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Abstract* 

Introduction: In this study, gene expression and purification of luciferases from the firefly, Lampyris turkestanicus, 

and optimization of cellular ATP measurements were performed. 

Methods: cDNA encoding luciferases from Lampyris turkestanicus was transferred from pQE30 vector into 

pET28a expression vector and pLtu28 was built.  Newly constructed vector was expressed in E. coli XL1 Blue and the 

recombinant luciferase was purified using Ni-NTA Sepharose column. Enzymatic properties (Km and Vmax) for ATP 

were measured using luminescence assay. Standard curve of ATP was obtained by Promega ATP detection kit and the 

designed method based on the L. turkestanicus luciferase and ATP serial dilution. Moreover, bacterial ATP was 

measured by Promega kit and the designed method using L. turkestanicus luciferase. 

Results: Results showed that ligation of L. turkestanicus luciferase encoding cDNA into pET28a and transformation 

of competent cells induced by the recombinant vector was performed efficiently. Using luciferin, positive colonies were 

screened and cultured. SDS-PAGE showed that recombinant luciferase was efficiently purified by Ni-NTA Sepharose 

column. ATP standard curve and measurement of bacteria, using Promega and the designed method by L. turkestanicus 

luciferases showed high similarities. 

Conclusion: A method based on L. turkestanicus luciferases was designed. Comparison of the developed assay with 

promega kits in identification of bacterial concentration show its high quality and potent ability in ATP detection. 
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  همكارانو مرتضوي  سلولي ATPسنجش 

  چكيده

 در ايـن . انجام مـي دهـد   ATPاين آنزيم واكنش نشر نور را با استفاده از سوبستراهاي لوسيفرين و . لوسيفراز آنزيم كليدي نشر نور در موجودات نورافشان مي باشد :مقدمه

  .انجام شد سلولي ATPو راه اندازي سنجش  Lampyris turkestanicusبيان ژن و تخليص آنزيم لوسيفراز از حشره شبتاب گونه ايراني مطالعه، 

ايـن ناقـل   . دساخته ش pLtu28aمنتقل و ناقل نوتركيب بياني  pET28aبه ناقل بياني  pQE30از ناقل  turkestanicus .L كدكننده لوسيفراز گونه cDNA :ها روش

با استفاده از دسـتگاه لومينـومتر    فعاليت آنزيم. بيان و تخليص لوسيفراز نوتركيب با استفاده از ستون نيكل سفارز و در يك مرحله انجام شد XL1Blueسويه  E. coliدر باكتري 

، ATPپرومگا و روش طراحي شده به كمك آنزيم لوسيفراز و سريال رقـت از  با استفاده از كيت شركت . اندازه گيري گرديد ATPآنزيم نسبت به  Vmaxو  Kmبررسي و مقدار 

  .براي كيت شركت پرومگا و روش طراحي شده رسم گرديدها سنجش غلظت باكتري محيط كشت حاوي باكتري، منحني سپس به كمك. استاندارد رسم شد يك منحني

هـاي   و ترانسفورم كردن آن به درون بـاكتري  pET28به داخل وكتور  turkestanicus .L ده لوسيفرازكدكنن cDNAنتايج اين پژوهش نشان ميدهد كه انتقال  :ها يافته

 SDS-PAGEتصـوير ژل  . هاي مثبت به سهولت و به كمك لوسيفرين انتخاب و كشت داده شـد  يهاي نوتركيب، كلون پس از رشد باكتري. مستعد به طور كامل انجام شده است

هـا بـا   بـاكتري  غلظـت و سـنجش   ATPهاي اسـتاندارد سـنجش   منحني. نزيم لوسيفراز به كمك رزين نيكل سفاروز با خلوص بالائي انجام شده استدهد كه تخليص آنشان مي

 .مي باشند ATPدهنده همساني بالاي اين دو روش در تشخيص ميزان استفاده از كيت شركت پرومگا و كيت طراحي شده به كمك آنزيم لوسيفراز نشان

دهنده كيفيـت بـالاي كيـت طراحـي      پرومگا با كيت طراحي شده نشان ها در مورد كيت باكتري غلظت و سنجش ATPهاي حاصل از سنجش  مطالعه منحني :گيري نتيجه

  .كند يد مييهاي ديگر از اين كيت را تاو استفاده ATPشده و قابليت آن در سنجش 

 

  Lampyris turkestanicus ،ATPبيولومينسانس، لوسيفراز،  :هاي كليدي واژه

  

  

  *مقدمه
يا نشر نـور توسـط موجـودات زنـده از      (BL)بيولومينسانس 

ايـن فراينـد در   . باشـد هاي جالب توجه در علوم زيستي ميپديده

زي و آبزي مشاهده و گـزارش  دسته وسيعي از موجودات خشكي

هاي كليدي كاتاليز كننده اين دسته از واكنشها، آنزيم. است  شده

اي لوسـيفراز حشـره  . شـوند عمومي لوسـيفراز شـناخته مـي    با نام
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ــايي شــناخته شــده (Firefly)شــبتاب  تــرين و لوســيفراز باكتري

باشند و از لحاظ نوع سوبسترا و مكانيسم عمل بـا   لوسيفرازها مي

  .يكديگر متفاوت هستند

ــه آنزيمــي  (Firefly)ي شــبتاب لوســيفراز حشــره دو مرحل

در مرحلـه اول  . كنـد س كاتـاليز مـي  اساسي را براي بيولومينسـان 

لوســيفرين طــي آدنيلاســيون گــروه -Dلوســيفراز فعــال شــدن 

كنـد و در مرحلـه   را كاتـاليز مـي   Mg2+ATPكربوكسيل توسط 

كنــد و بــا دوم، لوســيفراز بــه عنــوان يــك اكســيژناز عمــل مــي

اكسي لوسيفرين تشكيل يك حد واسط دي –اكسيداسيون آدنيل 
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در ادامه با شكسته شدن اين حد واسـط  . دهداتانون پر انرژي مي

لوسيفرين به وجود مي آيـد  حالت برانگيخته اكسي CO2و خروج 

سـبز   -كه با بازگشت به حالت پايه يك فوتـون در ناحيـه قرمـز   

به طور كلـي عمـل آنـزيم لوسـيفراز در حشـرات      . شودايجاد مي

  .باشدبصورت زير مي

(1) E + ATP + D - Luciferin                   E (luciferyl-adenylate) + PPi 

(2) E(luciferyl-adenylate) + O2        E(oxyluciferin*; AMP) + CO2 

(3) E(oxyluciferin*; AMP)      E(oxyluciferin; AMP) + photon 

(4) E(oxyluciferin; AMP)     E + oxyluciferin + AMP 

شـرات شـبتاب، مطالعـات    از ميان لوسيفراز گونه هاي مختلف ح

انجـام گرفتـه    Photinus pyralisزيادي بر روي لوسـيفراز گونـه   

و كاربردهاي زيست فنـاوري آن بـه خـوبي نشـان داده شـده       ]12[

ــت ــام   . اس ــا ن ــبتاب ب ــره ش ــه حش ــاكنون دو گون ــلاوه ت ــاي بع ه

Lampyroide maculata  وLampyris turkestanicus  در

در اين ميـان، گونـه    .]6[ه است شمال ايران شناسايي و گزارش شد

L. turkestanicus تر و به لحاظ فراواني شناخته شدهcDNA   كـد

با توسـعه تحقيقـات    .]1[كننده لوسيفراز آن كلون و بيان شده است 

هاي لوسيفرازي بـا توجـه بـه    مشخص گرديده كه بعضي از واكنش

سرعت، دقت زياد و غيـر مخـرب بـودن داراي كاربردهـاي متنـوع      

امروزه از لوسيفراز در تشخيص مقادير انـدك  . ت فناوري هستندزيس

ATP تـرين روش سـنجش   از طريق لومينومتري، به عنوان حساس

ATPهـاي  همچنـين ايـن آنـزيم در آزمـون    . ]7[شود  ، استفاده مي

 هايگيري بقاي سلول، رشد و تمايز سلولها و تشخيص آلودگياندازه

بعـلاوه  . كـار رفتـه اسـت   ميكروبي به عنوان يك روش حساس بـه  

cDNA هاي كد كننده لوسيفراز داراي كاربردهاي متنوع در سيستم

هـا در بسـياري از   و كارآمـدي ايـن سيسـتم    ]4[ژن گزارشگر است 

موجودات نظير قارچها، باكتريها، گياهـان و مـوش نشـان داده شـده     

در اين تحقيق، با توجه به اهميت آنـزيم لوسـيفراز، بـراي    . ]5[است 

 .Lژن لوسـيفراز   (over expression)لين بار بيـان قابـل توجـه   او

turkestanicus  تخليص آنزيم و استفاده از آن در طراحي و توليـد ،

 .انجام گرفته است ATPكيت سنجش 

  ها مواد و روش

cDNA كدكننده لوسيفراز گونه L. turkestanicus ناقل از 

pQE30  به ناقل بيانيpET28a واكـنش  . منتقل شدPCR   بـا

 TTC-′5پرايمرهـــــاي پيشـــــرو و معكـــــوس شـــــامل

GATGGATCCATGGAAGATGCAAAAAAAT-3′  و  

5′-CTAAGC AAGCTTTTACAATTTGGATTTTTT-3  

اسـتخراج   كيلو بازي تكثير شده پـس از  7/1قطعه . انجام گرفت 

و  BamHI هاي محـدود كننـده  توسط آنزيم) كيت كياژن(از ژل 

Hind III  هضم و در حضور آنزيمT4 از در داخل ناقل بيانيليگ 

pET28a  ــاق ــفريله، الح ــده و دفس ــد (ligate)بري ــل . گردي ناق

بـه روش الكتروپوريشـن بـه     (pLtu28)نوتركيب بياني حاصـل  

بيـان پـروتئين   . ترانسـفورم شـد   BL21سـويه   E. Coli داخـل 

لوسـيفرين و مشـاهده نـور     mM 1نوتركيب، با افزودن محلـول  

تاريك تأييد و براي ثبت آنهـا از  هاي فعال در اتاق افشاني كلوني

  .فيلم راديولوژي استفاده گرديد

 5 به غربال شده از باكتريهايي كلون يك براي بيان پروتئين

 g/lit)2XYT16Bacto-Trypton ،g/lit10ميلي ليتـر محـيط   

Bacto-Yeast extract  وg/lit 5 NaCl ( ــاوي  µg/ml 50ح

دهي مطلوب به مدت با هوا oC 37و در دماي  تلقيح ،سيلينآمپي

بـه   رشد كردهميلي ليتر باكتري  1سپس  .ساعت انكوبه گرديد 6

 سـيلين آمپـي  µg/ml 50حـاوي   2XYT ليتر محـيط ميلي 250

و هـوادهي   oC 37 در ·/7بـه حـدود    OD600منتقل و تا افزايش 

 IPTGدر مرحلــه بعــد بــا افــزودن    . مطلــوب انكوبــه شــد  

(Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid)  نهـايي  غلظتبا 

mM 1 به محيط كشت به مدت يك شب در دمايoC 22  هوا با

  .دهي مطلوب، انكوبه گرديد

هاي كشـت و   باكتري، لوسيفراز نوتركيبتخليص براي 

 oC 4و دمـاي   g5000دقيقـه در   15مـدت  القاء شـده بـه   

 5 نافـزود رسـوب بـاكتري حاصـله پـس از      .دسانتريفوژ ش

 mM50 mM,NaH2PO4300(كننـده   بـافر ليـز   ميلي ليتر

NaCl  ايميدازول وmM 5  8/7با=pH(   به روش تخريـب

 oC 4و دمـاي   g12000حاصل در  وپس .صوتي ليز گرديد

لول شـفاف رويـي بـه    مح. دقيقه سانتريفوژ شد 25به مدت 

با  سپس ستونو رز منتقل شد رزين نيكل سفاستون حاوي 

ــو ــافر شستشـ ــده  بـ  mM50 NaH2PO4،mM 300(دهنـ

NaClــيم، ا ــايي  PMSFو  mM 20ازول دي ــا غلظــت نه ب

mM 1  8/7در=pH( ،در آخـرين مرحلـه  . شد داده شستشو 

 mM) elution50NaH2PO4 ،mM 300 راز باف ،تخليص

NaCl ــدازول  و ــتفاده  pH)=8/7 در mM 250ايميــ اســ
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جداگانـه جمـع    هايميكروتيوبدر  و محصول ستون گرديد

اسـتفاده از   بـا  هاي مختلـف نمونه يزان خلوصم .شد آوري

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-

Polyacrylamide Gel Electrophoresis)  ــي  وبررس

  .]8[گرديد  فورد تعييندروش برابه  غلظت آنها

بـا   و) Berthold( لومينـومتر دسـتگاه  فعاليت آنزيم با اسـتفاده از  

در اين  .مورد بررسي قرار گرفت ATPغلظتهاي مختلف لوسيفرين و 

براي اندازه گيـري مقـدار   . آنزيم استفاده شد μM 50از غلظت مرحله 

Km  وVmax   آنزيم لوسيفراز گونـهL. turkestanicus    نسـبت بـه

ATPبــافر ســنجش ، )mM 1 , luciferin mM 50Mgso4  ,      

 mM50Tricine  و(pH = 8/7      1و غلظـت هـاي مختلـف/· ،

تهيــه  ATPاز  ميلــي مــولار 5/4و  5/3، 5/2، 6/1، ·/8، ·/4، ·/2

حداكثر نور نشر شده به عنوان سـرعت آغـازي و بـر     .]13[گرديد 

 RLU/S (Rate Light Units/Second)  حسب واحد نسبي نور

و  Kmسپس با استفاده از منحني لينوربرگ مقدار  .گيري شداندازه

Vmax  13[بدست آمد[.  

شـركت   ATPروش جديد بـا كيـت سـنجش      براي مقايسه

Promega كيـت شـركت پرومگـا از     .رتيب زيـر عمـل شـد   به ت

در  BacTiter-GloTMسوبستراي لوسـيفرين لوسـيفرين و بـافر    

و  BacTiter-GloTMبـافر  . ظروف جداگانه تشكيل شـده اسـت  

ميلي  10. شوندنگهداري مي -ºC 70سوبستراي آنزيم در دماي 

ليتر از بافر پس از تعادل با دماي محيط، بـه ظـرف تيـره حـاوي     

بـافر   ( Aمنتقل و تا يكنواخت شدن و تشـكيل معـرف    سوبسترا

BacTiter-GloTM به طور . به آرامي تكان داده شد)  و سوبسترا

 RLU/S.mgاز آنزيم خالص شده بـا فعاليـت ويـژه     ml5 مشابه
و  mM10 MgSO4 ،mM 50 Tricine(با بافر سـنجش   12-10

8/7pH =  ( و لوسيفرينmM 1     مخلـوط گرديـده و معـرفA+ 

از محـيط   ml10 اسـتاندارد كيـت،   براي رسم منحني .آمد بدست

از محيط كشـت، يـك    ml1 به . تهيه گرديد LBكشت استريل 

سريال رقت  8س پاضافه و س µM12 با غلظت ATP ميلي ليتر

(Serial Dilutions)  از نمونه اوليهATP  در مرحلـه  . تهيه شـد

 Aمعـرف   µl 50هاي حاصل بـا  از هر يك از رقت µl 50بعدي 

بـه  . اضافه و فعاليت آن به كمك دستگاه لومينـومتر تعيـين شـد   

 50استاندارد از كيت طراحي شده،  طور مشابه براي رسم منحني

µl هاي از هر يك از رقتATP  با µl50  از معرفA+  اضافه و

 .]11[فعاليت آنزيم با استفاده از دستگاه لومينومتر تعيين شد 

از باكتريها، ابتدا بـا تلقـيح    ATPگيري ميزان  براي اندازه

ميلي ليتر محيط  10به  XL1Blueسويه  E. coliباكتريهاي 

يك پيش كشت  ºC37و كشت شبانه آن در دماي  TBكشت 

سپس به هشـت ميكروتيـوب   . بدست آمد ·/7برابر  OD600با 

استريل منتقل  TBميلي ليتر محيط كشت /. 5استريل ميزان 

رقـت از بـاكتري تهيـه     و از پيش كشت حاصل، يك سـريال 

به  µl50هاي حاصل، در مرحله بعد، از هر يك از رقت. گرديد

به آن اضافه  Aمعرف  µl50يك ميكرتيوب استريل منتقل و 

دقيقه در دماي اتاق نگهـداري   5محلول حاصل به مدت . شد

و در نهايت ميزان فعاليت آنزيم لوسيفراز با افزودن سوبستراي 

بـه طـور   . ستگاه لومينومتر تعيين گرديدها، در دكيت به نمونه

بـا اسـتفاده از    ATPگيـري  مشابه و براي رسم منحني اندازه

 (sonication)كيت طراحـي شـده، پـس از تخريـب صـوتي      

ميكروتيـوب   8باكترهاي پيش كشت، سريال رقتي از آنهـا در  

. تهيـه شـد   TBميلي ليتر محـيط كشـت    5/0استريل حاوي 

از  µl50مونه هاي آماده شـده بـا   از هر يك از ن µl 50سپس 

مخلوط و فعاليت آنزيم لوسيفراز توسـط لومينـومتر    +Aمعرف 

  .]3[تعيين گرديد 

  ها يافته

به منظور بيان مطلوب لوسيفراز، انتقال توالي كد كننده آن از 

 راديولوژي هاي ترانسفورم شده بر فيلم مشاهده تأثير درخشش كلوني  -1شكل
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pQE30  به ناقل بيانيpET28a در اين مرحله بـا  . انجام گرفت

 7/1صاصـي، قطعـات   توسط پرايمرهاي اخت PCRانجام واكنش 

آمپليكـون حاصـل پـس از هضـم توسـط      . كيلو بازي بدست آمد

ليگاز به درون ناقـل   T4هاي محدودكننده، در حضور آنزيم آنزيم

بريده و دفسـفريله شـده، الحـاق و ناقـل بيـاني       pET28aبياني 

pltu28 ساخته شد .pltu28 هاي مستعد حاصل به درون باكتري

رانسـفورم گرديـد و پـس از رشـد     شده به روش الكتروپوريشـن ت 

هاي نوتركيب، بيان مطلوب لوسيفراز در آنهـا بـا افـزودن    باكتري

هـاي نورافشـان در   لوسيفرين و مشاهده كلـوني  mM 1 محلول

  ).1شكل (اتاق تاريك تأييد شد 

سفاروز  نيكل آنزيم لوسيفراز با استفاده از رزين تخليص مؤثر

هـاي  لوسـيفراز  حلـول، در ايـن مرحلـه بـا عبـور م    . انجام گرفت

قيمانده هيستيديني طراحي شده در انتهاي با 6نوتركيب از طريق 

C- هاي خارج شـده  ترمينال، به ستون متصل و از ساير پروتئين

در مرحله بعد با افزودن بافري با غلظت بـالاي  . از ستون جدا شد

ايميدازول، لوسيفراز نوتركيب از رزيـن جـدا و در انتهـاي سـتون     

نمونه آنزيم لوسيفراز نوتركيب خـالص شـده بـر     .ي شدجمع آور

و درجـه خلـوص آن    )2 شـكل (بررسي  SDS-PAGEروي ژل 

  .]3[درصد تعيين شد  95بيش از 

زان  ه Vmaxو  Kmميـــ ز گونـــ يفرا زيم لوســـ نـــ        آ

L. turkestanicus   با تعيين فعاليت آنزيمي در غلظت اشـباع از

ميزان . ]13[تعيين شد  ATPهاي متفاوت از لوسيفرين و غلظت

Km   آنزيم لوسـيفراز گونـه L. turkestanicus    كمتـر از آنـزيم

بوده و مقادير آنها به ترتيب در حدود  P. pyralisلوسيفراز گونه 

μM 182  حدوددر و μM 261  اين موضوع ). 4شكل (مي باشد

 L. turkestanicusنشان دهنده حساسيت بالاتر لوسيفراز گونـه  

مـي   ATPنسـبت بـه    P. pyralisا لوسيفراز گونـه  در مقايسه ب

 ATPتـر  باشد و اين ويژگي در دستيابي به تشخيص مقدار پايين

گيـري  به منظـور تسـهيل در انـدازه   . محيط بسيار مفيد مي باشد

ATP  آنزيم خالص شده، در مخلوطي از لوسيفرين وMgSO4  و

 ATPن بـا افـزود  . نيز ساير تركيبات به صورت پايدار قرار گرفت

اي واكـنش  به آن به صورت تك مرحلـه  ATPيا محلول حاوي 

  .گيردانجام مي ATPمتناسب با غلظت 

هاي ميكروبي زنده بـه كمـك لوسـيفراز يـك      سنجش سلول

هاي باكتري قابل زيست يا ميزان  روش مناسب براي تعيين سلول

 ATP.اسـت  ATPگيـري آلودگي ميكروبي محيط بر اساس اندازه

. باشدهاي فعال از نظر متابوليكي مي ها و سلول ريشاخصي از باكت

 M 8 -10توان مقدار آن را تا حد و به كمك آنزيم لوسيفراز مي ]9[

در حقيقت شدت لومينسانس توليد شده توسط . ]14[شناسائي كرد 

 ATPموجـود اسـت و مقـدار     ATPلوسيفراز متناسـب بـا مقـدار    

منحنـي   3شـكل   .باشـد متناسب با تعداد باكتريهـاي محـيط مـي   

با استفاده از كيـت شـركت پرومگـا و بـا      ATPاستاندارد سنجش 

 L. turkestanicusاستفاده از كيت طراحي شده با آنزيم لوسيفراز 

همانطور كـه در شـكل نشـان داده شـده اسـت      . دهدرا نشان مي

-BacTiter در مــورد كيــت ATPمنحنــي حاصــل از ســنجش 

GloTM لاĤئي دارد و ايـن موضـوع   با كيت طراحي شده همساني ب

  .كنددقت و حساسيت كيت طراحي شده را تاييد مي

هـا بـه    سـنجش شـده از بـاكتري    ATPبراي مقايسه ميزان 

و كيت طراحي شـده بـا آنـزيم     BacTiter-GloTMكمك كيت 

ــكل ــه  -2ش ــتون نمون ــروج از س ــان خ ــب زم ــر حس ــده ب ــالص ش ــزيم خ ــاي آن ه

Nitrilotriacetic acid) Ni-NTA l (Nickel بر روي ژل  %)12( .SDS-PEGE 

(Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis). 

و روش سنجش با آنزيم) �(استاندارد براي كيت شركت پرومگا  نمودار  -3شكل

L. turkestanicus )■( هاي استاندارد از در حضور غلظتATP. 
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موجـود در   ATPپس از تهيـه محـيط كشـت، ميـزان     ، لوسيفراز

ي هـا منحنـي . محيط به عنوان شـاخص آلـودگي تعيـين گرديـد    

بر حسب غلظت باكتري موجود با استفاده از كيت  ATPسنجش 

نشـان داده شـده    5شركت پرومگا و كيت طراحي شده در شكل 

بطور مشخص با افـزايش غلظـت بـاكتري هـاي موجـود،      . است

بعـلاوه منحنـي حاصـل از    . يابـد ميزان نشر نور نيز افزايش مـي 

 ـ BacTiter-GloTM كيـت در مورد ها  سنجش غلظت باكتري ا ب

كيت طراحي شده همساني بĤلائي دارد و ايـن موضـوع، دقـت و    

  .دهدمي مطلوب كيت طراحي شده را نشان صحت

ترين روش محيط با استفاده از لوسيفراز دقيق ATPسنجش 

هـاي زنـده يوكـاريوتي و    تعيين ميزان و همچنـين تعـداد سـلول   

ن نتايج اين تحقيـق نشـا   .هاي محيطي استگيري آلودگياندازه

مي دهند كه مراحل انتقال، ترانسفورم كـردن، بيـان و تخلـيص    

با موفقيت كامل انجـام   L. turkestanicusآنزيم لوسيفراز گونه 

ميزان بالاي آنزيم بدست آمده و درصد بالاي خلوص . شده است

آن، قابليت استفاده از اين آنزيم در طراحي و توليد كيت سنجش 

ATP يفراز گونهآنزيم لوس .دهدرا نشان مي L. turkestanicus 

، قابليـت  P. pyralisكمتـر نسـبت بـه لوسـيفراز گونـه       Kmبا 

محـيط و در نتيجـه    ATPبالاتري در تشـخيص مقـادير انـدك    

هـاي محيطـي و   حساسيت بالاتر بـراي آشـكار نمـودن آلـودگي    

بعـلاوه، مقايسـه صـحت و    . هاي زنـده دارد سنجش تعداد سلول

پرومگا، همساني بـالاي ايـن دو   دقت كيت طراحي شده با كيت 

  .دهدكيت را نشان مي

 سپاسگزاري

بدينوسيله از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه تربيت مـدرس  

و هم چنين سازمان گسترش صنايع ايران كه حمايت مـالي ايـن   

 .گرددتشكر و قدرداني مياند  بر عهده داشتهطرح را 
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