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 چكيده
 اکثر رايج هاي فتوپروتئين بين از است. يافته ويژه جايگاهي اي زمينه پس کم سيگنال واسطه به ها فتوپروتئين از استفاده امروزه :زمينه

 در آن خاموشي سرعت بودن بالا نيز و سيگنال شدت دنبو پايين دليل به اما است. شده متمرکز اکورين فتوپروتئين روي مطالعات

 فتوپروتئين سه 2007 سال در محققين راستا اين در باشد. نمي کارآمد چندان HTS (High-Throughput Screening) هاي سنجش

 به ها فتوپروتئين اين ند.کرد توليد c-Photina و Photina، i-Photina هاي نام به کلسيم ناچيز مقادير تشخيص منظور به يافته ارتقاء

 HTS هاي سنجش در بيولومينسانس کاربرد روي به را نويني ي دريچه مشابه، موارد به نسبت خود تر بادوام نيز و قوي دهي سيگنال واسطه

 در گردد. مي عرضه PerkinElmer و Axxam جمله از هايي شرکت توسط فتوپروتئين سه اين تجاري فرم حاضر حال در و اند گشوده

 جهت ديگر فتوپروتئين دو به نسبت آن مناسب نسبتاً پايداري همچنين و بالاتر سيگنال شدت دليل به i-Photina فتوپروتئين تحقيق اين

 شد انتخاب مطالعه

 و سنتز مربوطه توالي سپس گرديد. تنظيم E. coli و پستانداران هاي سلول اساس بر i-Photina ژن کدوني ترجيح ابتدا :ها روش و مواد

 گرفت. صورت اکورين و i-Photina بيولومينسانسي خصوصيات بين اي سهمقاي بعد مرحله در شد. بيان E. coli باکتري در

 در +Ca2 به حساسيت همچنين باشد. مي اکورين به نسب i-Photina سيگنال شدت برابري 47 حدود نشانگر آمده دست به نتايج :ها يافته

i-Photina دو در خاموشي سرعت و نشري طيف پروتئين، پايداري همچون خصوصيات ساير آمد. دست به کورينا از تر کم کمي 

  ندادند. نشان توجهي قابل تفاوت فتوپروتئين

 عنوان به تواند مي باشد، مي HTS هاي سنجش در اکورين براي مناسب جايگزيني اينكه بر علاوه i-Photina نيفتوپروتئ :گيري نتيجه

گردد مطرح نيز بيولومينسانسي خصوصيات بهبود منظور به ژنتيكي هاي جهش ايجاد براي هبالقو کانديدي

  HTS(High-Throughput Screening) بيولومينسانسي، سيگنال شدت ،i-Photina فتوپروتئين، :کليدي واژگان
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 مقدمه

 هاي تکنيک از استفاده با ها فوتون اينکه به توجه با

 هستند، شدن آشکار قابل ومتريلومين نظير اي پيشرفته

 جهت قوي ياورنف يک عنوان به 2بيولومينسانس

 دو در زيادي متقاضيان بالا حساسيت با هايي سنجش

 هاي سيستم بين از است. کرده پيدا اخير دهه

 معين هاي ويژگي دليل به ها نئيفتوپروت يبيولومينسانس

 پس کم سيگنال قبيل از خود فرد به منحصر و

 ،خطر يب کاربرد رديابي، بالاي حساسيت اي، زمينه

 به رهيغ و غيرتهاجمي ماهيت سلولي، سميت عدم

 3خارج و 9داخل مطالعات در عالي بسيار آناليزورهاي

 از متشکل ها فتوپروتئين (.2) اند شده يلتبد سلولي

 صورت به که هستند 4کلنترازين کروموفور

 است. شده متصل پروتئين به محکم اما غيرکوالانسي

 يون اتصال اثر در شده دجايا کانفورماسيوني تغييرات

 هايي )لوپ پروتئين در خاصي هاي جايگاه به کلسيم

 اکسيداتيو دکربوکسيلاسيون به منجر ها( EF-hand از

 بيش تاکنون شود. مي يآب نور توليد نهايتاً و ينکلنتراز

 دو از کلسيم به وابسته فتوپروتئين نوع هفت از

 مطالعه و جداسازي 6داران شانه و 5تنان کيسه خانواده

 هاي فتوپروتئين روي مطالعات اکثر که است شده

 7ابلين ويژه به تنان کيسه خانواده از کلسيم به وابسته

 وجود با (.3) و (9) است شده متمرکز 8اکورين و

HTS هاي سنجش در اکورين از استفاده اين،
 دليل به 9

 سرعت بودن بالا و کوانتومي ي بهره بودن پايين

 در راستا اين در ؛ستين ارآمدک چندان آن خاموشي

                                                 
1

Bioluminescence 
2

In vivo 
3

In vitro 
4

Coelenterazine 
5

Coelenterate 
6

Ctenophora 
7

Obelin 
8

Aequorin 
9
High-Throughput Screening

 
 

 ايتاليا Axxam شرکت محققين 9004 سال

 و سيگنال شدت لحاظ از افتهي بهبود هايي فتوپروتئين

 به HTS هاي سنجش در نور نشر زمان همچنين

 توليد i-Photina و Photina، c-Photina هاي نام

 از مختلفي هاي شرکت حاضر حال در (.4) کردند

 بسيار سلولي هاي رده آمريکا PerkinElmer جمله

 هاي کيت قالب در را فتوپروتئين سه اين از متنوعي

  (.5) نمايد مي عرضه تجاري

Photina 20کلايتين و ابلين فتوپروتئين دو از ترکيبي 

 از هايي يافته جهش i-Photina و c-Photina و

 محصول i-Photina که هستند کلايتين فتوپروتئين

 در جهش حاصل نيز c-Photina و G142C جهش

 تحقيق اين در (.6-8) است کلايتين آمينواسيد 29

 سه اين بين که اي مقايسه و گسترده مطالعات از پس

-i فتوپروتئين نهايت در آمد، عمل به فتوپروتئين

Photina داراي ديگر نوع دو به نسبت که 

 مطالعات منظور به بود، تري يافته ارتقاء خصوصيات

 نيز و اکورين با آن خصوصيات مقايسه و بيشتر

 آتي مطالعات در گزارشگر يک عنوان به آن از استفاده

شد انتخاب
 

 ها روش و مواد

 مواد -

 (SM#0432) پـروتـئين مـولـکولي وزن رکرهايما

 ،ايميدازول ،Thermo scientific شـرکـت از

 Bio Basic شرکت از انامايسينک و اسيد بوريک

Canada INC، 2 پلاسميد استخراج کيت-GF و 
22

IPTG شرکت از Vivantis، cp-coelenterazine 

SDS تريس، ،Resem شرکت از
 بلو کوماسي، 29

                                                 
10

Clytin 
11

Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside 
12

Sodium dodecyl sulfate 
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G250 23شرکت از آگارز و Acros، نيکل  ستون 

Ni-NTA Agarose) آگارز
 ،Qiagen شرکت از (24

Soy peptone شرکت از QUELAB، مخمر عصاره 

 مورد شيميايي مواد ساير و ،Micromedia شرکت از

 .شد خريداري MERCK شرکت از نياز
 

 ژن سنتز و طراحي -

 سه بيولومينسانسي خصوصيات ي مقايسه راستاي در

 و i-Photina و Photina، c-Photina فتوپروتئين

 پروتئين نهايت در بيوانفورماتيکي مطالعات

i-Photina و سيگنال شدت بودن بالاتر دليل به 

 توليد هدف شد. انتخاب آن، مناسب نسبتاً پايداري

i-Photina در E. coli خصوصيات تعيين جهت 

 نوکلئوتيدي توالي چون و باشد مي آن بيولومينسانسي

 در 25کدوني ترجيح اساس بر آن براي هشد گزارش

 از ابتدا (؛6) بود شده تنظيم پستانداران هاي سلول

 آمينواسيدي و نوکلئوتيدي توالي 26تطبيق طريق

i-Photina و اکورين و ابلين کلايتين، توالي با 

 توالي در E. coli کمياب هاي کدون وجود بررسي

i-Photina چندين از حاصل اطلاعات همچنين و 

 هنيبه به مربوط (9-22) بيوانفورماتيکي داده هپايگا

 فتوپروتئين شدن بيان احتمال کدوني، يساز

i-Photina در E. coli پستانداران هاي سلول و 

 آنزيم دو برش جايگاه سپس شد. تأييد و بررسي

 ژن واردکردن جهت NotI و EcoRI کننده محدود

i-Photina وکتور در a98pET توالي و انتخاب 

 Shinegene شرکت به سنتز جهت مربوطه

 شد. فرستاده چين( )شانگهاي،

 

                                                 
13

Coomassie brilliant blue 
14

Nickel- nitrilotriacetic acid 
15

Codon usage 
16

Alignment 

 نوترکيب  پروتئين تخليص و بيان -

 حاوي 92BL (3DE) سويه E. coli هاي باکتري

 LB کشت محيط تريل يليم 5 به i-Photina پلاسميد

 در و تلقيحتر يل يليکروگرم در ميم 50 کانامايسين حاوي

 9 سپس شد. کوبهان مطلوب هوادهي با و C 37° دماي

 محيط تريل يليم 900 به را کرده رشد باکتري تريل يليم

تر يل يليکروگرم در ميم 50 کانامايسين حاوي LB کشت

 در 6/0 حدود به نانومتر OD 600 افزايش تا و داده انتقال

°C 37 براي بيان شرايط بهترين شد. انکوبه i-Photina، 

 و IPTG مولار يميل 2 غلظت با القاء ،C 96° القاء دماي

 rpm) مطلوب هوادهي با ساعت 4 القاء زمان مدت

 کشت محيط بيان، از پس گرفت. قرار استفاده مورد (950

 و شد سانتريفيوژ C4° دماي و rpm 5000 در دقيقه 90

 به کنندهزيل بافر افزودن با آمده دست هب باکتري رسوب

 سونيکاسيون طريق از سپس و درآمد سوسپانسيون حالت

 رويي مايع شده، ليز هاي سلول سانتريفيوژ از پس شد. زلي

 شد. برده آميد اکريل ژل روي بر ژن بيان آناليز جهت

 داراي a98pET وکتور روي بر شده انيب فتوپروتئين

 کردن خالص براي بنابراين و است Tag-x6His دنباله

 منظور به شد. استفاده آگارز نيکل تمايلي ستون از آن

-i خلوص درصد و ستون لکردعم نحوه بررسي

Photina، 90 به شده خالص هاي نمونه از تريلکرويم 

 احيايي شرايط دردرصد  SDS-PAGE 29 ژل کمک

 منظور به شد. تعيين آن خلوص درجه و بررسي (29)

 و عملکرد سنجش در ايميدازول تداخلي اثر حذف

 منظور بدين شدند. دياليز ها نمونه ها، پروتئين ساختار

 9 فواصل با ساعت 6 مدت به شده خالص آپوفتوپروتئين

 همچنين گرفت. قرار دياليز تحت C4° دماي در ساعته

 روش از استفاده با پروتئيني هاي نمونه غلظت گيري اندازه

Bradford فتوپروتئين تخليص و بيان (.23) شد انجام 

 و ينيالد نيز توسط قبلاً آن کننده کد ژن که نيز اکورين
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 کنترل عنوان به بود شده کلون a92pET در همکاران

 (.24) گرفت صورت i-Photina با همزمان
 

 i-Photina فتوپروتئين خصوصيات تعيين -

 فعاليت تعيين و 27سنتزي نيمه i-Photina تهيه -

 آن بيولومينسانسي

i-Photina آپو شده تخليص نوترکيب( i-Photina) 

 محيط در خاصي شرايط تحت بايستي نور توليد جهت

 کند. پيدا را نور توليد قابليت مجدداً تا گيرد قرار آزمايشگاه

 50 تريس بافر حضور در i-Photina آپو هب منظور بدين

 ،6/7pH با مولار ميلي EDTA 20 حاوي مولار ميلي

 اضافه نهايي حجم در ميکرومولار 8 غلظت با کلنترازين

 بعد .گرديد هانکوب ساعت 26 مدت به C4° دماي در و شد

-i اصطلاح از توان مي شده ذکر شرايط در انکوباسيون از

Photina کرد. استفاده فتوپروتئين اين براي سنتزي نيمه 

 مولار ميلي 40 کلسيم کلريد ميکروليتر 50 افزودن با سپس

 از ميکروليتر 20 به 6/7pH در مولار ميلي 50 تريس بافر در

 ميکروليتر 50 حجم به تريس بافر با که فوق مخلوط

 بيولومينومتر دستگاه با اوليه لومينسانس شدت بود، رسيده

 .شد مقايسه اکورين سيگنال تشد با و گيري اندازه
 

 i-Photina توليد زمان بهترين آوردن دست به -

 زمان حسب بر آن فعاليت ثبات ميزان و سنتزي نيمه

 با i-Photina انکوباسيون زمان بهترين تعيين منظور به

 همچنين و سنتزي نيمه i-Photina توليد جهت کلنترازين

 در زمان حسب رب آن فعاليت پايداري ميزان آوردن دست به

 اکورين و i-Photina از مناسبي مقدار اکورين، با مقايسه

 EDTA 20 حاوي 6/7pH با مولار ميلي 50 تريس بافر با

 C4° دماي در ،ميکرومولار 8 کلنترازين و مولار ميلي

 شدت و برداشته آن از مختلف هاي زمان در و انکوبه

 .شد گيري دازهان بيولومينومتر دستگاه با ها نمونه لومينسانس
 

                                                 
17

Semi-synthetic 

 کلسيم به حساسيت ميزان بررسي -

  هاي فتوپروتئين حساسيت ميزان کردن مشخص براي

i-Photina شده ارائه روش طبق کلسيم به اکورين و 

 بافر در فتوپروتئين کردن حل با ،Inouye  (25)يلهوس به

 250 سديم کلريد حاوي pH 6/7 با مولار ميلي 50 تريس

 06/0 و درصد 2/0 گاوي سرم آلبومين مولار، ميلي

  شد. انجام ميکرومولار 8 کلنترازين و EDTA مولار ميلي

 20 ساعت، 26 مدت به C4° دماي در انکوباسيون از پس

 از ميکروليتر 50 به را شده يهته مخلوط از ميکروليتر

-0/7 الي 20-0/9 غلظت از کلسيم کلريد مختلف هاي غلظت

 با فتوپروتئين بيولومينسانسي فعاليت و اضافه مولار 20

 شد. گيري اندازه بيولومينومتر دستگاه
 

 i-Photina بيولومينسانسي نشر طيف حداکثر تعيين -

(λmax) 

 چنينهم و i-Photina بيولومينسانسي λmax تعيين جهت

 (6/7pH) مولار ميلي 50 تريس بافر در ها نمونه اکورين،

 ميکرومولار 8 کلنترازين و مولار ميلي EDTA 20 حاوي

 با شدند. انکوبه ساعت 26 مدت به C4° دماي در و حل

 بافر در مولار ميلي 40 کلسيم کلريد ميکروليتر 50 تزريق

 نپروتئي ميکروليتر 50 در (6/7pH) مولار ميلي 50 تريس

 گيري اندازه synergy دستگاه توسط λmax شده، انکوبه

 شد.
 

 زمان عليه بيولومينسانسي فعاليت يريگ هانداز -

 اضافه با اکورين و i-Photina بيولومينسانسي فعاليت

 بافر در مولار ميلي 40 کلسيم کلريد ميکروليتر 50 کردن

 تزريق سيستم طريق از 6/7pH با مولار ميلي 50 تريس

 سنتزي نيمه i-Photina از ميکروليتر 50 به دستگاه کننده

 بيولومينومتر دستگاه کمک با ثانيه 20 زماني فاصله در

(Berthold Detection System/Orion II)  

شد خوانده
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 ها افتهي
  فتوپروتئين تخليص و بيان سنتز، طراحي، -

i-Photina 

 تين،کلاي ،i-Photina آمينواسيدي هاي توالي مقايسه از پس

 توالي بررسي همچنين و (2 )شکل اکورين و ابلين

 در آن بيان از اطمينان جهت i-Photina ژن نوکلئوتيدي

 توالي ؛E. coli (22-9) باکتري و پستانداران هاي سلول

 بياني حامل در آن از پس و ارسال سنتز جهت مربوطه

a98pET بيان شد. جاگذاري i-Photina هاي سلول در 

E. coli سويه (3DE )92BL کشت محيط از استفاده با 

LB وکتور روي بر شده انيب فتوپروتئين شد؛ انجام 

a98pET دنباله داراي Tag-x6His بنابراين و است 

 با و انجام آگارز نيکل تمايلي ستون با پروتئين تخليص

 (.9 )شکل شد آناليز SDS-PAGE از استفاده

 

 
 

(؛ تنها Q6J4T7: يرسن )عدد دستي( و اکورQ27709: يرسن )عدد دستي(، ابلQ08121: 28يرسن )عدد دستيتي، کلاi-Photina يهانيوپروتئفت يدينواسيآم يهايق تواليتطب (2 شکل

 ان شده است.ين با کادر قرمز نمايتيو کلا i-Photinaن يد متفاوت بينواسيآم
 

 
 5و  4القا نشده و القا شده، ستون  يز سلول باکتريحاصل از ل ييب محصول رويبه ترت 9و  2 : الف( ستون i-Photinaص )ب(يان )الف( و تخليد مربوط به بيل آمياکر يپل SDSژل  (9شکل 

ص شده يخلت i-Photina ،9و ستون  يمارکر وزن مولکول 2؛ ب( ستون باشديم يمربوط به مارکر وزن مولکول 3القا شده و القا نشده و ستون  يز سلول باکتريب رسوب حاصل از ليبه ترت

 باشد.يم

                                                 
18

Accession number 
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 i-Photina فتوپروتئين خصوصيات تعيين -
 

 فعاليت تعيين و سنتزي نيمه i-Photina تهيه -

 آن بيولومينسانسي

 محلول بيولومينسانسي، فعاليت سنجش منظور به

 از يکساني غلظت به مولار ميلي 40 کلسيم کلريد

i-Photina کلنترازين با شده انکوبه اکورين و 

 شد. گيري اندازه ها آن اوليه فعاليت و افزوده

 سيگنال شدت است مشهود نتايج از که طور همان

 دست به اکورين برابر 24 حدود i-Photina اوليه

 (.3 )شکل آمد

 

 
 

ژه يت ويزان فعالي، مi-Photinaن و ياکور يت نسبيسه فعاليمقا (3شکل 

( RLU per mg proteinن برابر )ين اکوريفتوپروتئ يبرا شده محاسبه

 باشد. يم 63/9×2020
 

 i-Photina توليد زمان بهترين آوردن دست به -

 حسب بر آن فعاليت ثبات ميزان و سنتزي نيمه

 زمان

 بهترين شده  داده نشان الف 4 شکل در که طور همان

 سنتزي نيمه پروتئين توليد و انکوباسيون براي زمان

 ساعت 93 تا 25 بين اکورين و i-Photina براي

 ساعت 92 تا پروتئين دو هر همچنين و آمد دست به

 خود از يوجهت لقاب فعاليت انکوباسيون از پس

 دادند. نشان
 

 کلسيم به حساسيت ميزان بررسي -

 و i-Photina کلسيم به حساسيت ميزان بررسي

 کلريد محلول مختلف هاي غلظت در اکورين

 نشانگر مولار، 20-0/7 الي 20-0/9 غلظت از کلسيم،

 فتوپروتئين دو اين کلسيم به حساسيت اوتتف

 کلسيم تشخيص ميزان ب، 4 شکل به توجه با است.

 باشد؛ مي مولار 20-0/5 الي 20-0/6 دامنه در اکورين

 سمت به i-Photina کلسيم به حساسيت منحني اما

 شده جا جابه (20-0/4 الي 20-5/5) بالاتر يها غلظت

 کلسيم به آن حساسيت کاهش هندهد ننشا که است

 باشد. مي اکورين با مقايسه در

 

 بيولومينسانسي نشر موج طول حداکثر تعيين -

i-Photina (λmax) 

  است مشهود ج 4 شکل از که طور همان

i-Photina λmax 460 و 470 ترتيب به اکورين و 

 باشد. مي نانومتر

 

 زمان عليه بيولومينسانسي فعاليت گيري اندازه -
 د 4 شکل در زمان عليه ها ئينفتوپروت فعاليت نمودار
 اکورين فعاليت کاهش سرعت است. شده داده نشان

 و است کندتري آهنگ داراي i-Photina به نسبت
 مقايسه در i-Photina است مشهود که طور همان

  از تر سريع کمي را خود فعاليت اکورين با
 دهد. مي دست
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 وسته:ين: خط پيو اکور i-Photinaن يات فتوپروتئين خصوصييتع (4شکل 

i-Photinaت يزان ثبات فعالين، الف( مين: اکوري، خط چi-Photina ن يو اکور

 ، نياکورو  i-Photinaم يکلس به تيحساس زانيم يبررسدر طول زمان، ب( 

 يخاموش سرعت سهين، د( مقايو اکور i-Photina يف نشريسه طيج( مقا

i-Photina زمان. هين عليو اکور 

 بحث
 و علوم از وسيعي گستره در بيولومينسانس امروزه

 و گيرد مي قرار استفاده مورد زيستي هاي فناوري

 ويژه به بيولومينسانس هاي سيستم از جديدي هاي کاربرد

 باشد. مي گسترش و گيري شکل حال در ها نئيفتوپروت

 فرد به منحصر و معين هاي ويژگي که است توجه جالب

 کاربرد رديابي، بالاي حساسيت قبيل از ها نئيفتوپروت

 غيرتهاجمي، ماهيت سلولي، سميت عدم آسان، و خطر بي

 آناليزورهاي به را ها آن رهيغ و اي زمينه پس کم سيگنال

 ترکيبات و 29پرتوزا ترکيبات جايگزيني جهت عالي بسيار

 (.26) است کرده تبديل فلورسنت

 بهينه جهت مولکولي گسترده تحقيقات راستا اين در

 متعدد و مستمر طور به ها آن نشري خصوصيات کردن

 روي تحقيقات اين اکثر .(28 و 27) شود مي انجام

 به تنان کيسه خانواده از کلسيم به وابسته هاي فتوپروتئين

  (.90 و 29) است شده متمرکز اکورين و ابلين ويژه

GPCRs از بسياري فعاليت سنجش جهت اکورين
 و90

 اين وجود با دارد، فراواني کاربرد 92کلسيمي هاي کانال

 کارآمد انچند دليل دو به HTS هاي سنجش در اکورين

 بودن بالا -9 آن کوانتومي ي بهره بودن پايين -2 :ستين

 با هايي فتوپروتئين توليد بنابراين آن؛ خاموشي سرعت

 تواند مي تر، طولاني زمان در شديدتر سيگنال ايجاد قابليت

 ها فتوپروتئين کاربرد و حساسيت بهبود در ثريؤم نقش

  نمايد. ايفا HTS هاي سنجش در

 Axxam شرکت 9004 سال در هدف ينا راستاي در

 و Photina، i-Photina هاي نام به فتوپروتئين سه ايتاليا

c-Photina حال نيدرع و بالاتر به توجه با که کرد توليد 

 از اکورين با مقايسه در ها آن سيگنال بودن تر دائمي

 اند شده برخوردار HTS هاي سنجش در اي ويژه جايگاه

                                                 
19

Radioactive 
20

G Protein–Coupled Receptors 
21

Ca
2+

channels 
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 دو ترکيب از Photina فتوپروتئين (.99 و 92)

 آمينواسيدي توالي )جايگزيني کلايتين و ابلين فتوپروتئين

 بين )توالي ابلين در EF-Hand II و EF-Hand I بين

 بين )توالي کلايتين در آن متناظر توالي با (94-50

  هاي فتوپروتئين و (4) است شده توليد (97-53

i-Photina و c-Photina فتوپروتئين از ييها افتهي شجه 

 موقعيت در جهش محصول i-Photina هستند. کلايتين

 نيز c-Photina فتوپروتئين و سيستئين، به 249 گليسين

، E58G )شامل کلايتين آمينواسيد 29در شجه حاصل

V69D ،C70A ،R76K ،G77K ،C78I ،E82D ،

I86V ،A87E ،Q90A ،L99V ،Q97E) باشد؛ مي 

 c-Photina و i-Photina فتوپروتئين دو که يطور به

 بيولومينسانس نشر شدت در افزايش Photina به نسبت

 سه اين تجاري فرم حاضر حال در (.8) دادند نشان

 تشخيصي سلولي هاي رده و ها کيت قالب در وپروتئينفت

 دارو، کشف پزشکي، بيوشيمي، چون هايي زمينه در

 مختلفي هاي شرکت توسط آناليزي و محيطي هاي دانش

 (.5) شود مي عرضه آمريکا PerkinElmer جمله از

 از پس شده  عنوان مطالب به توجه با تحقيق اين در

 خصوصيات مقايسه و بيوانفورماتيکي گسترده مطالعات

 به i-Photina فتوپروتئين نهايت در فتوپروتئين سه اين

 پايداري همچنين و سيگنال شدت بودن بالاتر دليل

 اکورين و ديگر فتوپروتئين دو به نسبت آن مناسب

 مقايسه و توليد بهينه شرايط آوردن دست به نظورم به

 اکورين فتوپروتئين با آن بيولومينسانسي خصوصيات

 توالي اينکه به توجه با (.2 )شکل شد انتخاب

 اساس بر i-Photina براي شده شگزار نوکلئوتيدي

 بود؛ شده تنظيم پستانداران هاي سلول در کدوني ترجيح

 توالي در E. coli يابکم هاي کدون وجود عدم از ابتدا

i-Photina توالي سپس (.9-22) شد حاصل اطمينان 

 بياني حامل در دادن قرار و سنتز جهت مربوطه

a98pET شرکت به Shinegene ،چين( )شانگهاي 

 هاي ويژگي تعيين و فعاليت بررسي جهت شد. ارسال

( 3DE) سويه E. coli هاي سلول در بيان فتوپروتئين،

92BL کشت محيط از استفاده با LB گرفت. صورت 

 در هيستيديني ي دنباله وجود دليل به بيان از پس

 از استفاده با مرحله يک طي پروتئين فتوپروتئين،

 تخليص بالا خلوص درصد با تمايلي کروماتوگرافي

 باند يک نهايت در ،SDS-PAGE آناليز براساس شد.

 وزن معادل دالتونلويک 95 حدود ناحيه در پروتئيني

 حذف منظور به (.9 )شکل شد ظاهر پروتئين لکوليمو

 گرفت. قرار دياليز تحت پروتئيني ي نمونه نيز ايميدازول

 هاي غلظت از سنتزي، نيمه پروتئين ايجاد جهت سپس

 اوليه بررسي شد. استفاده اکورين و i-Photina يکسان

 اکورين، و i-Photina بيولومينسانسي فعاليت نتايج

 i-Photina سيگنال شدت بودن ابربر 24 حدود نشانگر

  (.3 )شکل است اکورين به نسبت

 دو هر فعاليت ثبات ميزان آمده دست به نتايج به توجه با

 و ساعت 92 به نزديک زمان طول در فتوپروتئين

 سوبسترا با ها آن انکوباسيون براي زمان بهترين همچنين

 نتايج بررسي الف(. 4 )شکل آمد دست به ساعت 93-25

  هاي فتوپروتئين کلسيم يون به حساسيت انميز

i-Photina در تفاوت از حاکي ب(، 4 )شکل اکورين و 

  باشد. مي فتوپروتئين دو اين کلسيم يون به حساسيت

 سمت به i-Photina در کلسيم يون به حساسيت منحني

 کمتر هندهد ننشا که است شده جا جابه بالاتر هاي غلظت

 اکورين با مقايسه در يمکلس يون به آن حساسيت بودن

 دو هر براي مربوطه هاي منحني ضمن، در باشد. مي

 رابطه نشانگر که است سيگموئيدي شکل به فتوپروتئين

 باشد. مي کلسيم يون به اتصال در ها لوپ بين تعاوني

 داد نشان اکورين و i-Photina خاموشي سرعت بررسي

 به نسبت i-Photina در فعاليت کاهش سرعت که

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
24

 ]
 

                             8 / 11

https://ismj.bpums.ac.ir/article-1-696-en.html


 4397 مرداد و شهريور/ 3شماره سال هجدهم/                                                    /طب جنوب                                  707

 
 

http://bpums.ac.ir 

 خود فعاليت اکورين با مقايسه در و است بيشتر يناکور

 همچنين د(. 4 )شکل دهد مي دست از تر سريع کمي را

 ي دهنده نشان فتوپروتئين دو اين نشري طيف مقايسه

 اختلاف با فتوپروتئين دو اين نشري λmax بودن نزديک

 نتايج به توجه با ج(. 4 )شکل باشد مي نانومتر 20

 بيولومومينسانسي خصوصيات گفت توان مي آمده دست به

 اکورين فتوپروتئين به شبيه بسيار i-Photina فتوپروتئين

 به نزديک آن سيگنال شدت که تفاوت اين با باشد، مي

 به حساسيت همچنين و اکورين سيگنال شدت برابر 24

 باشد. مي اکورين از تر کم برابر 5 به نزديک آن کلسيم يون

 در اکورين براي مناسب يجايگزين i-Photina ينبنابرا

 بهبود جهت تواند مي بنابراين و بوده HTS هاي سنجش

 کاهش ويژه به آن بيولومينسانسي خصوصيات بيشتر

 يون به حساسيت افزايش همچنين و خاموشي سرعت

 گردد. مطرح کلسيم
 

 يقدردان و سپاس

 مدرس تربيت دانشگاه پژوهشي معاونت از نويسندگان

 حمايت و آزمايشگاهي امکانات نمودن فراهم دليل به

  دارند. را تشکر کمال مالي

References: __________________________________________________________ 
 

1.Chen L, Jin L, Zhou N. An update of novel 

screening methods for GPCR in drug 

discovery. Expert Opin Drug Discov 2012; 7: 

791-806. 

2.Deng L, Markova SV, Vysotski ES, et al. 

Crystal structure of a Ca
2+

-discharged 

photoprotein implications for mechanisms of 

the calcium trigger and bioluminescence. J 

Biol Chem 2004; 279: 33647-52. 

3.Vysotski ES, Lee J. Ca
2+

-regulated 

photoproteins: structural insight into the 

bioluminescence mechanism. Acc Chem Res 

2004; 37: 405-15. 

4.Bovolenta S, Foti M, Lohmer S, et al. 

Development of a Ca
2+

-activated photoprotein, 

Photinia, and its application to high-

throughput screening. J Biomol Screen 2007; 

12: 694-704. 

5.Comley J. Dispense & imaging assays-moving 

towards a more balanced use of both 

fluorescence and flash luminescent readouts. 

Drug discovery world: DDW 2008; 9: 39. 

6. Mastroianni N, Cainarca S, Corazza S. 

Photoproteins with enhanced bioluminescence 

and assays using the same. EP Patent 

1,858,921; 2009. 

7.Cainarca S, Fenu S, Ferri C, et al. A 

photoprotein in mouse embryonic stem cells 

measures Ca
2+

 mobilization in cells and in 

animals. PloS one 2010; 5: e8882. 

8.Nucci C, Corazza S, Lohmer S, et al. 

Luminescent transgenic non human animals, 

progeny, cell derivatives and uses thereof. EP 

Patent 1,973,937; 2011. 

9.graphical codon usage analyser. (Accessed 22 

October, 2012, at 

http://gcua.schoedl.de/seqoverall_v2.html.) 

10.E. coli Codon Usage Analysis 2.0. (Accessed 

22 October, 2012, at 

http://www.faculty.ucr.edu/~mmaduro/codonu

sage/usage.html.) 

11.GenScript, Rare Codon Analysis Tool. 

(Accessed 22 October, 2012, at 

http://www.genscript.com/cgi-

bin/tools/rare_codon_analysis.) 

12.Laemmli UK. Cleavage of structural proteins 

during the assembly of the head of 

bacteriophage T4. Nature 1970; 227: 680-5. 

13.Bradford MM. A rapid and sensitive method 

for the quantitation of microgram quantities of 

protein utilizing the principle of protein-dye 

binding. Anal Biochem 1976; 7: 248-54. 

14.Zeinoddini M, Khajeh K, Hosseinkhani S, et 

al. Stabilisation of recombinant aequorin by 

polyols: activity, thermostability and limited 

proteolysis. Appl Biochem Biotechnol 2013; 

170: 273-80. 

15.Inouye S, Sahara Y. Expression, purification 

and characterization of a photoprotein, clytin, 

from Clytia gregarium. Protein Expr Purif 

2007; 53: 384-9. 

16.Dikici E, Qu X, Rowe L, et al. Aequorin 

variants with improved bioluminescence 

properties. Protein Eng Des Sel 2009; 1-6. 

17.Rowe L, Dikici E, Daunert S. Engineering 

bioluminescent proteins: expanding their 

analytical potential. Anal Chem 2009; 81: 

8662-8. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
24

 ]
 

                             9 / 11

https://ismj.bpums.ac.ir/article-1-696-en.html


 i-Photina /705بيان و تعيين خصوصيات فتوپروتئين                                                 احمدي و همكاران                      
 

http://bpums.ac.ir 

18.Deo SK, Lewis JC, Daunert S. 

Bioluminescence detection of proteolytic bond 

cleavage by using recombinant aequorin. Anal 

Biochem 2000; 281: 87-94. 

19.Markova SV, Vysotski ES, Blinks JR, et al. 

Obelin from the bioluminescent marine hydroid 

Obelia geniculata: cloning, expression, and 

comparison of some properties with those of 

other Ca
2+

-regulated photoproteins. Biochemistry 

2002; 41: 2227-36. 

20.Chiesa A, Rapizzi E, Tosello V, et al. 

Recombinant aequorin and green fluorescent 

protein as valuable tools in the study of cell 

signalling. Biochem J 2001; 355: 1-12. 

21.Comley J. Changing dynamics in dispense 

and imaging assays. Drug discovery world: 

DDW 2006; 7: 35. 

22.Eglen RM, Reisine T. Photoproteins: 

important new tools in drug discovery. Assay 

Drug Dev Technol 2008; 6: 659-72. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
24

 ]
 

                            10 / 11

https://ismj.bpums.ac.ir/article-1-696-en.html


ISMJ 2015; 18(3): 497-507 

 
 

Website: http://bpums.ac.ir 

Journal Address: http://ismj.bpums.ac.ir 

 

Original Article 

 

 

Expression and Characterization of i-Photina  

as an Efficient Photoprotein 

 
F. Ahmadi 1, R. H. Sajedi 2*, M. Zeinoddini 3 

 

1 Department of Biochemistry, Faculty of Biological Sciences, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran 

2 Department of Bioscience and Biotechnology, Mallek Ashtar University of Technology,  Tehran, Iran 

 

 

 

(Received 27 Nov, 2013 Accepted 17 Mar, 2014) 
 

Abstract 

Background: Nowadays photoproteins are excellent reporter systems as they have virtually no 

background. The most commonly studied photoprotein is aequorin. But because of it’s low quantum yield 

and very fast reaction kinetic; this photoprotein assay don’t adapt for High-Throughput Screening (HTS). 

Consequently, some researchers developed three improved photoproteins optimized for the generation of 

precise Ca
2+

 mobilization assays; photina, i-photina and c-photina. Although the total light release of these 

photoproteins is greater and their reaction kinetic is slower compared to other existing photoproteins, 

opening new opportunities for the application of flash luminescence assays in HTS. Recently, the three 

photoproteins by several companies such as PerkinElmer and Axxam have been commercialized. So, we 

selected i-photina which has the highest luminescence signal and good stability compared with two other 

photoproteins. 

Materials and Methods : Codon usage of i-Photina was optimized for both E. coli and mammalian cells. 

The encoding gene of i-photina was synthesized and overexpressed in E. coli. Then i-Photina was 

characterized and compared with aequorin. 
Results: i-Photina showed about a 14-fold higher bioluminescence signal than aequorin. Ca

2+
 sensivity of 

i-Photina was found to be slightly less than aequorin. In respect to other measured properties such as 

degree of stability, bioluminescence spectrum and decay half-life time, these two photoproteins were 

almost the same. 

Conclusion: i-Photina is an improved version of photoprotein that in many ways is superior to use of 

other Ca
2+

 indicators for HTS assays and can also be considered as a potential candidate for creating 

genetic mutations improved the bioluminescence propertises. 
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