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 فرازيلوس ميآنز نسانسيولوميبر واكنش ب نيبر كول يحلال بسازودگداز مبتن تأثير يررسب
  نينياز آرژ يغن افتهيجهش  و يوحش
  1اكبر حيدري و *1، سامان حسينخاني2، امين تشكر1فرشته رحمتي

 گروه بيوشيميدانشكده علوم زيستي، دانشگاه تربيت مدرس، ، تهران 1

 گروه بيوشيمي مركز تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيك، دانشگاه تهران،، تهران 2

  15/4/94 :تاريخ پذيرش  6/11/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

تماس موثر بين ها  حلالاين . باشند ميآنزيمي، از اهميت بسزايي برخوردار  هاي واكنشدر ) DES(هاي بسازودگداز  حلال
بيولومينسانس پديده توليد و . آنزيم شود تواند موجب افزايش پايداري و فعاليت و از اينرو مي سازد واكنشگر و آنزيم را ميسر مي

واكنش شيميايي اصلي در بيولومينسانس شامل رنگدانه مولد نور لوسيفرين، و آنزيم . نشر نور توسط موجودات زنده است
فسفات نياز  تري كند كه به مولكول حامل انرژي آدنوزين مي آنزيم لوسيفراز اكسيداسيون لوسيفرين را كاتاليز.باشد لوسيفراز مي

لوسيفراز به دليل محصولي كه به سهولت قابل رديابي است، كاربردهاي فراواني در بيوتكنولوژي و زيست شناسي مولكولي . دارد
وجب محدوديت در استفاده از م ATPحال، پايداري حرارتي پايين، عدد تبديل كم و تمايل شديد لوسيفراز به  با اين. يافته است

هاي بسازودگداز روشي نوين جهت پايدارسازي  استفاده از حلال. هاي مبتني بر لوسيفراز در كاربردهاي تجاري شده است سيستم
هاي دهنده  هاي بسازودگداز عموماً شامل يك نمك ارگانيك و گروه يك گروه از حلال .و كاتاليزورهاي زيستي است پروتئينها

ويژگي هاي  برها  در اين مطالعه، اثرات اين حلال. شوند باشند كه در نتيحه آن پيوندهاي هيدروژني تشكيل مي هيدروژن مي
گليسرول با : كلرايد در حضور كولين) E354R/Arg356(يافته  وحشي و جهش Lampyris turkestanicus سينتيكي آنزيم لوسيفراز

باكتري اشزيشياكلي  يافته در بدين منظور، هر دو آنزيم وحشي و جهش. شدبررسي به عنوان حلال بسازودگداز  1:2نسبت مولي 
بر . شد بيان گرديد و پروتئين مورد نظر از طريق كروماتوگرافي تمايلي تخليص و براي مطالعات سينتيكي استفاده BL21سويه 

يافته  لوسيفرازهاي وحشي و جهش باعث افزايش پايداري دمايياساس نتايج به دست آمده، حلال بسازودگداز 
E354R/Arg356 شد. 

  بيولومينسانس، لوسيفراز، حلال هاي بسازودگداز، پايداري دمايي: كليدي واژه هاي

  Saman_h@modares.ac.ir :، پست الكترونيكي02182884717: نويسنده مسئول، تلفن* 

 مقدمه

 ،ي شبتاب بيوشيمي سيستم بيولومينسانس حشره
زي آن  ترين نمونه در ميان ساير اشكال خشكي شده شناخته
اين سيستم شامل تركيب بنزوتيازولي . )11( است

 ATPسازي توسط  و فعال لوسيفرين، آنزيم لوسيفراز،
لوسيفراز حشره شبتاب توليد . )19و  6، 3( باشد مي
. كنديولومينسانس را از طريق دو واكنش آنزيمي كاتاليز ميب

سازي لوسيفرين از طريق استري  در مرحله ي اول، فعال
و با انتقال  ATPشدن گروه آدنوزين منوفسفات متعلق به 

گروه كربوكسيل لوسيفرين و آزادسازي پيروفسفات انجام 
شده لوسيفرين،  بعد، شكل فعال مرحلهدر . مي شود

لوسيفريل آدنيلات، به كمك اكسيژن مولكولي اكسيد شده 
. كند و حدواسط پراكسي حلقوي غني از انرژي را ايجاد مي
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و اكسي  co2اين حدواسط با شكست خودبخودي، به 
كه تركيب اكسي  لوسيفرين برانگيخته تبديل مي شود

پايه به نشر يك لوسيفرين برانگيخته با تبديل به حالت 
-60(%فوتون نور مرئي با راندمان كوانتومي قابل توجه 

  .)10و  6، 4( منتهي مي گردد) %45

هاي مختلف آنزيم لوسيفراز از جمله نشر  ا توجه به ويژگيب
ي بسيار پايين، راندمان  نور مرئي، سيگنال پس زمينه

كاتاليتيك بالا، اختصاصيت براي سوبسترا، حساسيت بالا 
، اين آنزيم ابزار قدرتمندي در مطالعات  ATP براي

از جمله اين كابردها   .مي باشد in vivoو  in vitroمختلف 
تخمين ، ATPهاي وابسته به  سنجشمي توان به 

تصويربرداري مولكولي، ، فرايندهاي هاي باكتريايي آلودگي
 اشاره كردگزارشگر ژنتيكي و پروتئيني  و سيستم هاي

شايان ذكر است كه اين آنزيم به عنوان حسگر . )18(
- مولكولي به منظور آشكارسازي ميانكنش هاي پروتئين

 13( پروتئين و آناليت هاي مختلف نيز ابزاري كارآمد است
با اين وجود، استفاده از لوسيفراز نوع وحشي اغلب . )17و 
 30دليل پايداري ناكافي اين آنزيم در دماهاي بيش از به 

بنابراين . )15و  10(شود ي سانتيگراد، محدود مي درجه
فراهم كردن اشكال پايدار حرارتي لوسيفراز اغلب مورد 

ي اعمال  لذا تلاش هاي بسياري در زمينه. نياز مي باشد
هاي مختلف به منظور افزايش پايداري حرارتي و  جهش

در كنار . دن ساير خواص آن انجام شده استبهينه كر
، استفاده )7و  1( زايي هدفمند هاي جهش استفاده از روش

هاي مختلف به منظور ارتقاي خواص آنزيمي از  از حلال
جمله پايداري حرارتي و راندمان كاتاليتيك آنزيم نيز از 

 ).12و  5( جمله روش هاي مرسوم مي باشد

به عنوان  )deep eutectic solvents(حلال هاي بسازودگداز
و به منظور رفع نقايص  هاي يوني اي از حلال گروه ويژه

، در اوايل قرن حاضر )سميت و پر هزينه بودن(ها  حلال
هاي سبز  هاي اخير به عنوان حلال معرفي شدند و در سال

 در حوزه صنعت و پژوهش بسيار مور توجه قرار گرفتند

يك حلال بسازودگداز در واقع نوعي حلال يوني . )20(
است كه عموما متشكل از دو يا سه جز ارزان با قابليت 
ايجاد پيوند هيدروژني در بين اجزاي تشكيل دهنده 

به . شوند مي  زودگدازباشدكه منجر به تشكيل مخلوط  مي
حلال بسازودگداز كه در نهايت ايجاد مي شود  طوريكه

دهنده اوليه  تك تك عناصر تشكيل نقطه ذوب كمتري از
با كاهش  هاي بسازودگداز عموما حلال. خود خواهد دشت

شناخته مي شوند به  بسيار شديد در نقطه انجمادشان
شايان توجه . مايع اند C°150طوريكه در دماهاي كمتر از 

مايع  C°70است كه اغلب آنها در بازه دمايي دماي اتاق تا 
در چهار گروه طبقه بندي   eutecticحلال هاي . )21( اند

  :مي شوند

و يك نمك آلي  كه از مخلوط يك نمك فلزي  1گروه 
 كه از مخلوط هيدرات نمك فلزي 2ساخته مي شود، گروه 

كه از مخلوط يك  3و نمك آلي تشكيل مي شود، گروه 
گروه پيوند هيدروژني دهنده و يك نمك آلي تشكيل مي 

نمك فلز و يك ) هيدرات(كه از مخلوط  4شود، و گروه 
 .)20( گروه پيوند هيدروژني دهنده ساخته مي شود

هاي  هاي بسازودگداز در واكنش پيشينه استفاده از حلال
و همكارانش در سال  Gorkeآنزيمي براي اولين بار به كار 

كاتاليز  در اين كار تبديلات زيستي. )5( برمي گردد 2008
 شده توسط آنزيم هيدرولاز در حضور  حلال بسازودگداز

و   Widersten 2010پس از آن در سال .  ها بررسي شد
همكارانش تاثير به كارگيري  حلال بسازودگداز را بر 

در سال . عملكرد آنزيم اپوكسيدهيدرولاز بررسي كردند
 ليپازانش عملكرد آنزيم و همكار Hua Zhaoدر كار  2011

با . )9( هاي بسازودگداز گليسرولي بررسي شد در  حلال
هاي  ها نسبت به نسل قبلي حلال توجه به مزاياي اين حلال
پذيري،  ي آسان، زيست تخريب يوني، از جمله تهيه

، و از سوي ديگر، ...سازگاري، عدم سميت، و  زيست
ينتيكي ها در جهت بهينه سازي خواص س توانايي اين حلال
ها، در بررسي حاضر، پتانسيل كارامدي  و ساختاري آنزيم
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ها براي  اين خانواده از حلال 3يك نمونه از گروه 
. سازي كاتاليز آنزيمي آنزيم لوسيفراز انتخاب شد بهينه

گليسرول به : حلال بسازودگداز انتخابي كولين كلرايد
ليز بود كه پس از تهيه به عنوان محيط كاتا 2:1نسبت مولي 

 Lampyrisآنزيمي آنزيم لوسيفراز متعلق به گونه 

turkestanicus در دو شكل وحشي و جهش يافته ،
)E354R/Arg356  (به كار رفت ، )به يافته نمونه جهش. )8 ،

دليل تفاوت در محتواي آرژينين سطحي خود، امكان 
بررسي تاثير حضور آمينواسيدهاي باردار سطحي را ميسر 

جهت سنجش (براي اين منظور ابتدا رقت بهينه . مي سازد
حلال بسازود گداز تهيه شد و در ادامه متغير هاي ) آنزيمي 

سينتيكي همچون  روند فعاليت آنزيم عليه زمان، دماي 
ي فعاليت آنزيمي، پايداري حرارتي، و فعاليت  ينهبه

حضور اين . باقيمانده آنزيمي مورد بررسي قرار گرفت
حلال در محيط كاتاليز آنزيمي منجر به افزايش پايداري 

ي فعاليت آنزيم، و تغيير در  حرارتي، تغيير دماي بهينه
الگوي تنزل وابسته به زمان نور حاصل از واكنش آنزيمي 

   .شد

  روشها و مواد
 D-Luciferin (Resem BV -The Netherlands) :مواد

potassium salt مواد محيط كشت ،)Sigma(،  

 ATP (Roche)، IPTG  و كانامايسين از)Sigma(،  ستون
Ni-NTA Sepharose )Novagene ( وpET28a (+) 

)Novagene.(  

 Luminometer )Berthold( ،UV-Visible  :ها دستگاه

Spectrophotometer )Varian (  

به منظور انجام : پروتئينهاو سنجش غلظت  بيان، تخليص
-ها و خالص ميآنزسنجش هاي آنزيمي، نياز به بيان بالاي 

پس از القاي ژن لوسيفراز مورد نظر و .باشدسازي آنها مي
به منظورتخليص آنزيم  القاي ژن آنزيم جهت بيان بالاي آن،

به كمك (كروماتوگرافي تمايلي  هاي مورد نظر از روش

هاي نوتركيب بيان آنزيم .استفاده شد)ستون نيكل سفارز
-N)آمين درانتهاي  (His6-tag)شده داراي دنبالة هيستيديني 

Terminal)  براي جداسازي  ادامهدر . باشندخود مي
 Elution(هاي متصل به ستون از بافر جدا كننده پروتئين

Buffer (بافر جدا كننده . استفاده شد)Elution Buffer (
  NaCl mM 300،Imidazole  mM 250 ،Tris/HCl حاوي

mM 50  8/7با pH  رقابت ايميدازول موجود در . باشد مي
اين بافر با هيستيدين براي اتصال به نيكل سبب خروج 

در نهايت براي حصول اطمينان . شود پروتئين از ستون مي
تكنيك ها از جهت تأييد حضور و خلوص نمونه

استفاده شد و سپس جهت  SDS-PAGEالكتروفورز 
ها از روش برادفورداستفاده شد و  سنجش غلظت پروتئين

در هر مورد با رسم منحني استاندارد به كمك پروتئين 
BSA  و معرف برادفورد، غلظت نمونه هاي آنزيمي

  .)19( مشخص شد

حلال منتخب در اين مطالعه : تهيه حلال بسازودگداز
با توجه به  .بود 1:2گليسرول به نسبت مولي :يدكولين كلرا

و كولين كلرايد )92,02 (g/mol) (گليسرول وزن مولي 
))g/mol ( 139,62(به كار  مولي نسبت و با در نظر گرفتن

و از كولين  ،گرم  184,04مول معادل  2،رفته از گليسرول
در سنتز اين حلال  ،گرم 139,62مول،  1كلرايد معادل 

هاي  البته در نهايت به منظور سنتز  در حجم. استفاده شد
اين  متفاوتبا رعايت نسبت ذكر  شده از مقادير مختلف 

حلال سنتز در ادامه به منظور  .دو تركيب استفاده شد
لص را با مي بايست دو ماده جامد شيميايي خا بسازودگداز

مخلوط نموده و  توجه به نسبت مولي صحيح در داخل بشر
با حرارت دهي غيرمستقيم در داخل ژل سيليكون و در 

و براي مدت زمان  oC  70حضور مگنت در دماي حدود 
شده تا نهايتا مايع شفافي كه همان  استيردقيقه  60تقريبي 

  .حلال بسازودگداز است حاصل شود

تعيين رقت بهينه : لال بسازودگدازين رقت بهينه از حتعي
از حلال بسازودگداز به منظور انجام ساير سنجش هاي 
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هاي نهايي از حلال  رقت. آنزيمي ضروري است
ي از حلال به حجم يدرصد حجمبسازودگداز به صورت 

 مقادير نسبت به كل حجم سنجش و در
 5آماده شد و فعاليت %) 5،10%،20%،...،70%،80%(

ميكروليتر از  25آنزيم لوسيفراز در حضور ميكروليتر از 
 mMLuciferin 1، mM ATP 2 ، mM( كمپلكس سوبسترا

Mg2+  5  و mM Tris/HCl  50 ( ميكروليتر از هر  20و
يك از رقت هاي تهيه شده از حلال بسازودگداز مورد 

در مقابل، فعاليت هر دو آنزيم در .بررسي قرار گرفت
به عنوان ( mM50 يس ميكروليتر از بافر تر 20حضور 

بررسي شد و پس از مقايسه نتايج، رقت بهينه ) كنترل منفي
حلال بسا زودگداز در حجم نهايي سنجش آنزيمي تعيين 

  .گرديد

فعاليت آنزيم با : زه گيري فعاليت آنزيم عليه زماناندا
ميكروليتر از كمپلكس  25ميكروليتر از آنزيم به  5افزودن 

از حلال بسازود گداز در رقت ميكروليتر  20سوبسترا و 
ميكروليتر از بافر  20بهينه به عنوان كنترل مثبت وبار ديگر 

ثانيه و  390تريس به عنوان كنترل منفي در بازه ي زماني 
ثانيه يكبار به كمك دستگاه لومينومتر قرار  30با فواصل هر 

  .گرفت

به منظور : اي بهينه آنزيم وحشي و جهش يافتهبررسي دم
 25ميكروليتر از حلال،  20دماي بهينه ي آنزيم ابتدا تعيين 

دقيقه در دامنه  5ميكروليتر از از كمپلكس سوبسترا به مدت 
انكوبه شدو سپس ) اي دقيقه 5با فواصل ( 5- 40ي دمايي 

ميكروليتر آنزيم فعاليت آنزيمي به  5بلافاصله با افزودن 
يب به همين ترت.كمك دستگاه لومينومتر اندازه گيري شد

فعاليت آنزيم در حضور بافر تريس نيز اندازه گيري و مورد 
  .مقايسه قرار گرفت

به : شدن و پايداري حرارتي آنزيم اندازه گيري غير فعال
  منظور بررسي پايداري حرارتي، هر آنزيم با غلظت 

02/0mg/ml   5با فواصل ( 20-50در دامنه دمايي 

ديگر درحضور  يكبار در حضور بافر تريس و بار )اي درجه
و سپس فعاليت باقيمانده  دقيقه انكوبه شد 5حلال به مدت 

 25يخ و افزودن  روي دقيقه انكوباسيون بر 2پس از 
ميكروليتر از كمپلكس سوبسترا توسط دستگاه لومينومتر 

غير فعال شدن حرارتي نيز به همين  .اندازه گيري شد
و در عوض در دامنه   oC 30ترتيب و البته در دماي ثابت 

 .اي انجام گرفت دقيقه 5با فواصل زماني  0-50زماني 
فعاليت باقيمانده آنزيم به صورت درصد فعاليت اوليه 

  .گزارش شد

 نتايج

و تخليص   پس از القاي ژن آنزيم جهت بيان بالاي آن
به (آنزيم هاي مورد نظر به روش كروماتوگرافي تمايلي 

- ييد حضور و خلوص نمونهتأو ) كمك ستون نيكل سفارز

و غلظت  SDS-PAGEالكتروفورز تكنيك ها با استفاده از 
در ادامه پس از  .ها به روش برادفورد مشخص شد پروتئين

گليسرول به نسبت :سنتز حلال بسازودگداز كولين كلرايد
هاي آنزيمي  بايست پيش از انجام سنجش ، مي1:2مولي 

ها  داشت، تا سنجش ي حلال را در اختيار بعدي، رقت بهينه
در شرايط بهينه از نسبت مناسب حلال به حجم كلي 

  .سنجش انجام شوند

سنجش آنزيمي در : لال بسازودگدازقت بهينه از حر
درصد هاي نهايي از حلال بسازودگداز به صورت  رقت
ي از حلال بسازود گداز نسبت به كل به حجم يحجم

انجام %) 5،%10،%20،...،%70،%80(درمقاديرحجم سنجش و 
شدو مشخص شدكه ميزان فعاليت آنزيمي با افزايش 

روي آن، كاهش مي  غلظت حلال و متعاقباً افزايش گران
در  10%به طوريكه بهترين رقت در اين بين، رقت . يابد

حجم نهايي سنجش آنزيم لوسيفراز بود، لذا اين رقت از 
براي ساير بررسي ها مورد  حلال به عنوان نسبت بهينه

  .)1شكل(استفاده قرار گرفت 

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1396، 3، شماره 30جلد                                                  )                         مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

  
  .DESهاي مختلف  در غلظت I232R -E354R/Arg356يافته آنزيم جهش يافته ي  نمودار فعاليت نسبي آنزيم لوسيفراز وحشي و جهش -1شكل 

  .نوشته شده استI232R اختصاردر شكل به  I232R -E354R/Arg356آنزيم جهش يافته ي 

  
هاي مختلف در  در زمان I232R -E354R/Arg356يافته  هاي وحشي و جهش در اين نمودار فعاليت آنزيم. نمودار ميزان تنزل فعاليت آنزيم -2شكل

  .نوشته شده استI232R در شكل به اختصار I232R -E354R/Arg356آنزيم جهش يافته ي . DESحضور و عدم حضور حلال 
  زمان عليه  بررسي فعاليت آنزيم : فعاليت آنزيم عليه زمان

در حضور حلال و بافر براي هر دو نمونه ي آنزيمي 
لوسيفراز وحشي و جهش يافته نشان داد كه نرخ كاهش 
فعاليت آنزيمي در حضور حلال بسازودگداز براي آنزيم 

ه در مورد آنزيم جهش يافته كاهش يافته در صورتيك

وحشي نرخ كاهش فعاليت در حضور حلال اندكي افزايش 
 ). 2شكل. (يافته است

نتايج حاصل از : دماي بهينه آنزيم وحشي و جهش يافته
ي آنزيم  وحشي در  اين بررسي نشان داد كه  دماي بهينه
ي فعاليت در عدم  حضور حلال، نسبت به دماي بهينه
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ي  كاهش يافته، حال آنكه دماي بهينه oC5حضور آن 
حضور حلال،   E354R/Arg356ي  فعاليت براي جهش يافته

 oC5ي فعاليت در عدم حضور آن  نسبت به دماي بهينه
   ).3شكل (افزايش داشت 

  
- I232Rآنزيم جهش يافته ي . DESدر حضور و عدم حضور حلال  I232R -E354R/Arg356يافته  هاي وحشي و جهش دماي بهينه آنزيم -3شكل 

E354R/Arg356 در شكل به اختصار I232Rنوشته شده است.  
 

  
 I232Rآنزيم جهش يافته ي . DESدر حضور و عدم حضور حلال  I232R -E354R/Arg356يافته  هاي وحشي و جهش پايداري دمايي آنزيم -4شكل 

-E354R/Arg356  اختصاردر شكل به I232Rنوشته شده است.  
با رسم : غير فعال شدن و پايداري حرارتي آنزيم

مربوط به غيرفعال شدن و پايداري حرارتي نمودارهاي 
انزيم، مي توان دريافت كه در حضور حلال، آنزيم 

، در حضور E354R/Arg356لوسيفراز وحشي و جهش يافته 

حلال نسبت به محيط كاتاليز محتوي تريس، پايداري 
ميزان غير فعال شدن  ).4شكل (بيشتري كسب كرده است

و آنزيم E354R/Arg356جهش يافته ي ( حرارتي هر دو آنزيم
در حضور حلال نسبت به محيط كاتاليز ) لوسيفراز وحشي
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محتوي تريس با كاهش همراه بود، به عبارت ديگر، فعاليت 
ي آنزيمي با گذشت زمان در حضور حلال نسبت  باقيمانده

 ).5شكل(به محيط كاتاليز محتوي تريس بيشتر بود 

  
آنزيم جهش يافته ي . DESدر حضور و عدم حضور حلال  I232R -E354R/Arg356يافته  هاي وحشي و جهش فعاليت باقيمانده آنزيم -5شكل 

I232R -E354R/Arg356 در شكل به اختصار I232Rنوشته شده است. 

 افتهيجهش هاي آنزيم حرارتي پايداري نمودارهاي بررسي
 50 تا 20 دمايي محدوده در انكوباسيون از پس(وحشي  و

، مبين افزايش پايداري )دقيقه 5 مدت به و گراد سانتي درجه
حضور حلال، نسبت به عدم حرارتي هر دو آنزيم، در 

در دماي   به طوريكه در حضور حلال،. حضور آن مي باشد
ي نسبي آنزيم وحشي  درجه سانتيگراد فعاليت باقيمانده 35

بود، در  55%، و در عدم حضور حلال حدود 73%حدود 
درجه، فعاليت  40يافته در دماي  ي آنزيمي جهش نمونه

ور حلال حدود و در حض 70%ي نسبي حدود ،  باقيمانده
در ارتباط با فعاليت باقيمانده آنزيم . فعاليت اوليه بود %90

 20وحشي مشاهده شد كه در عدم حضور حلال پس از 
فعاليت نسبي به صفر رسيده حال آنكه با گذشت  ،دقيقه

ي  فعاليت اوليه 15%همين مدت زمان در حضور حلال 
افته ، پس ي به علاوه، در مورد نمونه جهش. آنزيم باقي ماند

باقيمانده فعاليت آنزيمي در حضور حلال، قريب به  ،25از 
  .دو برابر اين مقدار در حضور بافر تريس مي باشد

  بحث

 بسازودگداز هاي حلال در مقايسه با حلال هاي يوني، 
توان به كم  باشند كه از جمله مي داراي مزاياي متعددي مي
، )بنسبت به آاز نظر شيميايي ( هزينه بودن، خنثي بودن

، سازگاري با محيط تهيه آسان، زيست تخريب پذيري
و از آنجايي كه  )20(زيست، و نداشتن سميت اشاره كرد 

ي انتخاب حلال كم هزينه و ايمن در مبحث كاتاليز آنزيم
بسيار حائز اهميت است به كارگيري حلال هاي 

در حيطه پژوهش و صنعت بسيار مورد توجه  بسازودگداز
با توجه به كاربردهاي متعدد آنزيم لوسيفراز در . است

، بهينه سازي خواص )16( حوزه هاي مختلف
فيزيكوشيميايي اين آنزيم از اهميت بسزايي برخوردار 

 شتريب همانندلازم به ذكر است كه آنزيم لوسيفراز . است
در  يهاطيمح دري اندكي داريپاي دارا ل،يمزوفي هاميآنز

. )2( باشديم in vivo) ( در موجود زنده و in vitro)( شيشه
- كيت و كلينيكي هاي تشخيص در لوسيفراز كاربردهاي لذا

 پايداري خاطر به ميكروبي هايآلودگي تشخيص هاي
ي ژگيو نيا ، كهاست شده محدود آنزيم اين پايين بسيار
 كاليتيآنالي كاربردها دقت و تيحساس كاهش باعث مسلماً
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 توسعه منظور به نيبنابرا. است دهيگرد فرازيلوس
بهبود  به ازين ،يتكنولوژ نياي علم وي تجاري كاركردها

با در نظر  .باشديم فرازيلوس ميآنز خواص فيزيكوشيميايي
گرفتن اين نكات و با توجه به خواص ذكر شده براي 

و امكان اعمال تغيير خواص  بسازودگدازحلال هاي 
مختلف آنزيمي از جمله خواص سينتيكي و ساختاري، 

) ها يافته طبيعي و جهش(مقايسه پارامترهاي مختلف آنزيمي
در حضور و عدم حضور اين حلال ها حائز اهميت بوده و 

هايي را  محدوديت هاي به كارگيري چنين حلال مزايا و
 .سازد آشكار مي

ي استفاده  با در نظر گرفتن اين نكات و با توجه به پيشينه
ها در كاتاليز آنزيمي، تركيب بسازودگداز  از  اين حلال
جهت استفاده  1:2گليسرول به نسبت مولي : كولين كلرايد

توجه به لزوم  ضمنا با. در محيط كاتاليز آنزيمي انتخاب شد
در اختيار داشتن رقت بهينه ي حلال لازم بود پيش از 

ي حلال تعيين  انجام سنجش هاي آنزيمي بعدي، رقت بهينه
نتيجتا با بررسي مقادير  شود،

)v/v%)(80%،70%،...،20%،10%،5 (%كه ميزان  مشخص شد
فعاليت آنزيمي با افزايش غلظت حلال و متعاقبا افزايش 

به طوريكه بهترين رقت در . ش مي يابدگرانروي آن، كاه
در حجم نهايي سنجش آنزيم لوسيفراز  10%اين بين، رقت 

در اين خصوص مي توان اذعان داشت كه كاهش . بود
اي مستقل  هاي بالاتر حلال، پديده فعاليت آنزيمي در غلظت

و در  )12( از اثر حلال بر دناتوره شدن پروتئين بوده
شانس برخورد موثر آنزيم و عوض اين امر مرهون كاهش 

ي زياد  هاي بالاي حلال و ويسكوزيته سوبسترا در غلظت
ها ممكن است بر  از سوي ديگر، اين حلال .آن مي باشد

سوبسترا تاثير - هاي حدواسط واكنش يا آنزيم كمپلكس
در ادامه فعاليت آنزيم عليه . ناپايدار كنندگي داشته باشند

بررسي شد، در حالت زمان در حضور و عدم حضور حلال 
 يكي مرحله دو شامل زمان عليه آنزيم فعاليت كلي نمودار

 فعاليت كاهش مرحله ديگري وسريع  افزايش زمان مرحله
 افزايش مرحله). Decay rate( باشد مي حداكثر حالت از

 و لوسيفرين( سوبسترا از آنزيم شدن اشباع به مربوطسريع 
ATP (بازدارندگي اثر علت به فعاليت كاهش مرحله و 

نتايج اين . باشد مي هيدرولوسيفرين دي جانبي محصول
كاهشي در مورد آنزيم  مرحلهبررسي نشان داد كه سرعت 

از آنجايي  .يافته در حضور حلال كاهش يافته است جهش
جانبي  محصول بازدارندگي كه كاهش نور مربوط به اثر

كند  بايست احتمالا حلال بسازودگداز با واكنش است، مي
كردن روند تخريب اين حدواسط، اين روند را كاهش مي 

  . دهد

 بهينه حرارت درجه راتييتغ بر حلال اثر مطالعه منظور به
 در بهينه حرارت درجه نمودار افته و وحشي،يجهش  ميآنز

 جينتا. ديگرد رسم گراد سانتي درجه 50 تا 5 دمايي محدوده
ي  يافته جهشبهينه آنزيم  دماي كه دهديم نشان حاصله

E354R/Arg356   در  حضور حلال  نسبت به بافر تريس
oC5  افزايش داشت، در مقابل آنزيم وحشي در حضور

ي اثر گذاري حلال  اين نحوه. كاهش داشت oC5حلال 
احتمالا ناشي از تغيير در محتواي ساختار دوم آنزيم مي 

  . باشد

ر يم در حضوانكوباسيون هر دو آنز دهديم نشان جينتا
تر شدن آنزيم نسبت به محيط واكنش حلال، منجر به پايدار

به عنوان يك توصيف احتمالي در افزايش . بافري مي شود
تر شدن ساختار در  فشردهپايداري حرارتي مي توان به 

حضور اين حلال اشاره كرد، كه نتيجتا از دناتوره شدن 
در ضمن به دليل قابليت . حرارتي آنزيم ممانعت مي كند

حلال در برقراري پيوند هاي هيدروژني با آنزيم در  اين
اين حلال  قادر خواهد بود تغييرات  محيط واكنش،

  .ساختاري در آنزيم لوسيفراز اعمال كند

در نهايت اينكه، گرچه حلال بسازودگداز به كار رفته، 
 اماباشد،  هاي دناتوره كننده همچون كلرايد مي محتوي يون

ي حلال به ميزان قابل  سازندههاي  هاي مولي يون غلظت
هاي  ي حضور گليسرول، به عنوان معادل توجهي به واسطه

در واقع گليسرول داراي . يابد ها، كاهش مي مولي اين يون
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قابليت برقراري پيوند هيدروژني با اين يون ها بوده، و از 
طرف ديگر اين قابليت تشكيل پيوند هيدروژني، در 

روتئين، احتمالا منجر به سطحي پ ريشه هايمواجهه با 
 .  پايدار شدن ساختار آن خواهد شد
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Abstract 

Deep eutectic solvents (DES) are significantly important in enzymatic reactions. These 
solvents increase the efficient contact between substrate and enzyme and therefore, may 
increase enzyme stability and activity. Bioluminescence is the production and emission 
of light by a living organism. The principal chemical reaction in bioluminescence 
involves the light-emitting pigment luciferin and the enzyme luciferase. The enzyme 
catalyzes the oxidation of luciferin, which requires the energy-carrying molecule 
adenosine triphosphate (ATP). Because of its easily detectable product, luciferase has 
found a wide range of application in biotechnology and molecular biology. However, its 
low thermostability, low turnover number and high Km for ATP restrict further use of 
luciferase based systems in commercial application. Newly developed method which 
can be used to increase the stability of proteins and biocatalysts is to take advantage of 
Deep eutectic solvents (DESs). One group of Deep eutectic solvents are generally 
composed of organic salts with hydrogen bond donors, as a result of which hydrogen 
bonds are formed. In this study, we investigated the effects of these solvents on kinetic 
properties of wild type and E354R/Arg356 mutant Lampyris turkestanicus luciferases in 
the presence of choline chloride: glycerol with molar ratio of 2:1 as DES. For this, both 
wild type and mutant, expressed in Escherichia coli BL21, the protein of interest 
purified through affinity chromatography and used for kinetic studies. Based on the 
obtained results, DES has positive effect on the thermostability of wild type and mutant 
luciferases. 
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