
 ینپروتئ واحد دو یدروکسیلاز،وجود دارد. به ه ینیدو رشته پروتئ یرواحدز

 یلرا تشک MMOH-2MMOB کمپلکس و شودمی متصلکننده یمتنظ
 وجود زنجیره چهار زیرواحد هر برای 4GAMساختار  در. اما دهندمی
 یهازنجیره آلفا، زیرواحدهای بهمربوط A-F-K-P یهایرهکه زنج دارد

B-G-L-Q یهازنجیره بتا، یهازیرواحد بهمربوط C-M-H-R به مربوط
 یهاپروتئین بهمربوط D-I-N-S یهازنجیره و گاما یهایرواحدز

( K-P-L-Q-M-R-N-S) تکراری یهازنجیرههستند.  کنندهتنظیم
. در ساختار یدحذف گرد Molegro Virtual Dockerافزار نرم وسیلهبه
 هک است شده تکرار بار ده پروتئینی زنجیره( (1JQ4 یدوکسینفر میندُ

( قابل مشاهده 6دست آمده در شکل )هو ساختار ب گردید حذف زنجیره نه
 برای داردن وجودردوکتاز -هیدروکسیلاز کمپلکس اینکه به توجه بااست. 
 Molegroافزارنرم یلهوسهب یدروکسیلازواحد ه یرز داکینگ، انجام

Virtual Docker   از کمپلکسMMOH-2MMOB ساختار. شد جدا 
 ClusPro سرور در فریدوکسین دمُین ساختار همراه به هیدروکسیلاز

 در آمده دستبه ردوکتاز -هیدروکسیلاز کمپلکس ساختارشد.  بارگذاری
 ( قابل مشاهده است. 3شکل )

 برهمکنش در کنندهشرکت یهاینواسیدآم LigPlot افزارنرم طریق از
 قابل( 6) جدول در نتایج که شدند مشخص آنزیم یهازیرواحد بین

مشخص   ClustalW OMEGAافزارنرم با همترازی در .است مشاهده
 نقش مآنزی یهازیرواحد بین برهمکنش در که ییهاینواسیدآم ینشد از ب
( را حفظ نکرده و 3موجود در جدول ) یهاینواسیدآم یروند تکامل دارند،
 درها آمینواسید این است. را برگزیده دیگری یهاینواسیدآنها آم یبه جا
زار اف. با استفاده از نرمگرفتند قرار استفاده مورد زاییجهش فرآیند

Molegro Virtual Docker روند اساس بر آمده دستبه یهاجهش 
 .گردید اعمال آنزیم روی بر تکاملی
 سرور یقاز طر یافتهو انواع جهش یمآنز ینوع وحش G∆ مقدار

PRODIGY ( قابل مشاهده 1آن در جدول ) یجکه نتا شد، محاسبه
 G∆مقدار L13Q-H۱2۱N- M13K-S۱0۱N یهایافتهجهشاست. 
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. دارند MMOH-2MMOBکمپلکس نوع وحشی به تری نسبتمنفی
 با و سیبرر LigPlot افزارنرم یلهوسهها بجهش ازاین حاصل یهایوندپ

 S۱0۱Nو  M13K یهایافتهجهش در. شد مقایسه آنزیم وحشی نوع
 اند،هتبدیل شد هیدروفوب ترضعیف یهاهیدروژنی به پیوند یهاپیوند
 در. دنیستن آنزیم پایداری افزایش جهت در مطلوبی یهاجهش ینبنابرا

 شده حفظ هیدروژنی یهایوندپ N۱2۱Hو  L13Q یهایافتهجهش در
 .کنندمی عمل یمآنز یداریپا یشجهت افزا بنابراین در است،

 افزایش بر تأثیری تکاملی روند اساس بر شده ایجاد یهاجهش
از  یللد ینبه هم نداشتند، ردوکتاز - هیدروکسیلاز کمپلکس پایداری
 نخست. شد استفاده جدید یهاجهش یجادا یبرا mCSM-PP12سرور 

 یرواحدز ین( بیدروفوبه یا یدروژنی)ه برهمکنش در که ییهاآمینواسید
مشخص  LigPlotافزار نرم یقاز طر ،نقش دارند یدروکسیلازردوکتاز و ه

 یکهر  یسپس برا( قابل مشاهده است. ۵آن در جدول ) یجکه نتا یدگرد
 یو همراه با ساختار نوع وحش شودمی تعریف جهش ۱۹ها ینواسیدآم یناز ا

 یبارگذار mCSM-PP12ردوکتاز در سرور  - یدروکسیلازکمپلکس ه
( 2) جدول یهاجهش mCSM-PP12سرور  بینی پیش اساس بر. گرددمی
بر شوند.  ردوکتاز - یدروکسیلازکمپلکس ه یداریپا یشباعث افزا توانندمی

 وسیلهبه یهاجهش mCSM-PP12دست آمده از سرور هب یجاساس نتا
 - هیدروکسیلازکمپلکس  یبر رو  Molegro Virtual Dockerافزارنرم

  .یدردوکتاز اعمال گرد
 سرور یقاز طر یافتهو انواع جهش یمآنز ینوع وحش G∆ مقدار

PRODIGY( قابل مشاهده است2آن در جدول ) یجمحاسبه شد که نتا .
تری نسبت به نوع وحشی یمنف G∆مقدار H32Fو D 6۹Tیهایافتهجهش 

اصل ح یهابرهمکنش وها یوند. پدارند ردوکتاز -یدروکسیلازکمپلکس ه
 یمآنز یو با نوع وحش یبررس LigPlotافزار دو جهش با استفاده از نرم ینازا

 وندیبه پ 6۹ گاهیدر جا دروفوبیه وندیپ D6۹T ییافتهشد. در جهش یسهمقا
 یدیجد یدروژنیه وندیپ H32F ییافتهجهش درو  دیگرد لیتبد یدروژنیه

 همخوانی LigPlot لیحاصل از تحل جینتا نیشد. بنابرا لیتشک 32 گاهیدر جا
 آنزیم پایداری افزایش جهت درها جهش یندارد و ا G∆مقادیر  با بالایی
  .کند عمل

 
 ی آنزیمهاواحد ی پروتئینی زیرطول زنجیره -۱جدول 

 نام زیرواحد  طول زنجیره ارگانیسم 
M. capsulatus (Bath) ۵62  زیر واحد آلفا هیدروکسیلاز 

M. capsulatus (Bath) 31۹  زیر واحد بتا هیدروکسیلاز 
M. capsulatus (Bath) ۱20  زیر واحد گاما هیدروکسیلاز 
M. capsulatus (Bath) ۱1۱ کننده زیر واحد تنظیمMMOB) ) 
M. capsulatus (Bath) 311  زیر واحد ردوکتاز(MMOR) 

-B-G-Lی هاقرمز رنگ، زنجیره A-F-K-Pی ها: زنجیره4GAMساختار  -۱شکل 

Q ی هاسبز رنگ، زنجیرهC-H-M-R ی هاارغوانی رنگ، زنجیرهD-I-N-S 
  ای رنگفیروزه

 ساختار دومین فریدوکسین ردوکتاز -۲شکل 

قرمز رنگ،  A,Fی هاردوکتاز: زنجیره -هیدروکسیلاز کمپلکس -۳شکل 
آبی رنگ  Dارغوانی رنگ، زنجیره  C,Hی هاسبز رنگ، زنجیره B,Gی هازنجیره

 )دومین فریدوکسین(
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 نقش دارند هارواحدیز نیکه در برهمکنش ب ییهادینواسیآم -۲جدول 

 زیرواحدپروتئینی/نام زنجیره نام آمینواسید برهمکنش 

 -Gln62- Gln۵۹- Lys2۱- Lys21- Gln13- Lys۱20- Asn۱2۱- Asn6۱1- Glu666- Thr631 هیدروژنی

Leu632- Glu6۹۹- Lys303- Arg302- Tyr3۱0- Gly3۱۵- Ile3۱2- Arg360-Lys332- Pro322 
 A زیرواحدآلفا هیدروکسیلاز

 -Gln62- Gln۵۹- Glu22- Arg22- Asp11- Thr12- Lys۱20- Asn6۱1- Glu666- Leu632 هیدروژنی

Tyr6۵۱- Glu6۹۹- Lys303- Arg302- Tyr3۱0- Gly3۱۵- Ile3۱2- Ser361- Lys332 
 Fزیرواحدآلفا هیدروکسیلاز 

 Bزیرواحد بتا هیدروکسیلاز/  Arg2- Arg۹- Glu11 هیدروژنی

 Gزیرواحد بتا هیدروکسیلاز /  Asn33- Lys31- Glu11 هیدروژنی

 -Tyr1- Leu۱۵- Lys۱1- Phe61- Asn6۹- Val3۱- His33- Glu31- Ser3۵- Lys13- Lys11 هیدروژنی

Asp12- Glu12- Thr۵0- Glu۵1- Asp26- Ala21- Tyr22- Gly۹2- Tyr۱03- Leu۱02- Ser۱۱0- 

Ser۱۱۱- Arg۱۱۵- Thr۱۱1- Ser۱62- Asp۱33 

 D (MMOB)کننده پروتئین تنظیم

 -Tyr1- Leu۱۵- Phe61- Asn6۹- Val3۱- Val36- Ser3۵- Glu12- Asp2۱- Tyr22- Gly۹2 هیدروژنی

Asn۱0۱- Tyr۱03- Asp۱01- Ser۱۱0- Ser۱۱۱- Arg۱۱۵- Thr۱۱1- Met۱30 
 I( MMOB)کننده پروتئین تنظیم

 Dدومین فریدوکسین /  Arg۱1- Asn3۵ هیدروژنی
 

 میآنز یاعمال شده بر رو یهاو جهش OMEGAافزار با نرم یحاصل از همتراز جینتا -۳جدول 

 نام زیرواحد پروتئینی نام زنجیره (هانوع وحشی آنزیم )میزان تکرار آمینواسید در سایر توالی روند تکاملی نام جهش

Q13L Leu( ۵۵٪ ) Gln13( 10٪ ) A زیرواحد آلفا هیدروکسیلاز 

N۱2۱H His( ۵۵٪ ) Asn۱2۱( ۱3٪ ) A زیرواحد آلفا هیدروکسیلاز 

N33R Arg( ۹۱٪ ) Asn33( 2٪ ) G زیرواحد بتا هیدروکسیلاز 

L۱۵K Lys( 10٪ ) Leu۱۵( ۹٪ ) D کنندهپروتئین تنظیم 

K13M Met( 26٪ ) Lys13( 6۵٪ ) D کنندهپروتئین تنظیم 

T۵0A Ala( 26٪ ) Thr۵0( ۱3٪ ) D کنندهپروتئین تنظیم 

Y22F Phe( 2۱٪ ) Tyr22( 32٪ ) D کنندهپروتئین تنظیم 

L۱۵K Lys( 10٪ ) Leu۱۵( ۹٪ ) I کنندهپروتئین تنظیم 

Y22F Phe( 2۱٪ ) Tyr22( 32٪ ) I کنندهپروتئین تنظیم 

N۱0۱S Ser( 1۹٪ ) Asn۱0۱( ۱0٪ ) I کنندهپروتئین تنظیم 

D۱01N Asn( 12٪ ) Asp۱01( 61٪ ) I کنندهپروتئین تنظیم 

N3۵G Gly( ۵6٪ ) Asn3۵( 2٪ ) D دومین فریدوکسین ردوکتاز 

 
   در نوع وحشی آنزیمGln (Q) ۳۳برای آمینواسید  LigPlotنتایج حاصل از تجزیه و تحلیل  -۴شکل 
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  یافتهدر نوع جهشLeu (L) ۳۳برای آمینواسید  LigPlotنتایج حاصل از تجزیه و تحلیل  -۵شکل 

 
 در نوع وحشی آنزیمAsn (N) ۱۶۱برای آمینواسید  LigPlotنتایج حاصل از تجزیه و تحلیل  -۶شکل 

 
 یافتهدر نوع جهشHis (H) ۱۶۱برای آمینواسید  LigPlotنتایج حاصل از تجزیه و تحلیل  -۷شکل 
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 میآنز ینوع وحشدر Thr(T) ۲۲ دینواسیآم یبرا LigPlotحاصل از تجزیه و تحلیل  جینتا -۳شکل 

 
 افتهیدر نوع جهشAsp (D) ۲۲ دینواسیآم یبرا LigPlotحاصل از تجزیه و تحلیل  جینتا -۲شکل 

 
 میآنز یدر نوع وحشPhe(F) ۳۷ دینواسیآم یبرا LigPlotحاصل از تجزیه و تحلیل  جینتا -۱1شکل 
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 افتهیدر نوع جهش His (H) ۳۷ دینواسیآم یبرا LigPlotحاصل از تجزیه و تحلیل  جینتا -۱۱شکل 

 

 PRODIGY نتایج حاصل از سرور  -۴جدول 

∆G) Kcal mol-1( ردیف نام آنزیم 

 MMOH-2MMOB ۱نوع وحشی کمپلکس -2/1۵

 L13Q 6یافته جهش -1/12
 H۱2۱N 3یافته جهش -۹/1۵

 R33N 1یافته جهش -1/1۵

 K۱۵L ۵یافته جهش -2/1۵

 M13K 2یافته جهش -0/12

 A۵0T 2یافته جهش -2/1۵

 F22Y 1یافته جهش -1/1۵

 K۱۵L ۹یافته جهش -2/1۵

 F22Y ۱0یافته جهش -2/1۵

 S۱0۱N ۱۱یافته جهش -1/12

 N۱01D ۱6یافته جهش -۱/1۵

 MMOH-MMOR ۱3نوع وحشی کمپلکس  -۵/۱6

 G3۵N ۱1یافته جهش -۵/۱6
 

 هیدروکسیلاز و ردوکتاز نقش دارندیی که در برهمکنش بین هاآمینواسید -۵جدول 

 نام زیرواحدپروتئینی )زنجیره( نام آمینواسید  نوع برهمکنش 

 (A)زیرواحدآلفا هیدروکسیلاز  Gln13- Thr12- Arg11- Asn۹0 هیدروفوب

 -Gln62- Gln۵۹- Phe20- Leu20- Glu22- Tyr22- Arg2۹ هیدروژنی و هیدروفوب

Met20- Arg22- Thr61۱- Leu611- Arg61۵- Met612- 

Ala611- Asp3۱6- Ile3۱2- Arg360 

 (F) زیرواحدآلفا هیدروکسیلاز

 (B)زیرواحد بتا هیدروکسیلاز  Arg1۵ هیدروژنی

 (G) زیرواحد بتا هیدروکسیلاز Asp۱6۱  هیدروژنی

 -Asp۱3-Gly۱1- Glu۱۵- Arg۱1- Ile61- Thr6۹- Leu36 هیدروژنی و هیدروفوب

Asp62- Ala30-  Arg33- Asn3۵- Ile32- Phe 23 - Leu31- 

Met3۹- Ser10- Ser1۱- Cys16- Trp13-Arg13- Glu11- 

Gly12- Cys12- Ser2۵-  Gln 22 - His۹1 

 (D)دومین فریدوکسین ردوکتاز 
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 ردوکتاز( -لازیدروکسی)کمپلکس ه افتهیانواع جهش یبرا G∆ مقدار -۷جدول 

∆G) Kcal mol-1(  ردیف نام آنزیم 
۵/۱6-  ۱ نوع وحشی کمپلکس  
۵/۱6-   D۱3E  6 

۱/۱6-    E۱۵Q   3 

۱/۱6-    D62Y   1 

1/۱6    T6۹D   ۵ 

۵/۱6-    A30F   2 

۵/۱6-    L36E   2 

۵/۱6-    R33D   1 

۵/۱6-    N3۵G   ۹ 

۵/۱6-    I32Y   ۱0 

۱/۱3-    F32H  ۱۱ 

3/۱6-    M3۹P   ۱6 

۱/۱6-    E11A   ۱3 

6/۱6-    S2۵Y   ۱1 

 

 بحث 
 نیمتانول به دما و فشار بالا و همچن ییایمیدر حال حاضر سنتز ش

 لیر تبدد ژنازیمتان مونواکس ییدارد. توانا ازین متیگران ق یزورهایکاتال
 ژن،یبا استفاده از اکس طیمتان به متانول با نرخ بالا، در دما و فشار مح

علاوه بر  sMMO می. آنزکندیجذاب م یصنعت یهاکاربرد یآن را برا
از  یعیوس فیط ونیداسیمتان به متانول، اکس لیبالقوه در تبد یسودمند

ز استفاده ا ادیز لیکه منجر به تما دهدیرا انجام م زیآبگر یهامولکول
 .شودیم ییپالا ستیو ز یستیز یهاستیکاتال دیدر تول میآنز نیا

 یردایبود که پا هاافتهیانواع جهش دیتول قیتحق نیا یاصل هدف
، L13Q یهاداشته باشند. جهش میآنز یبه نوع وحشنسبت یشتریب

H۱2۱N ،M13K ،S۱0۱N شدن مقدار  تریباعث منف∆G  کمپلکس
 لیحلحاصل از ت جی. نتاشوندیم کنندهمیتنظ نیپروتئ -دروکسلازیه

LigPlot یهاافتهیشنشان داد که در جه L13Q  وH۱2۱N یهاوندیپ 

 .شوندیم میآنز یداریپا شیباعث افزا mCSM-PP12سرور  ینیبشیکه بر اساس پ ییهاجهش -۶جدول 

 ردیف زیرواحد )کد زنجیره( نوع وحشی mCSM-PP12بینی سرور پیش نام جهش

D۱3E Glu Asp۱3 ( دومین فریدوکسین ردوکتازD) ۱ 

E۱۵Q Gln Glu۱۵ ( دومین فریدوکسین ردوکتازD) 6 

D62Y Tyr Asp62 ( دومین فریدوکسین ردوکتازD) 3 

T6۹D Asp Thr6۹ ( دومین فریدوکسین ردوکتازD) 1 

A30F Phe Ala30  دومین( فریدوکسین ردوکتازD) ۵ 

L36E Glu Leu36 ( دومین فریدوکسین ردوکتازD) 2 

R33D Asp Arg33 ( دومین فریدوکسین ردوکتازD) 2 

N3۵G Gly Asn3۵ ( دومین فریدوکسین ردوکتازD) 1 

I32Y Tyr Ile32 ( دومین فریدوکسین ردوکتازD) ۹ 

F32H His Phe32 ( دومین فریدوکسین ردوکتازD) ۱0 

M3۹P Pro Met3۹ ( دومین فریدوکسین ردوکتازD) ۱۱ 

E11A Ala Glu11 ( دومین فریدوکسین ردوکتازD) ۱6 

S2۵Y Tyr Ser2۵ ( دومین فریدوکسین ردوکتازD) ۱3 

R2۹P Pro Arg2۹ زیرواحد آلفا هیدروکسیلاز (F) ۱1 
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ها در وجود داشته، حفظ شده است و جهش یکه در نوع وحش یدروژنیه
دست به جی. با استفاده از نتاکندیعمل م میآنز یداریپا شیجهت افزا

در کمپلکس  یدیجد یهاجهش mCSM-PP12آمده از سرور 
  PRODIGY رحاصل از سرو جی. نتادیگرد فیردوکتاز تعر-دروکسلازیه

 یتریمنف G∆مقدار H32Fو D 6۹Tیهاافتهیکه جهش دهدینشان م
 جیردوکتاز دارند. نتا -لازیدروکسیکمپلکس ه یبه نوع وحشنسبت

 لیها باعث تشکجهش نیکه ا دهدینشان م LigPlot لیحاصل از تحل
که  ودشیم لازیدروکسیردوکتاز و ه رواحدیز نیب دیجد یدروژنیه وندیپ

 یداریپا شیها در جهت افزادارد و جهش G∆ ریبا مقاد ییبالا یانهمخو
 .کندیعمل م میآنز

قسمت  .شودیم میاغلب به دو منطقه تقس یکرو یهانیپروتئ ساختار
که  یداخل یاطراف در تماس است و فضا یهاکه با مولکول یسطح

 یهالاز مولکو یاری. بسستین یقابل دسترس یخارج یهامولکول یبرا
 نیلازم است که سطح پروتئ نیآب هستند. بنابرا یهااطراف، مولکول

حلول و را م نیپروتئ یآب یهاطیتا بتواند در مح د)آبدوست( باش یقطب
و توسط  یرقطبیغ ن،یپروتئ یکند. در مقابل بخش داخل داریپا
 رییتغ نیشده است. بنابرا لیتشک زیو آبگر یرقطبیغ یهادینواسیآم
 تواندیم یقطب یدهاینواسیبه آم نیسطح پروتئ یرقطبیغ یهادینواسیآم

. بر اساس مطالعات انجام گرفته دمؤثر باش هامیآنز یداریدر پا
موجود در ( 63Gln-66Asp-۱۹Asp-۱1Lysآبدوست ) یهابازمانده

کمپلکس  یرونیسطح ب یکه بر رو MMOB رواحدیز N انهیپا
کمپلکس  تیدر حلال رندیگیقرار م کنندهمیتنظ نیپروتئ -لازیدروکسیه

از عوامل مهم در واسرشته شدن  یکیدما  کهینقش دارند. از آنجای
 میزساختار آن م،یآنز یحرارت یداریپا شیلذا با افزا هاست،میساختار آنز

 یشتریب یهااز آن در واکنش توانیتر شده و مبه حرارت مقاومنسبت
 هادینواسیآم یجانب یهاگروه نیب یدروژنیه وندیپ لیاستفاده کرد. تشک

 نیروتئپ یهاختارسا تواندیم یدروژنیه یهاوندیتر شدن طول پکوتاه ایو 
 کند.  داریرا پا

 T۱۵۱C، V۱11M، L616F یهاکه جهش دهدینشان م هایبررس
انجام گرفته نقش دو  یهااز جهش یکینقش دارند.  میآنز یداریدر پا

فعال بود.  گاهیدر حفره جا 6۱3Thrو  ۱۵۱Cysآبدوست  ماندهیباق
 6R رواحدیدر ز ۱66Tyrمشابه  sMMO میدر آنز ۱۵۱Cys تیموقع

 لهیوسبه لیروزیت کالیراد دیکه تول ییااست. ج Ιردوکتاز  دیبونوکلئوتیر
 دیبونوکلئوتیر میآنز یزوریشروع چرخه کاتال یبرا رونیآ ید تیسا

 ۱۵۱Cys دینواسینشان داد که آم E۱۵۱Cاست. جهش  یردوکتاز ضرور
 یداریو پا A6۱3Tندارد. عدم ثبات در جهش  کالیراد دیدر تول ینقش

در  میآنز یداریپا یبرا OHگروه  کی تیمنجر به اهم S6۱3Tجهش 
 شد.  تیموقع نیا

 لازیدروکسیه رواحدیدر ز نیدیستیه ینیگزیو جا ۱2۱ نیجهش آسپارژ با
ت اس نیا انگریعدد ب نیمحاسبه شد. ا -Kcalmol-13/0برابر با  G∆∆ زانیم

شود. با  نیدر پروتئ یکینامیترمود یداریپا شیسبب افزا تواندیکه جهش م
 یونیریغ رفتهگقرار  نیکه در سطح پروتئ نیآسپارژ یجانب رهیزنج نکهیتوجه به ا

رهمکنش ب یدارند سطح آبدوست مناسب برا لیتما هانیپروتئ یاست و از طرف
 رهیزنج یاراد نیدیستیه دینواسیآم نیبا حلال اطرافشان داشته باشند، بنابرا

 شیزاو سبب اف تیحلال شیبا بار مثبت است که باعث افزا یقطب یجانب
 هیناح نیدر ا یدروژنیه وندیطول پ گری. از طرف دشودیم میآنز یداریپا
(23Å/۱ )میآنز یبه نوع وحشنسبت (23Å/6 )عامل  نیتر شده است و اکوتاه
 ینیگزیو جا 13 نیشود. با جهش گلوتام میآنز یداریپا شیباعث افزا تواندیم

 -Kcalmol-11/0برابر با  G∆∆ زانیم لازیدروکسیه رواحدیدر ز نیلوس
 شیافزا سبب تواندیکه احتمالاً جهش م ستا نیا انگریعدد ب نیمحاسبه شد. ا

 شود.  نیدر پروتئ یکینامیترمود یداریپا
 بیترتبه G∆∆مقدار  H32Fو  D6۹T یهاافتهیجهش در

Kcalmol-13/0-  وKcal mol-12/0- یمحاسبه شد. در نوع وحش 
قرار  نیکه در سطح پروتئ نیآلان لیو فن نیترئون یجانب رهیزنج میآنز

 تیلالح یبرا ازیسطح آبدوست موردن جادیاست که در ا یونیریگرفته غ
 دیاس یجانب رهیزنج افتهینوع جهش ر. اما دکنندیشرکت نم میآنز

 شیکه باعث افزا باشدیبار م یو دارا یقطب نیدیستیو ه کیآسپارت
 توانیم رگید جهینت کی. شودیم میآنز یداریپا شیو سبب افزا تیحلال

دو  نیب دیجد یدروژنیه وندیپ لیها باعث تشکجهش نیگرفت که ا
بر  .شوندیم میآنز یداریش پایو ردوکتاز و افزا لازیدروکسیه رواحدیز

اعمال شده  یهاجهش توانیمطالعه م نیدست آمده در ابه جینتااساس 
 میآنز یداریپا شیمؤثر در افزا یهاعنوان جهشرا به sMMO میدر آنز
 کرد. یمعرف
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Abstract: 
 

Introduction: The sMMO enzymes contain three common components: a hydroxylase, a reductase, and a regulatory protein. In 
addition to its potential role in converting methane to methanol, the sMMO enzyme oxidizes a wide range of hydrophobic molecules. 
The main aim of this study is to improve the stability of the sMMO enzyme by altering its amino acid sequence using bioinformatics 
techniques. 
Methods: The ClusPro web server was used for docking the hydroxylase and reductase subunits. The interactions between amino 
acid subunits were identified by LigPlot software. Mutagenesis was generated by Molegro Virtual Docker software based on 
evolutionary trends and mCSM-PP12 server predictions. The ∆G value of wild-type enzymes and mutant variants was obtained 
using the PRODIGY server. 
Results: In the Q83L, N161H, K43M, and N101S mutants, the value of ∆G was more negative than in the wild-type MMOH-
2MMOB complex. The results of the LigPlot analysis showed that the hydrogen bonds present in the wild-type enzyme were 
preserved in the Q83L and N161H mutants and that these mutations increased the stability of the enzyme. Besides, The D29T and 
H37F mutants cause a more negative ∆G value than the wild-type hydroxylase-reductase complex. The results of LigPlot analysis 
show that these mutations form a new hydrogen bond between the reductase and hydroxylase subunits, which is highly consistent 
with the ∆G value and increases the stability of the enzyme. 
Conclusion: It is concluded that changing the non-polar amino acids on the protein surface to polar ones can significantly improve 
the stability of enzymes. 
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