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Impact of Mutation at Position 330 of Luciferase on the 
Structure and Function

[1] The stability of the photogenic material of the Lampyridae and its probable chemical 
nature [2] Molecular biology of bacterial bioluminescence [3] The effective role of positive 
charge saturation in bioluminescence color and thermostability of firefly luciferase [4] 
Fluorescent properties of firefly luciferases and their complexes with luciferin [5] Molecular 
uniformity in biological catalyses. The enzymes concerned with firefly luciferin, amino acid, 
and fatty acid utilization are compared [6] Luciferase imaging of a neurotropic viral 
infection in intact animals [7] Cloning and sequencing of a cDNA for firefly luciferase from 
Photuris pennsylvanica [8] HO-1 expression in type II pneumocytes after transpulmonary 
gene delivery [9] Optical imaging of Renilla luciferase reporter gene expression in living 
mice [10] Design and development of a whole-cell luminescent biosensor for detection of 
early-stage of apoptosis [11] 1-1.0 pmol of ATP, ADP, and AMP in single somatic cells using 
purified luciferin luciferase [12] Mutation of a protease-sensitive region in firefly luciferase 
alters light emission properties [13] Crosslinking of enzymes for improved stability and 
performance [14] Roles of trehalose and magnesium sulfate on structural and functional 
stability of firefly luciferase [15] Expression, purification and immobilization of firefly 
luciferase on alkyl-substituted Sepharose 4B [16] Analysis of core sequences in the D-Phe 
activating domain of the multifunctional peptide synthetase TycA by site-directed 
mutagenesis [17] The role of active site residue arginine 218 in firefly luciferase 
bioluminescence [18] Design and characterization of novel trypsin-resistant firefly 
luciferases by site-directed mutagenesis [19] Two-stage PCR protocol allowing introduction 
of multiple mutations, deletions and insertions using QuikChange Site-Directed Mutagenesis 
[20] Limited proteolysis of luciferase as a reporter in nanosystem biology: A comparative 
study

Luciferase from firefly Photinus pyralis (P .py) is a peroxisomal enzyme that converts a 
heterocyclic substrate luciferin to an excited state oxyluciferin in the presence of Mg+2-ATP 
and O2. Excited oxyluciferin with the emission of visible light is changed to its ground state. 
The combination of rapidity, sensitivity, and convenience has led to the development of a broad 
range of luminescence applications. In spite of wide ranges applications, firefly luciferase is 
unstable against changes in chemical and physical conditions, thereby reduce its precision and 
sensitivity. The most undesirable instability of the luciferase is low thermostability and high 
susceptibility to proteolytic degradation. According to previous studies, limited proteolysis 
by trypsin of P .py luciferase indicated six cleavage sites on two accessible regions: 206-
220 (Including K206, R213, and R218) and 329-341 (Including K329, R330, and R337) on 
N-terminal domain. In this study, we used site-directed mutagenesis to introduce one point 
mutation on the 329-341 accessible regions of P. py luciferase, in order to investigate the role 
of R330 on the enzyme structure and function which R330 changed to Q. Based on limited 
proteolysis data, R330Q mutant didn’t significantly change compared to wild type, but this 
mutation caused several alterations in enzymatic properties including shifting the pH optimum 
from 7.5 to 8 and increasing the thermal inactivation. Based on the results, it can be concluded 
that whilst Arg330 is a conserved residue but not effects on trypsinolysis stability.
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  چکيده
تبدیل  موجبیک آنزیم پراکسیزومی است که  (P. py) تاب لوسیفراز حشره شب
لوسیفرین در حضور  کلیک لوسیفرین به یک حدواسط اکسیسوبسترای هتروسی Mg+2–ATP با نشر نور لوسیفرین برانگیخته  شود. اکسی و اکسیژن مولکولی می

رسد. لومینسانس به دلایل متعددی از جمله سرعت  ی به حالت پایه میمری
خلاف کاربرد روش کار، کاربرد وسیعی دارد. بر بودن آسان سنجش، حساسیت بالا و

متعدد، لوسیفراز در برابر تغییرات فیزیکی و شیمیایی بسیار حساس است 
یابد. لوسیفراز در برابر دماهای بالا و  نابراین حساسیت و دقت آن کاهش میب

یز اساس مطالعات قبلی، با پروتئولئولیتیکی بسیار ناپایدار است. برهضم پروت
محدود این آنزیم توسط تریپسین، شش جایگاه برش در دو ناحیه سطحی 

 K206 ،R213 (شامل ٢٠٦-٢٢٠شناسایی شد  Nپروتئین واقع در دمین انتهای 
. در این مطالعه، )R337و  K329 ،R330(شامل  ۳۲۹-۳۴۱) و R218و 

که آرژنین با گلوتامین جایگزین  صورت گرفت R330زایی هدفدار در ناحیه  جهش
اساس نتایج برشد و اثر آن بر ساختار و عملکرد لوسیفراز مورد بررسی قرار گرفت. 

توجهی نسبت به نمونه وحشی نداشت  پروتئولیز محدود، این جهش تاثیر قابل
شدن  و افزایش غیرفعال ٨به  ٥/٧م از اپتیم pHتغییر مانند چندین تغییر اما 

یک  ٣٣٠گرچه آرژنین اساس نتایج، ا. بردر خصوصیات آنزیم ایجاد کرد حرارتی
شده است ولی روی پایداری در برابر هضم پروتئولیتیکی  رزیدوی حفاظت

  تریپسین تاثیری نداشت.
  ، عملکرد۳۳۰ نیآرژن ز،یهدفدار، پروتئول ییزا جهش ،فرازیلوس ها: کلیدواژه
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  مقدمه
 توجه ربازید از زنده موجودات توسط نور به ییایمیش یانرژ لیتبد

 بیولومینسانس به پدیده این .است نموده جلب خود به را محققان
 معنی بهبیو  یونانی واژه دو از بیولومینسانس واژه. است معروف
 بار اولین .[1]است شده تشکیل نور معنی بهلومن  لاتین واژه و زنده

 از قبل قرن چهار ارسطو سپس و ها چینی توسط بیولومینسانس
 را یندفرآ این در کننده شرکت های آنزیم .[2]است شده گزارش میلاد
 دارای که یواسترت/آدنیلات - آسیل عنوان تحت بزرگی خانواده جزء

 .[3]نامند می لوسیفراز آنزیم کلی نام با هستند، کمشتر موتیف
 دو یط هاست کی زومیسکپرا یمیآنز تاب شب حشره فرازیلوس

 و +Mg2 و ATP از استفاده با یگازیل نقش با اول مرحله مرحله،
 تبدیل باعث O₂ از استفاده با و مونواکسیژنازی نقش با دوم مرحله

 نیفریلوس یسکا ختهیبرانگ بیکتر به لوسیفرین خود، سوبسترای
 بازده با نور جادیا هیپا حالت به برگشت هنگام در هک شود یم
 های سیستم اخیر های سال در .[5 ,4]ندک یم بالا یوانتومک

 بالا حساسیت و سرعت روش، بودن ساده دلیل به بیولومینسانس
 مولکولی، بیولوژی مطالعات از وسیعی دامنه در بسیاری کاربردهای
محیط شرایط " در غیره و بیولوژیکی حسگرهای طراحی و پزشکی
 منظور به بیولومینسانس سیستم. دندار "درون شیشه" و "زنده
 ،[8]درمانی ژن، [7]گزارشگر ژن ،[6]متاستاز و تومورها رشد بررسی

 کنش برهم مطالعه ،[9]زنده های سلول از تصویربرداری

 وجود با. رود می کار به ATP [11] سنجش و [10]ها پروتئین
 آنزیم این استفاده که دارد وجود هایی محدودیت ،فراوان کاربردهای

 لوسیفرازها در عمده مشکلات جمله از. است داده قرار تاثیر تحت را
 ناپایداری و پروتئولیتیکی هضم برابر در آنها چشمگیر یپذیر سیبآ

شرایط  در ها پروتئین عمر مهین جهینت در است بالا دمای در آنزیم
 های روش .[12]یابد می کاهش" شیشه درون" و "زنده محیط"

 ها روش این جمله از. دارد وجود ها نزیمآ پایدارسازی برای متعددی
 پیوند ایجاد ،[14]ها اسمولیت از استفاده ،[13]هدفدار زایی جهش
 راه از یکی. است [15]آنزیم تثبیت و سولفیدی دی پیوند ایجاد ،یونی
 از استفاده در موجود مشکلات بر غلبه برای مناسب های حل

 دو تاب شب حشره فرازیلوس آنزیم در. است جهش ایجاد لوسیفراز
 - N دمین روی )۳۴۱- ۳۲۹( و )۲۲۰- ۲۰۶( پذیر انعطاف ناحیه
 عیینت و تریپسین حضور در نزیمآ این تیمار .دارد وجود انتهایی
 به حساس (K206, R213, R218, K329, R330, R337) جایگاه شش نزیمآ این که داد نشان آن از حاصل پپتیدهای توالی
 ،K206)، R218، K329 برش جایگاه چهار. [12]دارد برش

 330(R [17 ,16]هستند شده حفاظت لوسیفرازها تمامی بین در. 
 و ریاحی توسط نواحی این از R337 و R213 های جایگاه
 .[18]مورد بررسی قرار گرفت آنها خواص و شد داده جهش همکاران

 زایی جهش روش از استفاده با ۳۳۰ نینژرآ جایگاه مطالعه این در
 آمینه اسید با و شد داده جهش QuickChange روش به هدفدار

 مورد ها آنزیم ساختاری و سینتیکی مطالعات ،وحشی و R330Q یافته جهش  پروتئین تخلیص و بیان از بعد. شد جایگزین گلوتامین
  .گرفت قرار ارزیابی

  
  ها روش و مواد
 که این از پس مطالعه این در: هدفدار زایی جهش و پرایمر طراحی
 ،شد مشخص جایگزینی برای اسیدآمینه گزینه و جهش جایگاه
 مورد آمینه اسید ورود برای جدید های کدون با پرایمرهایی طراحی
 نوع لوسیفراز ژن از روش این در .[19]شد انجام QuikChange روش به PCR طریق از هدفدار زایی جهش .صورت گرفت نظر

. شد استفاده الگو عنوان به pET16b پلاسمید در شده کلون وحشی
 در R330Q تغییرات اعمال برای شده استفاده پیشرو پرایمر توالی
 ´GAAGCGGTTGCAAAACAGTTCCATCTTCCAGGGATAC 3 ´5  .است شده زیر ذکر
ی پاکساز و (PCR)مراز  ای پلی واکنش زنجیره انجام از بعد

 رشد از سپ. شدند منتقل شیمیایی روش به DH5α سویه به PCR محصولات آن از پس و ماریت DpnI آنزیم با ها نمونه محصول،
 LB محیط به و انتخاب ونیکل تک یک آگارLB- کشت محیط ویر

 جنوبی) ؛ کرهبیونیر( کیت از استفاده با سپس. شد تلقیح مایع
 نظر مورد جهش ییدتا منظور به و صورت گرفت پلاسمید استخراج

 نتقالا شده اعمال جهش ییدتا از پس .انجام شد یتوال نییتع
  .صورت گرفت (E. coli) اشریشیا کلی یباکتر BL21 یانیب هیسو در جهش یحاو دیپلاسم
 تحت وحشی و یافته جهش ینئپروت: پروتئین تخلیص و بیان
 ،سیلین آمپی بیوتیک آنتی حاوی 2xYT (محیط یکسان شرایط
 بیان ساعت)۱۶ القا زمان دتم ،C۲۲° دمای ،مولار میلی۴ لاکتوز
 منظور به وحشی و یافته جهش های نزیمآ بیان از بعد. ندشد

 لکین ستون و یلیتما ی روماتوگرافک  روش  از ها، آنزیم تخلیص
 یدیتا منظور به اطمینان حصول یبرا درنهایت. شد استفاده سفارز
 سپس و SDS-PAGE الکتروفورز روش ها نمونه خلوص و حضور
  به کار رفت. دفوردبر روش ها پروتئین غلظت سنجش یبرا
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 ینشر فیط: بیولومینسانس نشری طیف مقایسه و گیری اندازه
 تروفتومترکاسپ توسط فرازیلوس یها میآنز از کی هر نسانسیولومیب

 حجم منظور نیا به. شد یریگ اندازه خنثی pH در نسانسیلوم
 ۸/۷ برابر pH در تلکو ک میکرولیتر۲۰۰ به میآنز هر از میکرولیتر٥٠

 تا ۴۰۰ موج  طول در ها داده سپس. شد مخلوط املاً ک و اضافه
  .شدند یآور جمع نانومتر۷۰۰
 تیفعال: (Decay Rate) زمان علیه آنزیم فعالیت گیری اندازه
 تریکرولیم۵۰ از یبیترک به میآنز تریکرولیم۵ ردنک اضافه با میآنز
 فاصله در و قهیدق۲۰ مدت به س،یتر بافر تریکرولیم۴۵ و تلکو ک

  .شد خوانده هیثان۳۰ی زمان
 گیری اندازه با آنزیم بهینه دمای: میآنز تیفعال نهیبهی دما سنجش
 ردنک اضافه با و نومتریلوم دستگاه از استفاده با آنزیم فعالیت
 از پس تریس بافر میکرولیتر٥/٢٢ و کوکتل میکرولیتر۲۵

 دستگاه در قهیدق۵ مدت به C۵۰ -۵° یدماها در انکوباسیون
  .آمد دست  به آنزیم میکرولیتر۵/۲ به ولاتورکریس

 میآنز نهیبه pH نییتع در: میآنز تیفعال نهیبه pH سنجش
 با ۱۰ تا ۵ بین pH محدوده و تهیه میکس بافر کی ابتدا فرازیلوس
 مولار میلی١٠٠ شامل بافر نیا. شد  هیته  آن از درجه ۵/۰ فاصله

مولار  میلی٥٠ و دیاس کینیسوکس مولار میلی١٠٠ گلیسین،
 تریرولکیم۹۰ به تلکو ک تریرولکیم۵ ردنک اضافه با. بود HCLتریس/
 به شده خالص میآنز تریرولکیم۵ ردنک اضافه سپس ومیکس  بافر
  .آمد دست به pH هر در میآنز هر تیفعال ،مجموعه نیا

 منظور به :میآنز حرارتی شدن غیرفعال وی حرارت دارییپای ریگ اندازه
 (با C۴۰-۲۰° دمایی دامنه در آنزیم هر حرارتی، یپایدار بررسی
 از پس مانده یباق تیفعال سپس. شد انکوبه ای) درجه ۵ فواصل

 از تریرولکیم٥/٢ ردنک اضافه و خی یرو آنزیم ونیوباسکان قهیدق٢
 و HCLمولار تریس/ میلی٥٠ میکرولیتر٥/٢٢ به میآنز
 اما شدی ریگ اندازه C٢٥° یدما در تلکو کمیکرولیتر۲۵
ی دما در میآنز هری ا قهیدق۵ ونیوباسکان بای حرارت شدن رفعالیغ

 قهیدق۵ فاصله به قهیدق-۵ صفر تا یزمان دامنه در C۳۰° ثابت
 ونیوباسکان از بعد میآنز هر مانده یباق تیفعال. گرفت صورت
 به آنزیم از تریرولکیم۵/۲ ردنک اضافه و خی یرو قهیدق۲ مدت به
  .شدی ریگ اندازه C۲۵° یدما در تلکو ک

 طی آنزیمی فعالیت سنجش و فرازیلوس میآنز محدود زیپروتئول
 از لوسیفراز آنزیم محدود پروتئولیز بررسیمنظور  به: پروتئولیز یندآفر

 به (تریپسین سوبسترا به آنزیم نسبت با تریپسین پروتئاز سرین
  .شد استفاده ۱:۱۰۰ لوسیفراز)

 و HCLمولار تریس/ میلی٥٠ بافر( لیتر میکروگرم بر میلی٥ نیپسیتر
گرم بر  میلی٥/٠( فرازیلوس نیپروتئ و )کلرید مولار کلسیم میلی١٠

 های نزما در سپس. ندشد انکوبه C٢٣°ی دما در لیتر) میلی
 انکوباسیون زمان پایان از بعد .صورت گرفت برداری نمونه مختلف
 اضافه واکنش انجام توقف منظور به PMSFمولار  میلی یک محلول
 در مرکاپتواتانول بتا - SDS با همراه واکنش مخلوط سپس. شد
ی بررسمنظور  به سپس وشد  جوشانده دقیقه۱۰ مدت به C٩٠° دمای
 مانده یباق تیفعال همچنین .شد بارگذاری تروفورزکال SDS-PAGE ژلی رو زیپروتئول نشکوا از حاصل مخلوط ،یکیتیپروتئول هضم
 با محدود پروتئولیز طی مختلف زمانی فواصل در فرازیلوس میآنز

 نومتریلوم دستگاه کمک به سوبسترا استاندارد سکمپلک از استفاده
  .گیری شد اندازه

  

  ها یافته
 نشکوا ،نیاز مورد پرایمرهای طراحی از بعد :هدفدار زایی جهش

PCR روش به QuikChange ناقل در نوترکیب فرازیلوس ژنی رو pET16b محصولات سپس. شد انجام PCR پس. شدند پاکسازی 
 بیوتیک آنتی حاوی جامد LB محیط روی سپسو  انتقال DH5α سویه به محصولات لوسیفراز، ژن استخراج و تکثیر منظور به آن از

صورت  نوترکیب میدسپلااستخراج  ادامه رد. شد کشت سیلین آمپی
 ینئپروت بیان منظور به. انجام شد توالی تعیین و )۱ (شکل گرفت

 BL21 بیانی سویه به تاییدشده، جهش ملحا پلاسمید لوسیفراز،
  .شد داده انتقال شیمیایی روش به E.coli باکتری
 از پس :وحشی و یافته جهش لوسیفراز پروتئین تخلیص و بیان
 روش به نظر مورد های آنزیم ،آن بالای بیان منظور به آنزیم القای

 ،شدند تخلیص سفارز) نیکل ستون کمک (به تمایلی کروماتوگرافی
 تکنیک از استفاده با ها نمونه خلوص و حضور ییدتا ادامه در

 که داد نشان نتایج. )۲ شکل( شد بررسی SDS-PAGE الکتروفورز
  .است% ۹۰ بالای ها آنزیم خلوص میزان
 :لوسیفراز آنزیم بیولومینسانس نشری طیف مقایسه و گیری اندازه
 نسبت نوری شیفت تغییر لوسیفراز آنزیم مهم خصوصیات از یکی
 نشری طیف از آمده دست هب نتایج براساس .است pH تغییرات به

 وحشی، نوع با یافته جهش مقایسه و خنثی pH در بیولومینسانس
 کاملاً  pH این در یافته جهش از مدهآ دست به طیف کهشد  مشخص
 موج طول در آنزیم دو هر و است وحشی حالت به شبیه
  .)١نمودار (است  ماکزیمم پیک یک دارای زرد)-بز(س انومترن۵۶۰

  

  
  یافته و وحشی بیولومینسانس آنزیم لوسیفراز جهشطیف نشری ) ١نمودار 

  
 نمودار: (Decay Rate) نزما علیه آنزیم فعالیت گیری اندازه
 زمان مرحله. است مرحله دو شامل زمان به نسبت آنزیم فعالیت
 حداکثر حالت از فعالیت کاهش مرحله و فعالیت سریع افزایش
 از آنزیم شدن اشباع به مربوط فعالیت سریع افزایش مرحله. است

 محصول بازدارندگی اثر علت به فعالیت کاهش مرحله و سوبسترا
 کاهش مرحله بودن سریع یا کند. است هیدرولوسیفرین دی جانبی
نمودار ( است یافته افزایش طبیعی حالت با مقایسه در R330Q یافته جهش فعالیت کاهش سرعت ،نتایج به توجه با. شود Flash و Glow ترتیب به مختلف فرم دو ایجادموجب  تواند می فعالیت

۲(.  
 تغییرات بر جهش اثر مطالعه منظور به :میآنز تیفعال نهیبهی دما
 در نهیبه حرارت درجه نمودار یافته، جهش آنزیم نهیبه حرارت درجه

 دهد می نشان نتایج. )٣نمودار ( شد رسم C۵۰-۵° یدما محدوده
 وحشی حالت به نسبت R330Q آنزیم فعالیت بهینه دمای که

  .است C٢٥° حدود و نداشته چندانی تغییر
 لوسیفراز های آنزیم بهینه pH تعیین برای: بهینه pH سنجش
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 pH محدوده در ها آنزیم این فعالیت میزان وحشی، و یافته جهش
 نوع با مقایسه در آن نمودار و گیری اندازه واحد ۵/۰ فاصله به ۵-۱۰

 آنزیم در که دهد می نشان نتایج. )٤نمودار (شد  رسم وحشی
 آنزیم در و است ٨ حدود آنزیم بهینه R330Q، pH یافته جهش
  .است ۵/۷ حدود بهینه pH وحشی نوع

  

  
  یافته و وحشی آنزیم لوسیفراز جهش Decay Rate )٢نمودار 

  

 
  وحشییافته و  های لوسیفراز جهش درجه حرارت بهینه آنزیم )٣نمودار 

  

  
  یافته و وحشی بهینه آنزیم لوسیفراز جهش pH )٤نمودار 

  
 بررسی منظور به :میآنزی حرارت دارییپا و شدن رفعالیغ

 وحشی، و یافته جهش لوسیفراز های آنزیم حرارتی شدن غیرفعال
 آنها فعالیت میزان و انکوبه C٣٠° دمای در قیقهد٥٠ مدت به آنزیم
 سرعت دهد می نشان نتایج. شد محاسبه دقیقه٥ زمانی فاصله در

 حالت به نسبت R330Q یافته جهش نزیمآ حرارتی شدن غیرفعال
 نمودار رسم با همچنین. )۵نمودار ( است یافته افزایش وحشی

 ونیوباسکان از پس کهی وحش و یافته جهش  میآنزی حرارتی داریاپ
 ،آید می دست به قهیدق۵ مدت به و C۴۰ -۲۰° ییدما محدوده در

 R330Q یافته جهش نزیمآ حرارتی پایداری هک شود یم مشاهده
  .)۶نمودار ( است یافته کاهش حدودی تا وحشی نوع به نسبت

  

  
  یافته و وحشی آنزیم لوسیفراز جهش حرارتی شدن غیرفعال )٥نمودار 

  

  
  یافته و وحشی یداری حرارتی آنزیم لوسیفراز جهشپا )۶نمودار 

  
 توسط مختلفی ها زمان در محدود زیپروتئول :محدود پروتئولیز
ی ها زمان در برش هکیی آنجا از. شدی بررس تریپسین پروتئاز
 آنهایی نها سهیمقا ،بودند متعدد جادشدهیا قطعات و ادیز ،یطولان
 طیشرا تمام در. گرفتصورت  زیپروتئول هیاولی ها زمان در شتریب

گرم بر  میلی٥/٠( ثابت فرازیلوس نیپروتئ غلظت ز،یپروتئول
ی برا سوبسترا به پروتئاز مختلفی ها نسبت از. بودلیتر)  میلی
 مشاهده منظور به تینها در. شد استفاده نهیبه طیشرا آوردن دست هب

 حضور در زیپروتئول ،SDS-PAGE دری بررس قابل و واضحی باندها
  .گرفت صورت ١٠٠یک به  نسبت با نیپسیتر

 گرفت قرار مقایسه مورد ساعت۱۶ و ۳ ،صفر های زمان در پروتئولیز
 دهد می نشان محدود پروتئولیز از حاصل نتایج. )۳شکل (

 وحشی حالت با مقایسه در R330Q یافته جهش آنزیم حساسیت
 میزان. ندارد توجهی قابل تغییرات پروتئازی هضم به نسبت
 با همزمان وحشی و یافته جهش های آنزیم مانده باقی فعالیت
 فعالیت. بررسی شد پروتئولیز روند بررسیمنظور  به برداری نمونه
 گیری اندازه ساعت۱۶ و ۳ ،صفر های زمان در آنزیم دو هر مانده باقی
 فعالیت میزان شود می مشاهده ۷نمودار  در که طور همان و شد
 سرعت با وحشی نمونه به نسبت یافته جهش آنزیم مانده باقی

  .یابد می کاهش بیشتری
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 طی یافته و وحشی در لوسیفراز جهشمانده آنزیم   فعالیت باقی )۷نمودار 

  پروتئولیز محدود با تریپسین
  

  بحث
 ،سرعت دلیل به بیولومینسانس های سیستم اخیر های سال در

 در بسیاری کاربردهای سنجش روش بودن ساده و بالا حساسیت
 .دارد "درون شیشه" و "محیط زنده" شرایط در مختلف های زمینه
 استفاده که دارد وجود هایی محدودیت فراوان کاربردهای وجود با
 این ترین مهم از. است داده قرار تاثیر تحت را آنزیم این

 ،بالا هایدما در نزیمآ این ناپایداری به توان می ها محدودیت
 اشاره پروتئازها برابر در ناپایداری و محیطی عوامل به حساسیت

 های محدودیت بر غلبه برای مفید های حل راه از یکی .[19 ,12]کرد
 های ویژگی با یافته جهش لوسیفرازهای تولید لوسیفراز، از استفاده
 براساس .است ژنتیک مهندسی روش از استفاده با مطلوب
 روی پذیر انعطاف ناحیه دو کهشده است  مشخص گذشته مطالعات
 برش به حساس R337و  K206، K329، R213 R218، R330 جایگاه شش نواحی این در که دارد وجود انتهایی - N دمین

 رژنینآ جایگاه مطالعه این در .[20 ,18 ,16 ,12]دارد وجود تریپسین
 جهش جایگاه عنوان به است شده حفاظت ناحیه یک که ۳۳۰

 مینهآاسید با هدفدار زایی جهش روش از استفاده با و شد انتخاب
 فعالیت و ساختار بر جهش این اثر سپس. شد جایگزین گلوتامین
  .گرفت قرار بررسی مورد آنزیم
 و یافته جهش آنزیم آن، ییدتا و )۱ (شکل جهش انجام از پس
 نشری طیف سپس .)۲ (شکل شدند تخلیص و بیان وحشی آنزیم

 هر که داد نشان نتایج. شد بررسی خنثی PH در آن بیولومینسانس
 است نانومتر۵۶۰ موج طول در ماکزیمم پیک یک دارای آنزیم دو
 سرعت که داد نشان Decay Rate از حاصل نتایج. )۱نمودار (

 وحشی نمونه به نسبت یافته جهش نمونه در فعالیت کاهش
 بوده C٢٥° آنزیم دو هر بهینه دمای. )۲نمودار ( است یافته افزایش

 افزایش اندکی یافته جهش نمونه در بهینه PH ولی )۳نمودار (
 که داد نشان سینتیکی خواص نتایج. )۴نمودار ( است یافته

 تا طبیعی حالت به نسبت یافته جهش نزیمآ حرارتی پایداری
 حرارتی شدن غیرفعال سرعت لیو )۶نمودار ( یافته کاهش حدودی
نمودار ( است شده بیشتر وحشی نوع به نسبت یافته جهش آنزیم
 جایگاه روی ساختاری تغییرات کنندهیید تا تواند می نتایج این. )٥

 که بود ای گونه به ساختاری تغییرات که طوری به باشد آنزیم فعال
 حاصل نتایج. است شده رارتیح پایداری و فعالیت کاهش به منجر
 که است آن دهنده نشان تریپسین توسط پروتئولیتیکی هضم از

 پروتئازی هضم برابر در وحشی آنزیم به نسبت افتهی جهش آنزیم
 در مانده باقی فعالیت ولی )٣شکل ( نداشته چندانی تغییرات
 دارد بیشتری کاهش وحشی نمونه به نسبت یافته جهش نمونه

  .)٧نمودار (

  
  یافته آنزیم لوسیفراز شده حاوی ژن جهش پلاسمیدهای استخراج )۱شکل 

  

  

  
نشانگر  ردیف اول)افته و وحشی: ی بررسی خلوص آنزیم لوسیفراز جهش )۲شکل 

ترتیب خروج از  شده به های تخلیص نمونه )۱- ۴ ردیفوزن مولکولی پروتئین، 
  ستون

  

  
پروتئولیتیک آنزیم لوسیفراز  از هضم حاصل SDS-PAGEژل  )۳شکل 
  های مختلف در زمان یافته و وحشی جهش

  
صورت  پروتئاز به حساس جایگاه در R330Q جهش کلی طور به

 آنزیم پروتئازی حساسیت در که داد نشان نتایج ولی گرفت
 نشد ایجاد توجهی قابل تفاوت وحشی نمونه به نسبت یافته جهش
 فعالیت و حرارتی پایداری جمله از آنزیم دیگر خصوصیات ولی
 به نسبت یافته جهش این که داد نشان پروتئاز حضور در مانده باقی
  .است شده تر حساس حدودی تا وحشی نمونه

جز  ههای دیگر ب شود که این جایگاه با اسیدآمینه پیشنهاد می
. شودگلوتامین جایگزین شده و خصوصیات پروتئین بررسی 
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صورت  های دیگر حساس به برش تریپسین، به همچنین جایگاه
تاثیر همزمان جایگزینی دوتایی همراه با این جایگاه جهش داده و 
  .شوددر دو جایگاه حساس به پروتئولیز ارزیابی 

  
  گیری نتیجه
واقع در نواحی سطحی آنزیم  R330 گاهیهدفدار در جا ییزا جهش

. با این شد نیگزیجا نیبا گلوتام نیآرژن و هانجام شدلوسیفراز 
 pHمانند یافته  جهش جایگزینی، برخی از خصوصیات آنزیم

 )شیافزا( یشدن حرارت رفعالیو غ )۸به  ۵/۷از  شیافزا( ممیاپت
که این جایگاه، حساس به برش توسط  با توجه به اینکرد.  رییتغ

ز محدود، یپروتئول جیاساس نتابرولی ، [12]تریپسین گزارش شده بود
 نیپسیتر یکیتیبرابر هضم پروتئولیافته جدید بر پایداری در  جهش
  نداشت. یریتاث
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