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Background: In the bioluminescence phenomenon which has been 

observed in many organisms, a luciferase catalyzes the oxidation of 

luciferin to oxyluciferin and a visible light is produced. Light produc-

tion of luciferase is one of the most sensitive tools in the detection of 

ATP for measuring microbial contamination, study of protein-protein 

interactions in cells and construction of biosensors and genetic biore-

porters. In spite of these applications, the weakness of firefly lucifer-

ase is its rapid inactivation. Many studies have been done to develop 

thermostable luciferases by site directed mutagenesis. One of these 

modifications was LRR mutant in which the Leu300 was substituted 

with Arg in the E354RR356 Lampyris turkestanicus luciferase as tem-

plate. LRR was more thermostable than the wild-type but with only 

0.02% activity.  

Materials and Methods: In this research by using the method of 

site-directed mutagenesis, glutamate 220 was substituted with ala-

nine in LRR mutant as template. The kinetics parameters of the mu-

tated enzyme were determined and its structural characteristics were 

also investigated with fluorescence and CD spectroscopy.  

Results: The kinetics results revealed that the mutant 220 was more 

active than LRR. Furthermore the structural studies showed the sig-

nificant changes in secondary and tertiary structures in the mutated 

enzyme in comparison with LRR and wild-type samples.  

Conclusion: The 220 mutant was more active than the LRR and it 

is recommended that this mutant be used in medical assays kits pro-

duction.  

Keywords: luciferase, site-directed mutagenesis, enzyme activity, 

three dimensional conformation 
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 مجله    ا   امی  م 
  3-41صفحات      -4شماره      -   1دوره      -4931بهار   

 مقاله   قحقیق 

ب    ر ربزت   ت  ی     SDMروش   به   ی فیه      آمزیم   لوفیازاا   ایزام       تولید   

 ب لین 

 4931اردیبهشت      93ت ریخ   يریزش              4931اردیبهشت      41ت ریخ   اح:               4939دی      41 ت ریخ   تری ف  

 چکیده

 1اهزا   فان م    تم ومد    ف ز 

 *2ف م ن   ینین  م 

  3رض    ینس   ف  د 

دانشجوی   درای،ایی   بیییوشیییمی ی    ی،وه          4
بیوشیم ی   دانشه ه    زوس    یاای ی   دانشی یاه      

 ق،بیت   م ر ی   قه،ایی   ای،ای 

اساادی    ،وه   بیوشیمی ی   دانشیهی ه    یزیوس        1
  یاا ی   دانش اه   ق،بیت   م ر ی   قه،ایی   ای،ای 

دانشیار    ،وه   بیوشیم ی   دانشیهی ه    یزیوس       9
  یاا ی   دانش اه   ق،بیت   م ر ی   قه،ایی   ای،ای 

 مویننده   منلو  *

 سامای   یایانان    
 +(38)1481881132قزفن:   

 پات   الها،ونی :
saman_h@modares.ac.ir  

را  لوسیف،ا  نیاس   آنزیم  ره واراش بیولومیااانس یا نش، نور را در قع ادی ا  موجودات راقالیز م مقدمه     

قشنیص   یبی    ا جیمزیه         های   ساجشقوای   در   بایاری   ا       دارد    ا    واراش   راقالیز   ش ه   قوسم   این   آنزی    م  

های   قشنی     ب،   پایه   لوسیف،ا ی   قعیین   مق ار   آلود     میه،وب    در   ی       در   محیمی   ریت ATPساجش   مق ار   

در   جهت   پای ارسا ی   آنزی    با   رم    رو      محیمی   سا ت   بیوسااورها   و    زارش ،های    یاا    اسافاده   نمود  

   R300Lها   با   جهش      ان     یه    ا    این   آنزی     ش ه   داری   لوسیف،ا    های   نوق،ریف   منازف    سا اه    ای    ه     جهش

ییافیایه         جهش  دست   آم    ره به  L.turkestanicusلوسیف،ا    ای،ان     ERR (356RR354E)یافاه      ب،   جهش

LRR )R300ERR/L  (ق،   بودی   اما       ذاری   ش     این   آنزی    ا ،به   نابت   به   آنزی    یبیع    به   ی،ارت   مقاوس    ناس

   با LRRسا ی   مج د   آنزی    ری،فعاب   ش ه      قق،یباً   ری،فعاب   بود    ه     ا    انجاس   این   قحقین   ار یاب    امهای   فعاب

 ATPهای   ساجش      یافاه   در   سا ت   ریت   های   جهش   دار   جهت   اسافاده   ا    آنزی     ای    ه     رم    رو    جهش

  های    یاا    بوده   است    و   دی ،   آ مایش

 LRRدر   آنزی       123دار   اسی آمیاه    زوقامات       ای    ه     در   این   قحقین   با   رو    جهشه         موات   و   روش

یافاه   فون   نییز       به   آینین   قب ی.   ش     ساس   متالعات   سیاایه    آنزی    انجاس   ش    و     وصیات   سا ااری   جهش 

  ب،رس     ،دی   CDهای   فزورسات   و      وسیزه   قهای    به

بیاشی          می    LRRق،   ا       فعاب   123یافاه      های   سیاایه    نشای   داد   ره   آنزی    جهش   ناایج   ب،رس ه         ی فیه

همچاین   متالعات   سا ااری   نشای   داد   ره   آنزی    فون   ه    ا    لحا    سا اارهای   دوس   و   ه    سیا یایار   سیوس       

  ای   نموده   است    پ،وقئینی   قییی،ات    م ه

 LRRق،   ش ی   ناب    آی   در   مقایاه   با      ا ماب   و   سبف   فعاب   123یافاه      با   جهش    ره   در   جهش  گیز      مییجه

  های   ساجش   بالیا    اسافاده   نمود    در   سا ت   ریت   123شود   باوای   ا    آنزی       ش ی   پیشاهاد   م 

 بع ی   فعالیت   آنزیم ی   سا اار   سهی   )SDM(ای       ای    نقته   لوسیف،ا ی   جهشه      رلید   وا ه

10 

ATP             2و+Mg                                                  را    و   ایین                            به   ارا    لوسیف،ین   پ،ان، ی   قب ی.   م

ماده   ان، ی    ود   را   به   شه.   نور   م،     سای    ر،دهی   به   یالیت   پیاییه                                                                                                

دی ،   در   این   ف،ایا    ان، ی   شیمییایی    بیه   انی، ی                                                                                بارت           رس     به               م   

     واراش   راقالیز   ش ه   قوسم   لیوسیییفی،ا ی                                                                   4شود                   نوران    قب ی.   م                    

 شااس    دارد                    ای   در    زوس   مناز     یات                                   رارب،دهای    اا،ده                  

 مقدمه     

ی    آی   در   قع ادی   ا    موجودات    ن ه                                                     بیولومیااانس   پ ی ه   ایات   ره                                

دهی                     ها   و   یش،ات   نش،   نور   ر    می                                              های   ماه                 های    ار                 شام.   بارا،ی             

آنزی    م  ،   در   این   پ ی ه   لوسیف،ا    است   ره   لوسیف،ین   را   در   ی یور                                                                                          
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11 
1: Site-directed Mutagenesis 

در   یی                       ATPق،ین   رارب،دهای   لوسیف،ا ی   قعیین   مق ار                                                        یه    ا    مه               

 اوای   شا      ا    مق ار   آلود     میییهی،وبی    و   قیعی اد                                                                                       محیم   به         

می یاب   سیایجیش                                       اوای           باش     به                  های    ن ه   در   ی    محیم   م                                       سزوب    

آلود     ان     میه،وب    در   آ ی   شییی،ی   ادرار   و    یا    ریه   در                                                                                       

هیمیچیاییین   ا                                       .بیوقهاولو ی   و   صاای    رذای    رارب،د    یادی   دارد                                                       

ساجش   مباا    ب،   بیولومیااانس   در   متالیعیه   میییزای   ا ی، یذاری                                                                                         

ها   و   ق  یی،   داروهیای    ی سی،ییای   بی،                                                                     ها   ب،   بارا،ی                      بیوقی             آنا     

     1و             9 ،دد                  های   ب  ی    اسافاده   م                                 سزوب    

هیای                  ها   در   قایت                      یه    ا    رارب،دهای   مه    لوسیف،ا ی   ساجش   آنالیت                                                      

ها   ا    پ،وقیئییین                                           در   نو     ا    این   قات                                   1باش                     م          ELISAایما      

شود    در   نیو    قایت                                         لوسیف،ا    اسافاده   م                              -ادرام    اسا،پاوآوی ین                      

 ی              قو    منازی    آنیای                                  بادی    زیه   دو   اپ                             سان ویچ ی   ابا ا   دو   آنا                              

شود   و   سیایس                               ها   پوشی ه   م                       بادی          ش هی   پزیت   با   یه    ا    آنا                                         سا اه     

دار   ش ه   بیا                             بادی   نشای                 ا آی   آنا                   ،دد    پس                   ی   به   آی   ا افه   م                                آنا     

بیوقین   به   آی   ا افه   و   در   آ ،   بیا   افیزودی   پی،وقیئییین   ادریامی                                                                                                       

 ی   در   نمونه   قوسم                                  های   مق ار   آنا                         لوسیف،ا    به    انه                          –اسا،پاوآوی ین                   

شود    در   این   ساجش   ش ت   نور   بیا   ریزی یت                                                                        لومیاوما،   ساجش   م                      

هیای                   ی         ی   ماااسف   است    این   رو    ب،ای   ساجش   مق ار   آنا                                                                    آنا     

 وی،وس    و   مارر،های   قوموری   مااسف   است                                              

 ی   ما ی.                         ی   موردن ،   با   آنا                               ر ابا ی   آنا                     ELISAهای               در   قات        

شی ه   در   ری                                بادی   پوشش   داده                        ش ه   با   بیوقین   ب،ای   اق اب   به   آنا                                             

 ی   در   نمونه   بیشا،   بیاشی                                                 راا     ه،   به   رز ت   آنا                                      پزیت   ر ابت   م                  

شود    سیایس                              بادی   ما .   م                        ی   بیوقیاه   به   آنا                               مق ار   رما،ی   آنا                     

 ی   ما .   به   بیوقین   با   افزودی   رون و ه   اسا،پاوآوی یین                                                                              رز ت   آنا            

شود    این   رو    ب،ای   سایجیش                                                  لوسیف،ا    با   لومیاوما،ی   قعیین   م                                              –

   های   هورمون    و   اسا،و ی ی   مااسف   اسیت                                                     ی        های    یاد   آنا                        رز ت    

1     

ها   به   لیی یانی                                      رارب،د   دی ،   بیولومیااانس   در   ب،رس    اق اب    ی،ن ه                                                                

(       BRETباش    ره   ب،   اسا    قهای    اناقاب   ان، ی   ر ونانس   )                                                                     ود   م         

هیای                  ریایش          باش     این   قهای    رارب،د   مهم    در   ب،رس    میییای                                                                     م   

های    ن ه   دارد    در   این   ف،ایا    ا ی،   دو                                                                  ها   با   یه ی ،   در   سزوب                                  پ،وقئین       

مای ی.                      FP پ،وقئین   موردن ،   ره   ه،ر اس   ج ا انه   به   لوسیف،ا    و                                                                   

راش   راا ی   لوسیف،ا    در   ی ور   سوباای،ای    یود                                                                هااا    با   ه    میای                      

انایقیاب                        FP نش،   بیولومیااانا    داشاه   ره   این   ان، ی   به   پ،وقئین                                                                   

     در   صاای    قنمییی،                                     ،دد                  ردیاب    م                  یافاه   و   ماج،   به   نش،   نور    اب.                                        

نیزی   ی     ی    زارش ،   بیولومیااانا    وارد   پ سمی    دارای    ی   ری                                                                                    

راا ه   مح وب   قنمی،   ش ه   و    ادر   به   ردیاب    د ین   مح وب   قنمی،   و                                                                                     

     1باش                   راا،ب   ف،ایا ها   م                      

باش     در   این   قهیاییی ی                                                ها   م              رارب،د   دی ،   لوسیف،ا    ردیاب    بیای    ی                                             

ال وهای   بیای    ی   در   ییوانات   ق،اریناه   قولی راا ه   نیور   میتیالیعیه                                                                                              

قوای   در   قیوسیعیه   و   رشی    داروهیا   و                                                                   شون     ا    این   ال وها   م                                       م   

     2و             8های   اناان    اسافاده   نمود                                           سا ی   بیماری                   م ب   

یافاه   و   با   ه     اسایفیاده   ا                                                      سا ی   مج د   این   جهش                             در   راساای   فعاب                  

 ایی                    ی   با   اسافاده   ا    رو    جیهیش                                       ATPآنزی    فون   در   ساجش                             

های   ماع دی                        جهش         uickChange PCR و   با   قهای                       4دار         ه     

     با   قوجه   به   ایاهه   مشنص   شی ه                                                     3ب،   این   آنزی    ا ماب   ش ه   است                                              

های   میزوفییی.   قیعی اد                                               های   ق،موفی.   نابت   به   آنزی                                        است   ره   آنزی                 

 ی   بی،                  43های   ستح     ود   دارن                                    بیشا،ی   آمیاواسی    آر نین   در   لو                                       

 Lampyrisاین   اسا    در   ی    قحقین   ا    لوسیف،ا     ونه   ایی،انی                                                                         

turkestanicus                                         12 اسیت   و                ای  ره   ی    پ،وقئین   ق     نجییی،ه      

داری   نیمیونیه                                  ایی    هی                        وسیزه   قهای    جهش                         آمیاواسی    داردی   به                      

    ریه                 44دست   آم                          به  )     LRR       )R300L356RR354Eیافاه                 جهش   

ق،   ش ه   بیود                             ا ،به   این   آنزی    نابت   به   آنزی    یبیع    به   ی،ارت   مقاوس                                                                    

درص    آنزی    یبیع    رسی ه   بود    پیییشیایهیاد                                                                          31 3اما   فعالیت   آی   به                            

      123و    زیوقیامیات                                 933ش ه   بین   آر نین                               ،دی    پیون    یون    قشهی.                            

سبف   راهش   انعتا    سا اار   آنزی    در   آی   ناییه   ش ه   ره   بیه    یزیت                                                                                           

پذی،ی   جیایی یاه                                   نزدیه    مح.   پیون    فون   به   جای اه   فعابی   ا    انعتا                                                               

     این              44فعاب   نیز   راساه   ش ه   و   فعالیت   آنزی    به   ی ا .   رسی ه   است                                                                                

ری،فعاب   با   رو                               LRRسا ی   آنزی                         قحقینی   در   جهت   ار یاب    فعاب                                  

دار   بوده   است    ب،   این   اسا    با   جهش    یزیوقیامیات                                                                                    ای    ه                  جهش   

به   آینین   و   یذ    پیون    یون    مذرور   فعالیت   و    وا    ییییفی ی                                                                                            123

سا ااری   و   م لیا    آنزی    ج ی    ب،رس     ،دی     آمیاواسی    آینین   بیه                                                                                        

ق،ین    نجی،   جانبی    هییی روفیو    را                                                            این   دلی.   انانا    ش    ره   روقاه                                     

داراست   و   ممانعت   ف ای    اییجیادشی ه   قیوسیم   آی   در   میحی.                                                                                        

 باش             ا    ی ا .   م                       ،ار ی،ی        

 ه         موات   و   روش              

ی   میواد   میحیییم                                 ANSی       ATPلوسیییفی،یینی                                 -نم    س ی    د              

ی       DpnIو              PrimeSTAR HS DNA Polymeraseرشتی    
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1: CD Circular Dichroism, 2: molar ellipticity, 3: MeanResidueWeight 

 لوسیف،ا    و   رارب،د   بالیا    

و   رانامایاین   ا    شی،ریت                                             IPTی       PCRریت   اسان،ا    پ سمی    و                                

-UVی        Luminometerهیای                  م،    و   سی ما   قهیه   ش ی   دسا اه                                     

Visible Spectrophotometer ی  LS 55 Fluorescence 

Spectrometer                   ا    ش،رتPerkinElmer      ،میورد             و ق،موسایهزی

 اسافاده    ،ار    ،فت                       

 ی،ای    پ،ایم،              

وسییزیه                       ریه   بیه                   LRRدر   این   م،یزهی   ا     ی   لوسیف،ا    رزوی   ش ه                                                               

 صورت          ش ه   بودی   به                         سا اه         44م،ق وی   و   همهارای                            

R300/L356R/R354E    -28a-pET   
-ene افزار                  اوای   ال و   اسافاده   ش     ی،ای    پ،ایم،   با   رم    ن،س                                                                      به  

Runner                                          ،انجاس   ش     قوال    پ،ایمForward                                   جیهیت   واردری،دی

  بارت   است   ا :                       A220Eجهش         
5 -TTAT TATA AT T AA C  AATTATTTTTAC 

 ATCAC 3  

ش هی   بی،ای                          صورت   پ،رن    و    م    ی،   مشنص                                        نورزئوقی های   ره   به                      

 ایجاد   جهش    زوقامات   به   آینین   در   ن ،    ،فاه   ش                                                              

 uick-Change PCR  ای    به   رو                            جهش   

ی       PrimeSTAR HS DNA polymeraseبا   اسافاده   ا    آنزی                                

و   وراور   یاوی    ی                                 dNTPsپ،ایم،های   پیش،و   و   معهو ی   منزو                                             

 ایی                     ای    انجاس   ش     جهت   ایمیاای   ا    انجاس   جیهیش                                                                   ال وی   جهش           

آم ه   ب،   روی    ب   آ ارو    الها،وفور     ی،دیی                                                                       دست         به        PCRمح وب           

میای یور                          بیه           DPnIساس   مح وب   موردن ،   با   آنزی    مح ودراا ه                                                     

ا آی   بیه                        یذ    پ سمی های   مادری   و   ب وی   جهشی   قیمار   ش ه   و   پس                                                                

       DH5های               مااق.   ش     سزوب                           DH5های   مااع    قه ی،ی                                سزوب    

آ ار   رشت   داده   ش ن     پس   ا    رشی                                                           LBب،   روی   محیم   رشت   جام                                   

هیا   رشیت                          ها   ب،   روی   پزیتی   سه   رزا    انانا     ،دی ه   و   ا    آی                                                                       رزا     

ش ه   به                    های   رشت               قهیه    ،دی     پ سمی    بارا،ی                                       LBمای    در   محیم                      

قنزیص    ،دی     جهت   ق ییی    ا یمیاب                                                           minipreparationرو          

های   موردن ،ی   پ سمی ها   با   اسافاده   ا    رو    قعییین   قیوالی                                                                                         جهش   

 ,promoterوسیزه   پ،ایم،های    موم                                 ودرار   )ش،رت   مار،و ی(   به                              

T2 terminator T2                                                                   قعیین   قوال    ش ن     پس   ا    ق ییی    صیحیت

بیه                 A220E ش هی   پ سمی    نوق،ریف   یاوی   جیهیش                                                جهش   ا ماب           

القا    ،دیی                               IPTمااق.   و   قوسم                            BL21های   مااع    بیان                                سزوب    

های               پ،وقئین   نوق،ریف   ج ی    قحت   ش،ایم   مااسف   بیای   )رشت   سزوب                                                                     

BL21                         2در   میحیییم                              123یافاه                 یاوی   پ سمی    جهش  T       ی

ها   بیای   ش    و                               ،اد(ی   در   سزوب                     درجه   سانا                   11ها   در                   انهوباسیوی   سزوب                 

سفارو    اسان،ا    و                                -با   اسافاده   ا    ساوی   ر،وماقو ،اف    قمایز    نیه.                                                       

هیا                      ب فاصزه   پس   ا    قنزیصی   فعالیت   آنزیی                                                        44قنزیص    ،دی ن                          

-SDSساجش    ،دی     همچاین   صحت    زو    پ،وقئین   قیوسیم                                                                  

PA E                       قا ی     ،دی 

 قعیین   فعالیت   من و    آنزی                               

وسیزه   دسا اه   لومیاوما،   در   محیم   باف،ی   ق،ییس   بیا                                                                            فعالیت   آنزی    به                   

pH  2 8                                                 در   ی ور   سوباا،اهای   لوسیف،ین   وATP                   با   واییRLU 

 4-Sec            ی،ی   ش     لیوسیییفی،یین   در   ی یور   آنیزیی    بیه                                                                                       ان ا ه 

لوسیف،ین   پ،ان، ی   قب ی.   ش ه   ره   این   ماده   پس   ا    ب، شت   بیه                                                                                   ارا     

یالت   پایه   و   قب ی.   به   ارا    لوسیف،ین   ر    ان، یی   ا ا     ان، ی   را                                                                                       

 ی،ی   اسیت    پیس   ا                                          ان ا ه            را    ره    اب.                     صورت   نور   م،     آ اد   م                                    به  

ساجش   فعالیت   و   قعیین   رز ت   نمونه    الیص   آنیزیی ی   فیعیالیییت                                                                                            

وسیزه   ققای    فعالیت   آنزی    ب،   رز ت   آی   بیا   وایی                                                                              من و    آی   به               

 4-mg 4-RLU Sec                    محاسبه   ش 

 متالعات   سا ااری                 

   4نمای    دوران                متالعات   دورن                      

بیا                  Far-UVب،ای   قعیین   قییی،ات   سا اار   دوس   آنزی    در   نیاییییه                                                                    

در         mg/ml 1 های    الص   و   دیالیز   ش ه   با   ریزی یت                                                        اسافاده   ا    آنزی                     

وسیزه   دسا اه   اساها،وپ ریما،   انجیاس                                                      به        pH    2 8درجه   و                     1دمای          

ره   بیا                      215 افزار   ا ا اص                            ها   قوسم   ن،س                     ش     آنالیز   و   پ،دا     یی                                  

های   موجود   در   یی    را   با                                            فورس   آشفا                     اسافاده   ا    رو    فوریه   ق،انس                                  

نمای    انجاس    ،دیی     نیایاییج                                                        رما،ین   قییی،   شه.   در   پی    یذ    م                                           

و   بی،   اسیا                                 dmol 2deg cm[θ]-1  1واری   مول                  صورت   بی                   به  

واری                محاسبه   ش     بییی ی                                     MRW    9میان ین   و ی   اسی های   آمیاه                               

آیی                   دست   م               به  [CL             θ / (θ  100 MRW)مول    ا    ف،موب                 

یوب   مایی،                          Lلیا،ی            ،س   ب،   میز                      رز ت   پ،وقئین   ب،یاف   میز                                    Cره        

واری                پاراما،   بییی ی                                ما،   در   رووت   یاوی   نمونه   و                                        ب،یاف   سانا              

بیاشی     درصی                                    م         )    )    مو           ی،ی   ش ه   ب،یاف   درجه   در   یوب                                          ان ا ه      

افیزار                    سا اارهای   دوس   در   ه،   پی،وقیئییین   بیا   اسیایفیاده   ا    نی،س                                                                                        

      CDهای               سا اارهای   دوس   ره   ا    روی   یی                                             stimationمن و      

 شودی   قعیین    ،دی                             ه،   پ،وقئین   محاسبه   م                           

 متالعات   فزورسانس    اق :                                
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1: wild-type 

وجود   دارد   و                           142در   آنزی    لوسیف،ا    قاها   ی    ق،یااوفای   در   مو عیت                                                                 

در   ی    ناییه   قق،یباا   ستح    در   پ،وقئین    ،ار ،فاه   اسیت    جیهیت                               ً                                                         

ها   ا    ب،ان ینا     ق،یاایوفیای   و   نشی،                                                               ب،رس    سا ااری   در   پ،وقئین                              

شیود    میییزای   نشی،                                            فزورسانس   یاص.   ا    ب،ان ینا     اسافاده   م                                                 

فزورسانس   بیان ،   قییی،   مو عیت   ف ای    این   ق،یااوفای   در   لوسییفی،ا                                                                                         

است    فزورسانس    اق    با   اسافاده   ا    دسا اه   اساهیای،وفیزیورییمیای،                                                                                                  

PerkinElmer (LS55)                                 های    الص   و   دیالیز                                   با   اسافاده   ا    آنزی

  nmمو    ب،ان ینا                              انجاس   ش     یوب                       mg/ml3 31 ش ه   با   رز ت                     

مو    نش،ی   در   میحی وده                                          م،بو    به   اسی آمیاه   ق،یااوفای   و   یوب                                                   13

ا آی   ش ت   ناب    فزورسانس   هی،                                                نانوما،    بت   ش     پس                                133قا              933

 اوای   آنزی    راا،ب   محاسبه                                          ها   نابت   به   آنزی    یبیع    به                                         ی    ا    آنزی                

  ،دی        

 ATPرس    ماحا    اساان ارد   قعیین   رز ت                                            

ب،ای   رس    ماحا    اساان اردی   میزای   نش،   لومیااانا    آنزی    لوسیفی،ا                                                                                       

و   رز ت    یابیت                                  ATPمویر          میز       3های   صف،   قا                          در   ی ور   رز ت                

        3مویر   ییاوی                          میز           3 مویر   لوسیف،ین   در   باف،   ق،یس                                              ی    میز          

 بت   ش     با   داشان   ماحا    اساانی ارد                                                          pH    2 8مویر   مایزی    با                              میز     

دست               را   در   ه،   نمونه   ا جمزه   سو    بارا،ی   به                                                        ATPقوای   رز ت                 م   

 آورد      

 ه         ی فیه     

 یافاه           قهیه   پ سمی    یام.    ی   آنزی    جهش                                       

ابا ا   پ سمیی                        یافاهی                  اسان،ا    پ سمی    یام.    ی   آنزی    جهش                                          جهت       

 اوای    ی   ال وی   با   رو                                          جفت   با    به                    2333با   ی ود                     LRRیاوی    ی               

minipreparation                                                                          قنزیص    ،دی     در   م،یزه   بع    با   اسایفیاده   ا

      A220Eدار               ش هی   جهش   ه                        پ،ایم،های   پیش،و   و   معهو    ی،ای                                      

دست   آم    و   مح وبی   جهت   قا ی    بی،   روی                                                              به        PCRوسیزه   رو                        به  

 (   4شه.         ) ب   الها،وفور    آ ارو    آشهار    ،دی                                               

اناقاب                 DH5های   قه ی،ی                        به   سزوب               PCRجهت   قه ی،ی   مح وب                          

داده   ش    و   جهش   موردن ،   در   پ سمی    با   رم    رو    قعیین   قیوالی                                                                                         

های   بیان                        یافاهی   به   سزوب                        قا ی    ش     ساس   پ سمی    یاوی    ی   جهش                                              

BL21                                                  های   بارا،یی   پ،وقئین                                   اناقاب   داده   ش     پس   ا    شهاان   سزوب

      -موردن ،   ره   در   سو    سزول    بود   به   رم    ساوی   قمایز    نیییهی.                                                                                

های               سفارو     الص    ،دی    و   صحت    زو    آی   با   ی ور   آنزی    نمونه                                                                       

      PA E-SDSبی،   روی    ب                            LRRیافاه                 و   نمونه   جهش                     4یبیع      

 (   1شه.         )مقایاه    ،دی                     

 یافاه           قعیین   فعالیت   من و    آنزی    جهش                                    

های   نشای   داد   ره   فعالیت   من و    آنزی                                                           ناایج   ساجش   فعالیت   آنزی                              

بی،ابی،                       1 1در   ی ود                     LRRیافاه                 نابت   به   جهش                     123یافاه                 جهش   

درص    فعالیت   آنزی    یبییعی                                                 4افزایش   یافاه   استی   ره   این   فعالیت                                               

 (   4است   )ج وب                 

 سبحان    دماون ی   ف،   و   همهارای

Spring 2015; Vol. 4, No. 1: 9-16   

  123یافاه      آنزی    جهش PCR ب   آ ارو    مح وب       1شکل   

و     هیای   ییبیییعی      لوسیف،ا های   نمونیه   SDS-PA E ب        2شکل   

ده           ه،   ساوی   ی    بان    را   نشای   م  123یافاه      جهشو      LRRهای      نمونه
ریزودالاوی   ره   ناییه   لوسیفی،ا        13ره   دارای   و ی   یهاای   در   ناییه   ی ود   

 ان     ای،ان    یبیع    است    ،ار ،فاه
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 یافاه           های   جهش               سیاای    آنزی               

لوسیف،ا های   یبییعی    و                                         ATPلوسیف،ین   و                         mها   ب،                   ق  ی،   جهش           

 یافاه           جهش   

       mدهای                    آم ه   نشای   م                       دست         یور   ره   ای  ات   سیاایه    به                                      همای    

ی   در   مقایاه   با   آنزی                                   ATPب،ای   لوسیف،ین   و                               123یافاه                 آنزی    جهش           

LRR                                          دها ه   افیزاییش   قیمیایی.                                                 راهش   یافاه   است   ره   این   نشای

باش    ره   قیا ییی                                       نابت   به   دو   سوباا،ای   فون   م                                           123یافاه                 جهش   

 (   9است   )شه.                      LRRنابت   به                     123راا ه   فعالیت   بیشا،   آنزی                                     

 های   سا ااری                   ب،رس      

 ها        درص    سا اارهای   دوس   در   پ،وقئین                                     

      9 19ده ی   پ،وقئین   یبیع    یاوی                                         نشای   م                1یور   ره   ج وب                           همای    

درص    پی    بیایا                                        8 41درص    صفحات   باا   و                                  4 13درص    آلفاهزیهسی                       

 -Turn)         ش ه   در   پ،وقئین                              های   ا ماب                 باش    و   با   جهش                         (   مLRR  

درص    سا اار   آلفاهزیهس   افزایش   بشم ی،ی   ییافیایه   اسیت    در                                                                                    

ا    درص    سا اارهای   آلفیا                                           LRRیافاه                 نابت   به   جهش                     123پ،وقئین             

 راساه   ش ه   است                   

 متالعات   فزورسانس    اق                          

ها   نشای   داد   ریه   ا ی،   شی ت                                                     های   یی    فزورسانس   نمونه                                  ب،رس      

در   ن ،   ب ی،یی ی   شی ت   نشی،                                                   433را     د                    LRRفزورسانس   آنزی                       

دهی                   درص    را   نشای   می                               1 ی       123درص    و   آنزی                             13آنزی    یبیع ی                    

 (   1)شه.          

 و   نش،   بیولومیااانس                            ATPقعیین   رابته   بین   رز ت                                

ماحای                     ATPهای   مایی،                       در   ی ور   رز ت    ابت   لوسیف،ین   و   رز ت                                             

یور   ریه   در                            نانوما،   ق،سی     ،دی     همای                                       3  مو                اساان ارد   در   یوب                    

 (mg 1-RLU Sec-1)فع لی    م صو     آمزیم

 یبیع 
4943×4 1 

LRR 343×3 2 

123 
4343×3 9 

 یافاه    های   یبیع    و   جهش   فعالیت   من و    آنزی   1 دو    

  3-41صفحات      -4شماره      -1دوره    -4931بهار   

 لوسیف،ا    و   رارب،د   بالیا    

 یافاه    های   جهش   و   لوسیف،ین   در   آنزی    ATPب،ای      m مقادی،     3شکل   

Enzyme α- Helix β - Sheet β - Turn 

Wild-type 43/3 41/1 16/8 

LRR 62/0 33/2 4/8 

270 41/1 42/9 16/0 

ها    یبییعی    و     های   نمونه   درص    سا اارهای   دوس   در   پ،وقئین     2 دو    

 یافاه    جهش

و      های   یبییعی   نمونه   های   ش ت   ناب    فزورسانس    اق    آنزی      4شکل   

یافایه       یافاه    نمونه   یبیع    دارای   ش ت   نش،   رما،ی   نابت   به   جهش    جهش
LRR      است    نمونه      123وLRR   ،فزورسانس   است   ره    دارای   بیشا،ین   نش
دها ه   فش،د     در   سا اار   پ،وقئین   است    جای زیا    اسی آمیاه   آینین       نشای

راساه   است      LRRا    ش ت   نش،   نابت   به      123یافاه      با    زوقامات   در   جهش
 دها ه   با ق،   ش ی   سا امای   آنزی    است    ره   نشای
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        3ا    صف،   قیا                            ATPباش    با   افزایش   رز ت                                     مشنص   م                 شه.         

 یور    ت    افزایش   یافت                                 مویری   نش،   بیولومیااانس   به                                     میز     

 بن    و   مییجه   گیز                       

ای   است   ره                   های    یاا    پ ی ه                         بیولومیااانس   یا   قولی    نور   در   سیاا                                             

شود     زی،ر    ریاربی،دهیای    ییاد                                                          قوسم   آنزی    لوسیف،ا    راقالیز   م                                       

دلی.   ناپای ار   بودی   آنزی    فیون                                              واراش   قولی    نور   در    زوس    یاا ی   به                                             

با   محی ودییت                              in vivoدر   ب،اب،   ی،ارتی   اسافاده   ا    آی     وصاا   در                                                  ً        

های   ق،موفی.   نشای   داده   اسیت   ریه                                                        باش     ب،رس    آنزی                              هم،اه   م           

ها   بیشا،                      های   ستح    آی                     وی ه   آر نین   در   لو                               ها   به             ب،     ا    اسی آمیاه                     

هیای                  شود    ی ور   آر نین   در   این   مااین   سبف   ب، ،اری   پ.                                                                    دی ه   م          

نمه    بین   آر نین   و   آمیاواسی های   دی ،   مانا    اسی     یزیوقیامییی                                                                                             

 ،دد   ره   این   پیون ها   سبف   اساحهاس   سا ااری   پ،وقئین   و   پای اری                                                                                       م   

     در   متالعات   پس   ا                                      41و             49 ،دد                    بیشا،   آی   نابت   به   ی،ارت   م                                    

ی       L turkestanicusرزوی   و   سااز   پ،وقئین   لیوسیییفی،ا     یونیه                                                                   

های    بیا                        های   منازف    ب،   روی   این   آنزی    ا ماب   ش    و   پ،وقئین                                                                      جهش   

     ییهی    ا    ایین                                      41و              4دست   آم                           وا    ج ی    و   بهبودیافاه   به                                 

(   بود   ره   ا ،به   ا لحیا                                          R 300L356RR354E) LRRها              یافاه           جهش   

درصی                    31 3ی،ارق    ا    نمونه   یبیع    پای ارق،   بود   ول    فعالیت   آی   به                                                                           

            44آنزی    یبیع    رسی ه   بود   و   ی    آنزی    قق،یباا   ری،فعاب   قزق    ش                                                           ً                           

پیشاهاد   ش    ره   با   قبی یی.                                                LRRسا    نمونه                       افزار   شبیه                  با   ب،رس    ن،س                

پیییونی                           123به   آر نینی   بین   این   اسی آمیاه   و    زوقامات                                                               933لوسین           

است    وجود   این   پیون    ج ی    سیبیف                                                     الها،وسااقی    یا   یون    ب، ،ارش ه                                    

راهش   انعتا    در   سا اار   آنزی    ش ه   ره   این   سنا    سا ااری   به   نوبیه                                                                                          

دلی.   نزدیه    مح.   جهش   به   م،رز   فعابی   ب،   این   م،رز   نیز   ا ی،                                                                                           ود   به        

میای یور                               به           44 ذاشاه   و   فعالیت   آنزی    را   بایار   راهش   داده   است                                                                      

ی   قحقین   یا ی،   بی،   اسیا                                            LRRسا ی   آنزی                         ار یاب    امهای   فعاب                      

را   در   آنزی    نامب،ده   به   آینین   قب ی.   ریای                                                                       123جهش    ره    زوقامات                          

ی،ای     ،دی     آمیاواسی    آینین   به   این   دلی.   انانا     ی،دیی    ریه                                                                                           

دارای    نجی،ه   جانب    هی روفو    روقاه   است   و   ممانعت   ف ای    را   بیه                                                                                       

قهیه    ،دی    قا   با                                  123رسان     پ،وقئین   ج ی    به   ناس   پ،وقئین                                                          ی ا .   م           

سیا ی   میجی د   آی   را                                          ب،رس    سیاایه    و   سا ااری   آی   باوای   فعاب                                                 

 ب،رس    نمود              

در   نیاییییه                               123یافاه                 دها ه   قه ی،    ی   لوسیف،ا    جهش                                         نشای          4شه.         

باش                   باش    ره   ناییه   م،بو    به   لوسیف،ا    م                                                     جفت   با    م                     2333ی ود          

های   دارای                       ها   بایاا    ا    نمونه                              ما ور   قعیین   فعالیت   من و    آنزی                                             به  

دها ه   بیییای                              نشای          1فعالیت   و   یا    زو    بای   اسافاده   نمود   ره   شه.                                                              

آمی ه                   دست         یافاه   به                های   یبیع    و   جهش                           مااسف   و    زو    بایی   آنزی                                

ده    فعالیت   مینی یو                                          نشای   م                4یور   ره   ج وب                           باش     همای                    م   

باش     ای  ات   سیاایه                                       م         LRRان ر    بیشا،   ا    آنزی                                       123آنزی            

      ATPب،ای                123های   آنزی                        m نشای   داد                      9آم ه   در   شه.                           دست         به  

قیوانیای                            ها   م              باشا ی   این   یافاه                          م         LRRو   لوسیف،ین   رما،   ا    آنزی                                       

باشا     مشیاهی ه                                   LRRنابت   به                     123راا ه   افزایش   فعالیت                                   قوجیه     

نشای   دادی   بیا   ا یمیاب   جیهیش                                                         1درص    سا اارهای   دوس   در   ج وب                                        

A220E                        در   پ،وقئینLRR                                                              درص    سا اارهای   آلفا   راهیش   ییافیایه

ش ه   قیییی،ات   در   سیا یایار   دوس                                                         است    ب،   اسا    قحقیقات    زار                                     

            41بع ی   آی    واه    شی                                          پ،وقئین   ماج،   به   قییی،ات   در   سا اار   سه                                                

بیا    ر،د   این   قییی،ات   در   سا اار   دوس   پ،وقئیین                                                                       قوای   پیش                درنایجه   م             

رینا     سا اار   سیوس   آی   شی ه   اسیتی                                                            نو     سبف   دره                        به        123

 ره   ا    ق،ار    و   فش،د     سا اار   آی   راساه   ش ه   است                                                                      یوری          به  

قوای   قییی،ات   سا اار   سوس                                         های   فزورسانس    اق    م                                 با   اسافاده   ا    یی                        

ها   را   ب،رس    نمود    در   آنزی    لوسیف،ا    قایهیا                                                                        و   میزای   فش،د     پ،وقئین                            

وجود   دارد   ره   نزدی    ست    پ،وقئین                                                    142ی    ق،یااوفای   در   مو عیت                                  

بوده   و   ه، ونه   قییی،   در   هی روفوبیایاه   ای،ا    آی   سبف   قیییییی،   در                                                                                             

      1یور   ره   شیهی.                                همای                42شود                   یی    فزورسانس    اق    آنزی    م                                   

ی       LRRده    بیشا،ین   ش ت   فزورسانس   م،بو    به   آنیزیی                                                                      نشای   م          

بییین                     123یافاه                 رما،ین   ش ت   م،بو    به   آنزی    یبیع    است   و   جهش                                                         

 سبحان    دماون ی   ف،   و   همهارای

Spring 2015; Vol. 4, No. 1: 9-16   

 .ATPماحا    اساان ارد   قعیین   رز ت      :5شکل   
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یافیایه                       دها    در   جهش                     ها   نشای   م                     این   دو    ،ار    ،فاه   است    این   یافاه                                              

ا    هی روفوبیایاه   محیم   ای،ا    ق،یااوفای   راساه   ش ه   است   و                                                                                 123

      LRRنابت   به                     123یافاه                 راا ه   با ق،   ش ی   سا اار   جهش                                        این   بیای          

بع ی                دی ،   این   جهش   سبف   ش ه   است   سا اار   سه                                                       بارت           باش     به                  م   

ای   قییی،   را    ره   ق،یااوفای   به   سیمیت   میحیییم                                                                               ونه          به        123آنزی            

هیای                  ق،   قییی،   مو عیت   ده     یبن   قحقیقیات   و    یزار                                                               هی روفی.        

های   نمه      وصاا   در   ست    ی    پ،وقئین   سبیف                      ً                                           ش ه   وجود   پ.                     داده    

قیوای                    ی   درنایجه   م                    41و             49 ،دد                    افزایش   اساحهاس   سا اار   آی   م                                    

ی   سا اار                123یافاه                 بع ی   جهش                بیا    نمود   با ق،   ش ی   سا اار   سه                                             پیش   

ای   قییی،   داده   است   ره   فعالیت   آی   رم    بیش   ا                                                                         ونه          سوس   آنزی    را   به                     

ده    ا    آنیزیی                                   نشای   م                 یور   ره   شه.                           ،دد    همای                    LRRآنزی            

های   منازی    سیود                                   در   محیم               ATPقوای   در   قعیین   رز ت                                    م         123

جاتی   و   با   افزودی   سوباا،ای   لوسیف،ین   و   آنزی    لوسیف،ا    به   یی                                                                                       

های   بالیا    ی ور   و                                   نمونه   آ مایش اه    مانا      اره   بارا،ی   یا   نمونه                                                        

  ی،ی   نمود                   موجود   در   آی   محزوب   را   ان ا ه                                           ATPمق ار           

      123شودی   با   قوجه   به   آنهه   نش،   نور   قوسم   آنزی                                                                    پیشاهاد   م                 درنایجه       

 ی،ی   استی   این   آنزی                                      ان ا ه            رایا     اب.                  های   آ مایش اه    به                           در   نمونه          

در              ATP اوای   ی     زیاه   مااسف   جهت   سیایجیش                                                            قوان    به                م   

های   بالیا    مانا     وی   و   ماییعیات                                                         های   آلوده   میه،وب    و   نمونه                                       سو    

 ب ی   مورداسافاده    ،ار    ی،د                                 
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  3-41صفحات      -4شماره      -1دوره    -4931بهار   

 لوسیف،ا    و   رارب،د   بالیا    
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