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در فوتوپروتئين اكورين   30و ليزين  28نقش اسيدهاي آمينه آسپارژين مطالعه اهميت و 
  جذب كلسيم

 2نادر مقصودي و* 1، مهدي زين الديني1 معصومه اسماعيل نژاد

  پژوهشكده علوم و فناوري زيستيدانشگاه صنعتي مالك اشتر، تهران،  1
  م اعصابمركز علو، علوم پزشكي شهيد بهشتيدانشگاه تهران،  2

  3/8/93 :تاريخ پذيرش  19/1/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

، فوتوپروتئين حساس به كلسيم است كه از اپواكورين و گروه اكوريا ويكتوريافوتوپروتئين اكورين جدا شده از عروس دريايي 
 چهارامل اين پروتئين مونومري ش. شودمي  سبب نشر نور آبيكلسيم  هدراثر اتصال ب وپروستاتيك كوالنترازين تشكيل شده 

افزايش كلسيم در مغز مي تواند منجر از سوي ديگر . آن مي تواند به كلسيم متصل شود موتيف سهاست كه  EF handموتيف 
ي متصل شونده به پروتئينهابا توجه به اينكه در گروه اكورين . ي عصبي نظير آلزايمر، پاركينسون و سكته مغري گرددبيماريهابه 

هدف تحقيق حاضر . جذب نمايدي عصبي نرونهادر همانند يك اسفنج مي تواند كلسيم مازاد را  قرار دارد،) CBPs(كلسيم 
 با استفاده از روش جهش، در اين تحقيق  .كلسيم است حساسيت آن بهي هدفمند در اكورين به منظور افزايش جهشهاايجاد 
طراحي   EF hand در ناحيه  N28D)  و(K30T  30و ليزين  28نقطه اي در اسيدهاي آمينه آسپاراژين  جهشدو ، هدفمند زايي

به  ي جهش يافتهپروتئينهابا توجه به طراحي دنباله هيستيدين، تخليص . كلون و بيان شد pET21گرديد و درون سيستم بياني 
حساسيت ج نتاي. مقايسه گرديد ،كلسيم با نمونه اوليه به ي مذكورجهشها حساسيت ي نيكله انجام شد و در نهايتستونهاكمك 

از حساسيت و ميل تركيبي بالاتري به كلسيم در مقايسه با نمونه اوليه ،  K30T كه جهشنشان داد ي توليدي به كلسيم، پروتئينها
  .خود نشان مي دهد

   .حساسيت، كلسيمجهش ، فوتوپروتئين اكورين ، : كليديه هاي ژاو

  zeinoddini52@mut.ac.ir : ، پست الكترونيكي 02122974600: ، تلفنولسئنويسنده م* 

  مقدمه
نام ه يك دانشمند ژاپني مقيم آمريكا ب 1961در سال 

براي اولين بار يك پروتئين غيرمعمول اوسامو شيمومورا 
اكوريا  نام ه ب ستاره دريايينوعي از را بيولومينسانس 

نام ژنريك عروس  شناسايي كرد كه براساس ويكتوريا
اين پروتئين  .)18(يد نامدريايي مذكور آن را اكورين 

ي آبي در اثر افزودن مقدار محلولهاقدرت انتشار نور را در 
 سهشامل  اكورين كمپلكس. داراست) +Ca2(كمي كلسيم 

 كيلودالتوني 23حدود  بخش مجزا است، يك آپوپروتئين
 ه پروستتيكگرو، مولكول اكسيژن و يك اپواكورينبه نام 

در حقيقت  ). از خانواده لوسيفرين( كوالنترازينبه نام 
يون كلسيم  3وقتي مشابه آنزيم است كه  اكورين كمپلكس

، كوالنتراميد به كوالنترازين، مي شود به اين كمپلكس باند
، و  CO2 ، اپواكورين و سبب آزاد شدن   مي شود اكسيده

از  .مي شود )آبي رنگ(  نانومتر 469نوري با طول موج 
اسيد آمينه است كه  189پروتئيني با  اكوريننظر ساختاري 

. جايگاه اتصال به كلسيم در هنگام فعاليت است سهداراي 
به غلظت كلسيم،  اكورينحساسيت بالاي  به دليل

درصد بودن  ي زنده و داراسلولهاسازگاري زيستي آن با 



 1394، 4، شماره 28جلد                                                                    )         مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

469 

اين بسيار بالاي سيگنال نسبت به نويز پس زمينه، از 
ماركر جهت شناسايي مقادير پايين  به عنوانفتوپروتئين 

و به خصوص ) مولكول 01/0كمتر از (محصولات معدني
با توجه به اينكه تهيه  .)10و  9، 3( كلسيم استفاده مي شود

بر بوده و بازده كمي  اكورين طبيعي از عروس دريايي زمان
همزمان دو گروه  به طور 1985نيز دارد در سال 

آپو اكورين  cDNAيشگاهي به رهبري پراشر و اينوي، آزما
 ي مهندسي ژنتيك، كلون كردند تكنيكهارا با استفاده از 

تا به كاربردهاي زياد اكورين،  همچنين برمبناي. )16 و11(
ي مختلفي بر روي اين پروتئين انجام شده جهشهاامروز 

و ايجاد خصوصيات بيشتر يي آكار سبب افزايشاست كه 
از سوي ديگر  ).15 و 13، 7 ،6(شده است  براي آن

ي اتصالي به پروتئينهامطالعات محققين نقش و ارتباط 
در حفاظت را نظير كالبايندين و اكورين ) CaBPs(كلسيم 

اغلب اين مطالعات . ي عصبي نشان مي دهدسلولهااز 
بيانگر اين نكته مهم بوده است كه در مغز حيوانات مسن 

، 2(مشاهده مي شود  CaBPsير نظير انسان، كاهش چشمگ
با در نظر گرفتن اينكه اكورين در گروه ). 22و  4

ي متصل شونده به كلسيم قرار دارد، از اين پروتئينها
پروتئين مشابه اسفنج به منظور مهار كلسيم اضافي توليد 

ي عصبي، استفاده نرونهاشده در بيماريهايي آسيب رسان به 
به عنوان ماده محافظ كه از اكورين  يبه طور. مي شود
به نام  ي عصبي در قالب دارو و مكمل غذاييسلولها

در تحقيق حاضر با ). 17 و 1(پريواژن استفاده شده است 
، دو جهش نظير كالمودولين CaBPsايده برداري از برخي 

شد تا  اعمال N28D) و (EF Hand I K30Tدر موتيف 
وليه مورد حساسيت پروتئين به كلسيم در مقايسه با نمونه ا

  .ارزيابي قرار گيرد

  روشهامواد و 
هاي هدفمند،  براساس جهش :ي هدفمندجهشهاايجاد 
، انجام  Quick change site directed mutagenesisروش 

مكمل مخالف  به طورپرايمر هاي اليگونوكلئوتيدي . شد
ي دمايي سيكلهاو در طي  طراحي شدهرشته هاي پلاسميد 

براساس روش مذكور ، تكثير ). 1جدول (گسترش مي يابد 
صورت گرفته  PWOپلاسميدي با استفاده از آنزيم پليمراز 

 DpnIو پس از هضم رشته هاي اوليه با آنزيم محدودگر 
)10 U/µl ( ي مستعد شده باكتريها، درونXL-1 Blue 

ي حاصله كلونها در ادامه استخراج پلاسميد از. انتقال يافت
و  NdeIاز دو آنزيم محدودگر آمده و با استفاده  به دست

EcoRI ي جهشهاو جهت بررسي  تأييد كلونها ، صحت
لازم به توضيح  .مربوطه به شركت ژن فناوران ارسال گرديد

كلون ژن رمز كننده ( pET-aequorinاست كه پلاسميد 
پلاسميد  EcoRIو  NdeIي برش جايگاههااكورين درون 

pET21 ( آمد  به دستاز مطالعه قبلي)23.( 

  .توالي و اندازه پرايمرهاي مورد استفاده در اين تحقيق - 1جدول 
  نام پرايمر توالي  )bp(اندازه 

33  5/ - CTG GAT GTG AAC CAC GAT GGT AAA ATC TCT CTG – 3/ F-N-28-D 

33  5/ - CAG AGA GAT TTT ACC ATC GTG GTT CAC ATC CAG – 3/ R-N-28-D  
36  5/ - GTG AAC CAC AAC GGT ACC ATC TCT CTG GAC GAA ATG – 3/ F-K-30-T 

36  5/ - CAT TTC GTC CAG AGA GAT GGT ACC GTT GTG GTT CAC – 3/ R-K-30-T  
: بيان و خالص سازي فوتوپروتئين اكورين جهش يافته

ي حضور توالي جهش يافته مورد نظر مولكول تأييدپس از 
 BL21(DE3)ي سلولهادر اكورين اوليه، وكتور نوتركيب به 

بعد از كشت تك كلني  .مستعد شده، ترانسفورم گرديد

 30در دماي  IPTGحاصله، القاي بيان با يك ميلي مولار 
با توجه به طراحي دنباله . درجه سانتي گراد انجام شد

هيستدين در انتهاي آمينو پروتئين، پس از القاء با استفاده از 
 aeq-N28D، دو نوع پروتئين جهش يافته   Ni-NTAستون 
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 SDS-PAGEخالص سازي و با استفاده از  aeq-K30Tو 
با  پروتئينهاهمچنين . خلوص آنها مورد آناليز قرار گرفت

استفاده از روش برادفورد تعيين غلظت شده و در غلظت 
mg/ml 1  به همراهmM 30  80سوربيتول، در دماي- 

  .درجه سانتي گراد، ذخيره سازي شدند

 5: تئين اكورين جهش يافتهفوتوپرو ارزيابي عملكرد
ميكروگرم از نمونه پروتئين بدون جهش يا جهش يافته به 

 mM Tris, 10 mM DTT, 5 50( 1ميكروليتر از بافر  15

mM EDTA, pH 8 (ميكرومولار از  5سپس . اضافه شد
حداقل يك  به مدت كوالنترازين به آن افزوده شده و

در . گرديددرجه سانتي گراد، انكوبه  4ساعت در دماي 
بار رقيق سازي مخلوط  20الي  10نهايت نيز پس از 

، با )mM Tris, 5 mM EDTA, pH 8 50( 2مذكور با بافر 
 mM Tris, 15 50( 3ميكروليتر از بافر  100اضافه كردن 

mM CaCl2, 5 mM EDTA, pH 8 ( بلافاصله نشر نوري
)relative luminescence, RLU ( به كمك دستگاه

، )Berthold Detection Systems, GmbH(لومينومتر 
جهت انجام تيتراسيون كلسيم، كلريد كلسيم با . خوانش شد
ي زائد خالص سازي يونها جهت حذف EDTAاستفاده از 

 350(و در طي چند مرحله با استفاده از كوره در دماي بالا 
در ادامه دو ميكروليتر . شد آب گيري، )درجه سانتي گراد

 100وليتري اشاره شده در بالا به ميكر 50از مخلوط 
 10- 2- 10- 9 يغلظتهاي رقيق شده از محلولهاميكروليتر 

كلريد كلسيم انتقال داده شد و شدت نور حاصل از مقادير 
دستگاه لومينومتر خوانش  به وسيلهمختلف غلظت كلسيم 

، پروتئينهاگرديد و ميانگين مقادير متفاوت از شدت نور 
ش اندازه گيري و سپس نمودار حاصل از چند مرحله خوان

ي مختلف جهشهاحاصل ترسيم و حساسيت به كلسيم در 
لازم به  .با پروتئين اكورين فاقد جهش مقايسه گرديد

آزمايشات با سه بار تكرار مورد آناليز قرار توضيح است كه 
  .گرفت

  نتايج

پس : ساخت سازه ژني فوتوپروتئين اكورين جهش يافته
بر روي ژل  PCRد ، محصول ي هدفمنجهشهااز انجام 

 kb 6آگاروز آناليز شد كه تكثير پلاسميد با اندازه حدود 
همچنين پس از ). الف - 1شكل ( بيانگر صحت تكثير است

و انتقال پلاسميد به درون باكتري  DpnIهضم آنزيمي 
E.coli آمده مجدد استخراج پلاسميد  به دستي كلونها ، از

هضم شد كه  EcoRIو  NdeIصورت گرفته و با دو آنزيم 
بازي بيانگر حضور اكورينهاي  625آزاد شدن قطعه حدود 

شكل (است  )pET-aequorin( جهش يافته درون پلاسميد
شده جهت تعيين ترادف، به  تأييدپلاسميدهاي ). ب- 1

شركت مربوطه ارسال گرديد كه نتايج تعيين ترادف نيز 
  .)2شكل (ي اعمال شده بود جهشهابيانگر صحت 

-pETپلاسميدهاي  ادامهدر : جهش يافتهي پروتئينهايد تول

aequorin  ،درون باكتري بياني ، بدون جهش و جهش يافته
 Ni-NTAي ستونهاانتقال يافته و پس از القاء با استفاده از 

، خلوص مطلوب از 3مطابق شكل . خالص شدند
  .آمده است به دستي جهش يافته پروتئينها

فعاليت اكورين اوليه : افتهي جهش يپروتئينهاخصوصيات 
روش سنجش ارائه شده در بخش  براساسو جهش يافته 

دستگاه لومينومتر صورت با استفاده از مواد و روشها و 
 aeq-K30Tنتايج حاصل از اين آزمايش نشان داد كه . گرفت

پايين تري نسبت به عملكرد  aeq-N28Dفعاليت بالاتر و 
شكل ( ان مي دهداز خود نش ).aeq(بدون جهش اكورين 

4.(  

: تيتراسيون كلسيم پروتئين نوتركيب اوليه و جهش يافته
جهت تعيين ميزان حساسيت به كلسيم نمودار منفي 

لگاريتم شدت نور ترسيم  در برابرلگاريتم غلظت كلسيم 
. گرديد و نسبت به نمونه اكورين فاقد جهش مقايسه شد

كمتر  به مقادير  K30Tجهش  نتايج حاصله نشان داد كه
به عبارت ديگر اين جهش داراي . كلسيم واكنش مي دهد

و  N28Dجهش  در مقايسه بابه كلسيم  بالاتريحساسيت 
  ) .5شكل ( استاكورين اوليه 
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) Quick Change  .1دو جهش انجام شده بر اساس شرايط و برنامه جهش نقطه اي  PCRنتايج ژل الكتروفورز مربوط به محصول  - الف -1شكل 

N28D  ،2 (K30T  ،3 ( 1ماركر kb .نتايج حاصل از هضم آنزيمي پلاسميد هاي   -بpET-aequorin  جهش يافته، با دو آنزيمNde  وEcoR. 
1 (K30T  ،2 (N28D  ،3 ( 100ماركرbp  .  

  
  .K30Tو   N28Dنتيجه مربوط به تعيين ترادف جهشهاي  -2شكل 

  
ماركر وزن مولكولي )aeq.( ،3(اكورين بدون جهش ) aeq-N28D، 2اكورين جهش يافته )1. ش يافتهنمونه خالص پروتئين فاقد جهش و جه -3شكل 

  . aeq-K30Tاكورين جهش يافته ) 4، )كيلودالتون 116، 66، 45، 35، 25، 8/18، 4/14: از پايين به بالا(

  
  .)تكرار مي باشدآزمايشات با سه بار . (و جهش يافته) .aeq(آناليز عملكرد اكورين اوليه  -4شكل 



 1394، 4، شماره 28جلد                                                                    )         مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

472 

  
  )..aeq(نمودار مقايسه حساسيت به كلسيم در اكورينهاي جهش يافته و بدون جهش  -5شكل 

  بحث
نقش مهمي در  )CBPs( ي متصل شونده به كلسيمپروتئينها

تحقيقات  .دارند نرونهاكاهش غلظت كلسيم داخل سلولي 
نشان داده كه تنظيم سطح كلسيم در ايسكمي از طريق 

CBPs در  همچنين مشخص شده است كه. شود يل ميتسه
ي مانند كالبايندين نرون CBPsطي كهولت، كاهش در 

به طور طبيعي در سراسر بدن  CBPs. صورت مي گيرد
در برابر  سلولهايافت مي شود و مسئول حفظ سلامت 

در انسان سالم يك ميزان فراوان از اين نوع . كهولت است
قدرت تنظيم كلسيم را ي كه به طورپروتئين، وجود دارد 

فراهم مي كند،  ولي در افراد مسن به جايگزيني اين 
يك  2004از سال  ).5( ي كاهش يافته نياز استپروتئينها

به نام  شركت تحقيقاتي اقدام به ارائه دارو و مكمل غذايي
پريواژن نمود كه ماده اوليه آن از اكورين تشكيل شده است 

). 17و 1(گردد  مر ميو سبب جلوگيري از پيشرفت آلزاي
است كه قادر به جذب كلسيم  CBPsاكورين دسته اي از 

از نظر ساختاري اين . ي عصبي استسلولهااضافي درون 
است كه از طريق  EF-handپروتئين داراي چهار موتيف 

بر اساس  .سه موتيف مي تواند كلسيم را جذب نمايد
 ، CBPsهاي  EF-handمطالعات صورت گرفته، درقسمت  

و  9، 7، 5، 3، 1اسيدآمينه وجود دارد كه اسيدآمينه هاي  12
  .)14و 8( )6شكل ( واكنش دهدكلسيم  ابمي تواند  12

مطالعات نشان داده است كه تغيير در اين موقعيتها باعث از 
دست رفتن زنجيره جانبي اسيدآمينه هاي اسيدي و يا تغيير 

عمال به طوري كه ا. در ميل اتصال به كلسيم مي گردد
كالمودولين  EF-hand، در  Z+در موقعيت  D133Eجهش  

). 21(سبب كاهش ميل تمايلي آن به كلسيم شده است 
هاي  EF-handهمچنين جهشهاي زيادي تاكنون بر روي 

 y+در موقعيت  D119Aجهشهاي . اكورين انجام شده است
 ،D117G  در موقعيت+x  وD153G  در موقعيت+x  سبب ،

در حالي كه . كلسيم شده استكاهش حساسيت به 
سبب افزايش حساسيت به كلسيم شده  N26Dجهشهاي 

 ).20و  19، 12( است 

  
و موقعيتهاي متصل شونده  EF handتصويري از موتيف  -6شكل 

  .به كلسيم
ي موقعيتهاانجام گرفته در  زاييجهش مطالعات بر اساس 
-EFبرمبناي مقايسه اسيدهاي آمينه موجود در مذكور و 

hand  جهشكالمودولين و اكورين ، دو K30T و N28D  ،
حالت  در اين .اكورين طراحي گرديد EF hand در ناحيه 

به اسيد آمينه اسيدي  z+در موقعيت  28آسپارژين 
به  y-در موقعيت  30و اسيدآمينه بازي ليزين آسپاراتيك 

با افزايش شرايط اسيدي لوپ تبديل مي شود تا ترئونين 
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نتايج . مايلي آن به كلسيم بررسي گرددميل تمذكور، 
فعاليت و سبب افزايش  K30Tجهش ه نشان داد كه حاصل

حساسيت پروتئين اكورين به كلسيم در همچنين افزايش 
شده است  N28Dمقايسه با پروتئين جهش نيافته و جهش 

كه مي توان با توليد آن در راستاي طراحي بهينه دارو و 
وگيري از پيشرفت بيماري مكمل غذايي پريواژن جهت جل

            .اقدام نمود ،آلزايمر
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The role of Asn 28 and Lys 30 of aequorin photoprotein in 
calcium sensitivity 
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Abstract 

The photoprotein aequorin, isolated from the jellyfish Aequoera victoria, is a calcium-
sensitive bioluminescent protein formed with the apoprotein apoaequorin and the 
prosthetic group coelenterazine that emits light upon calcium binding. The protein is 
believed to be a monomer containing four helix-loop-helix motifs (EF hand) of which 
three domains can bind calcium. On the other hand, excess calcium in brain is 
associated with many neurodegenerative diseases and conditions including Alzheimer’s, 
Parkinson’s, and stroke.  Aequorin as a natural calcium binding protein taking up excess 
calcium in brain cells much like a sponge. The aim of this study is production of mutant 
aequorin for calcium sensitivity increase. The mutated aequorin (N28D, K30T), in EF 
hand I, were prepared using site directed mutagenesis and subcloned in the pET21 
expression vector. According to design of His-taq, purified mutants aequorin prepared 
using nickel affinity chromatography. Finally calcium sensitivity compared between 
wild-type and mutant aequorin. Calcium sensitivity of mutated aequorin indicated aeq-
K30T is more sensitive than wild type and aeq-N28D.  

Key words: photoprotein aequorin,  mutation, calcium, sensitivity. 

 

 

 


