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 چكيده 

صنعتي استفاده مي شود به آنزيم لوسـيفراز تكيـه    تكنولوژي بيولومينسانس كه در كارهاي تحقيقاتي و

با اكسيداسيون سوبسـتراي خـاص خـود كـه بـه عنـوان لوسـيفرين          +Mg2و ATPحضور  دارد كه در

تـاكنون كارهـاي   . نشـر همزمـان فوتـون مـي شـود     تشكيل اكسي لوسيفرين باعث  شناخته مي شود و

هـدف مـا در ايـن     .لكردي اين آنزيم صورت گرفته استعم فراواني براي بهبود ويژگي هاي ساختاري و

تغييـر   پيونـد دي سـولفيدي و  . مطالعه بررسي تاثير همزمان دو جهش پايدار كننده آنزيم لوسيفراز بود

بـراي ايـن منظـور مـا از  جهـش      . مينه بـا بـار مثبـت   اسيد آمينه آبگريز در معرض حـلال بـه اسـيدآ   

A296C/A326C  در نتيجـه افـزايش فعاليـت ويـژه و پايـداري       كه باعث ايجاد پيونـد دي سـولفيدي و

بـه عنـوان    232از سوي ديگر گزارش شده كه جايگزيني ايزولوسـين  . حرارتي مي شود استفاده كرديم

از آنجايي كه يكـي   كننده آنزيم لوسيفراز مي باشد و اسيد آمينه در معرض حلال يكي از  عوامل پايدار

از ويژگي هاي آنزيم هاي مقاوم به حرارت دارا بـودن آرژنـين فـراوان بخصـوص در نـواحي در معـرض       

  I232R/A296C/A326C وI232R بنابراين جهش هـاي  . انتخاب شد  I232Rحلال مي باشد، جهش 

در كنـار آنـزيم لوسـيفراز     ايجاد شـد و  هدفدار زايي با روش جهش پيراليس فوتينوسدر لوسيفرازگونه 

نتايج حاكي . مورد مطالعات ساختاري و سنتيكي قرار گرفتند A296C/A326Cطبيعي و داراي جهش 

پروتئـازي   باعث افزايش پايداري حرارتي و  I232R/A296C/A326C وI232R   از اين است كه جهش

 A296C/A326Cست ولـي نسـبت بـه جهـش يافتـه      شده ا ATPكاهش تمايل آنزيم به لوسيفرين و و

كه نشان دهنده افزايشي نبودن تغييرات ايجاد شده در اثـر جهـش هـا     پايداري حرارتي كمتر مي باشد

 .مي باشد

 هدفـدار،  زايـي  جهـش  دي سـولفيدي،  پيونـد  بيولومينسـانس، ، Photinus pyralis: كلمات كليـدي 
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 88........................................................................................................................يديد پتاسيم)آكريل آميد و ب)لفا

  90...................................................................آنزيم هاي وحشي وجهش يافته پروتئوليز محدود -16-3شكل 
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 توسـط سـرور   232محاسبه سطح در دسترس حلال اسيد آمينه هاي آرژنين و ايزولوسين  -17-3شكل
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و پيوند دي  232كه موقعيت آرژنين  Photinus pyralis ساختار سه بعدي لوسيفراز -1-4شكل 
 98............................................................د شده را نسبت به جايگاه فعال آنزيم نشان مي دهدسولفيدي ايجا
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 مقدمه -1-1

0Fمينسـانس ووجود دارد كه جـذابيتي مثـل بيول   نادري درطبيعتپديده هاي زيستي 

يعنـي توليـد نـور     1

   جلـب كـرده اسـت    پديده اي كه از زمان هاي اوليه بشر را به خـود  ،توسط موجودات زنده داشته باشد

 شـود  به فرايند تبديل انرژي شيميايي به نور در سيستم هاي زيستي گفتـه مـي   بيولومينسانس . )1-3(

) اسـتتار (دفـاع   وجاندارن بيولومينسانت، نشر نور جهت به دام اندازي طعمـه، ارتبـاط جنسـي     در .)4(

موجـودات   بسـياري از . باشد، اگر چه مواردي وجود دارد كه نقش بيولومينسـانس نامشـخص اسـت    مي

1F، يك گونه از حلزونهاحشرات، باكتريها ،آبزي

2Fماهيهژل، 2

مرجانهاي دريـايي و برخـي    3F4،بنفشه دريايي، 3

 .توانايي توليد نور را دارند از خرچنگها

هاي بيولومينسنت در دريا زندگي مي كنند تعداد بسيار زيـادي از آنهـا نيـز    با اينكه اكثريت ارگانيسم  

ــالان  خشــكي زي هســتند ــاب ب ــل راســته ق ــانواده  در   (Coleoptera)مث ــر خ  (the firefly)ســه زي

Lampyridae، (rairoad worms) Phengodidaو Elaterida )click beetles( لوسيفرازهاي طوريكه به 

 Rail road worms  و نـارنجي  -سبز نور  Click beetles  ،)540-580( زرد -سبز نور Fireflyبه مربوط

 .)6, 5( را ساطع مي كنند )536-638( قرمز -سبز نور 

                                                
1 Bioluminesence 
2 Mollusks 
3 Aequorea 
4 Renilla 
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عليـرغم اينكـه در   اند  كرده نامگذاري كلي لوسيفراز نام با را فرايند بيولومينسانس در درگير هاي آنزيم

 تمامي موجودات لومينسانت آنزيم لوسيفراز وجود دارد ليكن سوبسـتراهاي مـورد اسـتفاده و چگـونگي    

بـه دليـل كـاربرد فـراوان      .كاتاليز واكنش به وسيله اين آنزيم در موجودات مختلف كاملا متفاوت است

4Fلوسيفراز حشره شبتاب

  .استاين آنزيم صورت گرفته  بيشتر مطالعات بر روي 1

 

 تاريخچه-1-2

روي حشـره شـبتاب    1885با آزمايش پرفسـور رافائـل دو بـوآ  در سـال      BLمطالعه نوين روي پديده 

(Coleoptera: Elateridae) Pyrophorus     در سـال   . )7, 1( موسوم به سوسـك پشـتك زن آغـاز شـد

1875P.Fluger ريدا را مورد بررسي قرار داد و نيروي حرارتي را براي اين پاندام نورافشان حشرات لام

 nmطـول مـوج نشـر حشـرات را از      ي گستره ،.Coblentz W.W 1912در سال  .)8(پديده نشان داد

 ـ   در گونه nm 580تا  538 وي همچنـين بـازده نشـر نـور را بـراي       . )9( دسـت آورد ه هـاي مختلـف ب

ــه ــين    گون ــريس ب ــاي لامپ ــرد   79-90ه ــزارش ك ــد گ ــال  .)10( درص و  .Hayasi K 1929در س

Okuyama M. اعصاب، شدت  هنو كي و مواد شيميايي با اثر بر عضلات كه جريان الكتري عنوان كردند

اتمسفر نورافشاني متوقـف   4/1ها نشان دادند كه در فشار اكسيژن كمتر از  آن. نور را افزايش مي دهند

 .)11( شود مي

-و نشان داد كه در غلظـت  شبتاب بررسي كرد ي حشرهاثر اتر را روي  G.A.Emerson 1935در سال 

 ي حشـره لوسـيفرين   .)12( صـورت ممتـد نشـر مـي كنـد     ه ها حشره ب تراشهدليل اتساع ه كم ب هاي

در سـال  . سـازي گرديـد   جداسـازي و خـالص   B.L.Strchler  و Mc Elroy توسـط   1949شـبتاب در  

1961 E.H.White   13( و همكارانش ساختمان لوسيفرين را گـزارش كردنـد(. H.Wynberg   در سـال

                                                
1 Firefly luciferase 
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هـاي چـپ و راسـت لارو زنـده      متوجه شدند كه فانوسـك  BLبا مطالعه روي چرخش نوري در  1980

 .)14( را در جهات معكوس نشر مي كنندنور پلاريزه  Photuris versi color هاي شبتاب گونه  حشره

M.deluca بشبتا ي ژن لوسيفراز حشره 1986در سال Photinus pyralis منتقـل  به گيـاه توتـون    را

انـدام ايـن گيـاه بعـد از پاشـيدن محلـول       . كرد و بدين ترتيب گياه قادر به سـاختن لوسـيفراز گرديـد   

 .)15( لوسيفرين به روي آن نوراني شد

م كامـل  س ـيك و مكانيتنيس ـ N.N. Ugarovaن دانشگاه مسـكو بـه سرپرسـتي    امحقق 1989در سال 

ساختار سه بعدي كريسـتال لوسـيفراز    1996در سال  .)16( كردندشبتاب را كشف ي  لوسيفراز حشره

P . گونه pyralis كريسـتالي   سـاختار  2006و در آخرين مطالعه انجام گرفته در سال  )17( تعيين شد

                  آدنــيلات-آنالوگ حدواســط لوســيفريل آنــزيم لوســيفراز ژاپنــي مقــاوم بــه حــرارت در حضــور      

(50-O-[dehydroluciferyl)-sulfamoyl]adenosine) DLSA 18( به دست آمده است(. 

هـا بـا    كه از زمان شروع اندازه گيري شود مشاهده مي Deluca  تا Mc Elroyبا مروري بر كاركردهاي 

 ي حشـره پيشرفت كرد، تعداد زيادي  BLتومتر تا زماني كه تكنولوژي اندازه گيري وفچشم به عنوان 

 .گرفته استشبتاب مورد مطالعه قرار 

 

FLuc5Fعملكرد  ساختار و -1-3

1  

ابـر  اعضـاي ايـن   . اسـت  تشـكيل دهنـده آدنـيلات    ابر خانوادهلوسيفراز حشره شب تاب يكي از اعضاي 

توسـط   .)19(د نمـي باش ـ  آريل كواسنتتازها وپپتيدسـنتتازهاي غيـر ريبـوزومي    شامل آسيل و خانواده

 بيشتر شبيه به آسيل كوآ ليگاز مي باشـد  لوسيفراز كه است همولوژي توالي اوليه آشكار شدهمطالعات 

 .)plant 4-coumarate :CoA ligase  ()20همولوژي با  30(%

                                                
1 Firefly Luciferase 


