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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 سفارز 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 




