
   
  
  
  
  
  
  

  
  
  



  

 

 
  دانشگاه تربیت مدرس

  دانشکده کشاورزي

  گروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژي

  

  ارشد اصلاح نباتات نامه کارشناسی پایان

  

  تاب  انتقال ژن لوسیفراز حشره شب

)Lampyris turkestanicus (به گیاه کلزا )Brassica napus L.(  

  

  حسین خسروي :تحقیق و تدوین  

  

  دکتر مختار جلالی جواران :استاد راهنما

  

  دکتر سامان حسینخانی: استاد مشاور

  

  89تیر 



  

 

  بسم االله الرحمن الرحیم

 
این مرحله از زندگی خـود   و نامهنگارش و تدوین پایان حمد و سپاس یزدان پاك را که با الطاف بیکران او توانستم

م از تمـامی کسـانی کـه در موفقییـت مـن نقشـی       ن راستا بر خود لازم می داندر ای. را با موفقییت به پایان برسانم
  . اند تشکر و قدردانی نمایم داشته

  اند  ام که در تمام مراحل زندگی یاور و پشتیبان من بوده از پدر و مادر و خانوادهبا زبانی قاصر 

ا زحمات که همواره در اجراي این پژوهش به عنوان استاد راهنماز زحمات جناب آقاي دکتر مختار جلالی جواران 
  ندا هفراوانی را متحمل شد

  شان هاي ارزندهسامان حسینخانی به خاطر راهنمایی از استاد مشاور محترم جناب آقاي دکتر

، دکتر احمد معینی، دکتر از زحمات اساتید محترم گروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژي دانشگاه تربیت مدرس 
  فخراییرضاقلی میر دسیقاسم کریم زاده، دکتر حمید دهقانی و دکتر 

  نامهاز جناب آقاي دکتر شکیب و دکتر دهقانی به خاطر بازخوانی و داوري پایان 

از مسئولین محترم آزمایشگاه بیوتکنولوژي و اصلاح نباتات، سرکار خانم مهندس آزموده و جناب آقاي مهندس 
  ایري

  آرش رزمیهاي سرکار خانم مهندس طاهري جوان و مهندس  ها و راهنمایی از کمک

  ها آزمایشگاهیها و همکلاسی از تمام هم

  اند هاي بنده نقشی داشته و تمامی عزیزانی که به نوعی در موفقییت

  کمال امتنان و تشکر را دارم

  .و براي همه سروران عزیز موفقیت روزافزون و صحت و سلامتی از ایزد منان خواستارم 

  

  حسین خسروي

  

  



  

 

  
 : چکیده

هاي اخیر در زیست شناسی مولکولی و بیوتکنولوژي گیاهی تصور عمومی را در مورد کاشـت گیاهـان بـه صـورت      پیشرفت
هـاي زیسـتی جهـت تولیـد      تواننـد در نقـش کارخانـه    اینکه گیاهـان مـی  سنتی و فقط به عنوان یک منبع غذایی به سمت 

هـاي   هاي دارویی و آنزیم به تولید پروتئین "زراعت مولکولی ".هاي نوترکیب و دارویی ظاهر شوند تغییر داده است  پروتئین
یکـی از مهمتـرین   تـاب   آنزیم لوسیفراز حشـره شـب  . شود صنعتی ارزشمند در گیاهان از طریق مهندسی ژنتیک اطلاق می

هـاي مختلـف بیوتکنولـوژي و بیولـوژي سـلولی و مولکـولی بـویژه در         هاي صنعتی است که به طور وسیعی در زمینه آنزیم
هـاي تشـخیص سـرطان، غربـالگري داروهـا،       هاي میکروبـی، تهیـه کیـت    به منظور تشخیص آلودگی ATPتشخیص میزان 

ژن لوسیفراز نیز به عنوان ژن . شود استفاده می) DNA )Pyrosequencingیابی  هاي آنزیمی و توالی حسگرها، سنجش زیست
تحقیـق حاضـر جهـت    . سازي سیستم انتقال ژن، کـاربرد فـراوان دارد   آل در مهندسی ژنتیک به منظور بهینه گزارشگر ایده

گیـاه کلـزا انجـام     و امکان سـنجی تولیـد آن در   Lampyris turkestanicusتاب گونه ایرانی  انتقال ژن لوسیفراز حشره شب
 )CaMV 35S(ویروس موزایک گل کلم  S35 پیشبرندهکه تحت ) luc(تاب  در این تحقیق، ژن لوسیفراز حشره شب. گرفت

 Colony PCRمنتقل گردید و به وسـیله   LBA4404به  اگروباکتریوم سویه  کلون شده بود pCAMBIA1304در پلاسمید 
به کمک اگروباکتریوم ) luc(تاب  سمید نوترکیب شامل ژن لوسیفراز حشره شبسپس پلا. با آغازگرهاي اختصاصی تأیید شد

بـراي تراریخـت سـازي مـورد اسـتفاده قـرار        PF4570/91از گیاه کلزا رقم  اي لپهریزنمونه هاي . به گیاه کلزا منتقل گردید
بیوتیـک مـورد    ایـن آنتـی   هـاي مختلـف   جهت تعیین آستانه تحمل گیاه کلزا به آنتی بیوتیک هیگرومایسین غلظت. گرفت

هـاي   بیوتیـک  هاي کشـت انتخـابی حـاوي آنتـی     شده توسط آگروباکتریوم، به محیط هاي تلقیحریزنمونه. بررسی قرار گرفت
آنتــی بیوتیــک  mg/l5/7 حــاوي  MSگیاهــان تراریخــت بــر روي محــیط . هیگرومایســین و سفوتاکســیم منتقــل شــدند
گیاهان تراریخت وجـود   PCRآنالیز . شدن شاخه و ریشه زایی انتقال یافتند هیگرومایسین انتخاب شدند و به محیط طویل

  .تاب را در گیاهان تراریخت تأیید نمود ژن لوسیفراز حشره شب

  تاب، انتقال ژن، آگروباکتریوم، کلزا، کشاورزي مولکولی لوسیفراز حشره شب: هاي کلیدي واژه
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  تاب  انتقال ژن لوسیفراز حشره شب

)Lampyris turkestanicus (به گیاه کلزا )Brassica napus L.(  

  مقدمه
هاي اخیر در زیست شناسـی مولکـولی و بیوتکنولـوژي گیـاهی تصـور عمـومی را در مـورد کاشـت          پیشرفت 

هـاي   توانند در نقش کارخانـه  سنتی و فقط به عنوان یک منبع غذایی به سمت اینکه گیاهان می گیاهان به صورت
گیاهان بـه دلیـل توانـایی تولیـد     . هاي نوترکیب و دارویی ظاهر شوند تغییر داده است زیستی جهت تولید پروتئین

تحقیقـات  . شاورزي زیسـتی هسـتند  هاي ایمن و ارزان نوترکیب داراي قابلیت ک نامحدود در تعداد و مقدار پروتئین
توانند به طور مـؤثري   هاي مهم و ضروري می نشان داده است که دامنه وسیعی از پروتئین اخیرگسترده در دو دهه 
هاي  ها، آنزیم ها، واکسن هاي سرم و فاکتورهاي رشدي، آنتی بادي هایی شامل پروتئین نمونه. در گیاهان بیان شوند

آنـزیم  ) Fischer and mans.2000,..(هـاي زیسـتی وجـود دارنـد     هـاي مولکـول   و معرفتجاري، پلیمرهاي زیستی 
هـاي مختلـف    هاي صنعتی اسـت کـه بـه طـور وسـیعی در زمینـه       تاب یکی از مهمترین آنزیم لوسیفراز حشره شب

هـاي   بـه منظـور تشـخیص آلـودگی     ATPبیوتکنولوژي و بیولوژي سلولی و مولکـولی بـویژه در تشـخیص میـزان     
روابـط    حسـگرها، همچنـین در بررسـی    هـاي تشـخیص سـرطان، غربـالگري داروهـا، زیسـت       کیـت تهیه بی، میکرو

. شـود  استفاده می )DNA )Pyrosequencingیابی  هاي آنزیمی و توالی ها، سنجش برهمکنشی و تاخوردگی پروتئین
سـازي سیسـتم انتقـال ژن،     آل در مهندسی ژنتیـک بـه منظـور بهینـه     ژن لوسیفراز نیز به عنوان ژن گزارشگر ایده

 Lampyris turkestanicusتاب گونه ایرانـی  تحقیق حاضر جهت انتقال ژن لوسیفراز حشره شب. کاربرد فراوان دارد
  .و بررسی امکان سنجی تولید آن در گیاه کلزا انجام گرفت

 پیشبرندهکه تحت  pCAMBIA1304در ناقل بیانی که ) luc(تاب  ژن لوسیفراز حشره شب ،در این تحقیق 
S35  ویروس موزایک گل کلم)CaMV 35S(  توسط روش ذوب و انجماد به باکتريسازي شده بود  همسانه 

Agrobacterium tumefaciens  سوشLBA4404   و به وسیله منتقلColony PCR  با آغازگرهاي اختصاصی
به  آگروباکتریوم باکتريمک به ک ) luc(تاب  لوسیفراز حشره شب سپس پلاسمید نو ترکیب شامل ژن .تأیید شد

براي تراریخت سازي مورد استفاده قرار  PF4570/91 رقماز گیاه کلزا  اي لپههاي  ریزنمونه .گیاه کلزا منتقل گردید
بیوتیک  هاي مختلف این آنتی جهت تعیین آستانه تحمل گیاه کلزا به آنتی بیوتیک هیگرومایسین غلظت. .گرفت

 هیگرومایسین و سفوتاکسیم حاوي آنتی بیوتیک MSن تراریخت بر روي محیط گیاها. مورد بررسی قرار گرفت
زایی  شده بر روي محیط کشت انتخابی، جداسازي و به محیط کشت ریشه هاي باززایی گیاهچه .انتخاب شدند
 دنددار شدن، ابتدا به گلدان حاوي پرلایت و در نهایت به خاك منتقل ش ها پس از ریشه گیاهچه. انتقال یافتند

از . را در گیاهان تراریخت تأیید نمود ) luc(تاب  لوسیفراز حشره شب آنالیز مولکولی گیاهان تراریخت وجود ژن
  .استفاده گردید PCRگیاهان شاهد غیرتراریخت به عنوان کنترل منفی 

  تاب، انتقال ژن، آگروباکتریوم، کلزا، کشاورزي مولکولی لوسیفراز حشره شب: هاي کلیدي واژه
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  مقدمه -1-1

لوسـیفراز  . شـود  آنزیم لوسیفراز به طور وسیعی در بیوتکنولوژي و بیولوژي سلولی و مولکولی استفاده مـی 
هاي تشخیصی را تشـکیل   این آنزیم اساس گستره وسیعی از تکنیک. هاي صنعتی است یکی از مهمترین آنزیم

از طریـق   ATPمقـدار  تـرین ابـزار تشخیصـی     تولید نور توسـط آنـزیم لوسـیفراز یکـی از از حسـاس     . دهد می
ارزیـابی  هـاي میکروبـی،    ، به منظور تشخیص آلودگی)است ATPترین روش سنجش  که حساس(لومینومتري 

هـاي   ، تهیـه کیـت  1میزان حیـات سـلولی  گیري  اندازه Pyrosequencingبه روش  DNAیابی  فسفاتازها، توالی
هـا،   روابـط برهمکنشـی و تـاخوردگی پـروتئین      بررسی غربال گري داروها، حسگرها، تشخیص سرطان و زیست

  .به عنوان ژن گزارشگر کاربرد فراوان دارد و هاي آنزیمی سنجش
، زیست داروهـا  یمیاییمی توانند به عنوان بیوراکتورهاي زنده براي تولید ارزان مواد ش 2گیاهان تراریخت
بـا اسـتفاده از روش   . باشـد  عـروف مـی  م 3مولکولی عمل نمایند که این پدیده به زراعت و پروتئینهاي با ارزش

مولکولی می توان کربوهیدراتها، اسیدهاي چـرب، پلـی پپتیـدها، واکسـن هـا، آنـزیم هـاي صـنعتی و          زراعت
  .تولید نمود پلاستیک هاي تجزیه پذیر زیستی را در سیستم هاي گیاهی

تـر   تـوان بـه اقتصـادي    می اي بیانی گیاهیه اي نوترکیب در سیستمه مزایاي تولید پروتئین مهمتریناز  
بیـان بـالاي    ،طبیعیشکل  هاي بیولوژیکی فعال و مشابه وردهآتولید فر ،هاي صنعتی بودن آن نسبت به سیستم

ین عدم وجود  خطرات ناشی از آلودگی اشاره کرد پایداري بیشتر و همچن ژن و تولید بالاي پروتئین نوترکیب،
(Daniell et al., 2001) . میلادي تکنولوژي تولیـد پـروتئین و   80در اواخر دههDNA     نوترکیـب در گیاهـان

مولکولی داراي  زراعت. بودند ارزشمند هاي هاي بیان گیاهی شد که قادر به تولید پروتئین باعث کشف سیستم
  ).Schillberg et al., 2002(باشد  ها می و آنزیم هاي دارویی پروتئینید نامحدود پتانسیل بالایی در تول

مزیت عمده سیستم گیاهی در . خلاصه شده است 1.شده در جدول شمارهتراریخت  یاي گیاهانمزا
ی توانند جهت تولید هر نوع پروتئین در مقیاس زیاد با قیمت ها این است که گیاهان می مقایسه با سایر سیستم

این صرفه جویی به دلیل تمام نشدن سرمایه در . هاي دیگر مورد استفاده قرار بگیرند سیستم% 10حدود 
هاي پی در پی، توانایی نگهداري و برداشت گیاهان با استفاده  هاي تخمیري و کاهش هزینه مقایسه با سیستم

                                                
1-Viability 
2 -Transgenic plants 
3 -Molecular Farming 
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هاي  بر خلاف سیستم. تهاي خاص اس هاي کشاورزي به مهارت هاي سنتی و عدم نیاز فعالیت از روش
برخلاف حیوانات . تخمیري و حیوانات تراریخته میزان تولید در گیاهان زیاد و هزینه تولید ارزان  است

همچنین مواد گیاهی . نیست ریختهک گله حیوان ترایتراریخته در سیستم گیاهی نیازي به نگهداري 
  .د بهره برداري قرار گیرندو مور بذر نگهداري و در موقع نیاز کشت توانند به صورت می

 آنهاست زیرا معمولاَ حاوي 1سلامتی ها نسبت به سایر سیستم هاي گیاهی ک مزیت دیگر سیستمی
هاي خوراکی  هاي نوترکیب خاص را در قسمت اگر بتوان برخی پروتئین. و حیوانی نیستندبیماري زاي انسانی 

این عمل به ویژه . شود ابد و یا به طور کلی حذف میی کاهش میها  مثل دانه و میوه بیان کرد بسیاري از هزینه
   (Daniell et al., 2001) .کاربرد دارند مؤثر است 2که براي ایمنی درمانی ییها بادي ها و آنتی در واکسن

تولید .. هاي مختلف گیاهی مانند میوه، ریشه، برگ، دانه و توان در بخش هاي نوترکیب را می پروتئین
هاي تجمع یافته در دانه  هاي نوترکیب در دانه فواید دیگري هم دارد در غلات پروتئین ع پروتئینتجم. نمود
به علاوه . ها بدون کاهش فعالیت بیولوژیکی پایدار باقی بماند تواند در شرایط مختلف براي ماهها و یا سال می

تواند از افزایش  رویشی بیشتر میهاي  ها در دانه در مقایسه با تجمع در قسمت جمع شدن اختصاصی پروتئین
  .هاي مزاحم جلوگیري کند پروتئین

بـه طـورکلی،   . تـر هسـتند   کتورها اقتصاديآهاي تخمیري و بیور هاي گیاهی نسبت به سیستم سیستم - 1
یـک   تـا  یک دهـم تواند  هاي نوترکیب در گیاهان بسته به نوع گیاه می اند که ارزش تولید پروتئین برآورد کرده
 ,.Ghislaine et al)باشـد   E. coliبـاکتري   و با اسـتفاده از  نتوراها در فرم یمت تولید همان پروتئینق پنجاهم

2008).  
شـود کـه میـزان     تخمین زده می. وجود دارد در گیاهان ها با منشأ خارجی پروتئین امکان تولید انبوه - 2

کیلـوگرم بـه ازاي هـر هکتـار باشـد       100بـیش از   ،ها در گیاهانی نظیر توتـون، سـویا و یونجـه    تولید پروتئین
).(Maliga, 2002  

 خاصی اندامک نظر در قسمت خاصی از گیاه نظیر برگ، ریشه، دانه و یا در امکان بیان پروتئین مورد  -3
 .(Daniell et al., 2002) وجود دارد) نظیر کلروپلاست و میتوکندري(سلول  از

                                                
1-Safety 
2 -Immunotherapy 
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را در یوکـاریوتی  هاي پیچیده توانند پروتئین می )بودن به دلیل یوکاریوت( ها، گیاهان برخلاف باکتري - 4
  .)Schillberg et al., 2002( شکل صحیح خود تولید کنند

هم اکنون تقاضاي روزافـزون بـه داروهـاي بیولـوژیکی، تشخیصـی و در عـین حـال قیمـت بـالاي آنهـا،           
بیوراکتورهاي گیـاهی جـایگزین    دسترسی به آنها را محدود کرده است بنابراین به نظر می رسد که استفاده از

  .مناسبی براي سایر سیستمها باشد

 ( Luminescence ) لومینسانس -1-2

 براسـاس  .باشد می پایه سطح به بازگشت ضمن برانگیخته مولکول یک توسط نور نشر پدیده لومینسانس

فتولومینسانس  در .دارد جودو لومینسانس انواع درمولکولها، برانگیخته حالت ایجاد براي استفاده مورد منبع نوع
، درکمـی   گرمـا  Pyroluminescence) (پیرولومینسـانس  اشعه الکترومگنتیک، در) فلورسانس و فسفروسانس(

 ( Bioluminescence)بیولومینسـانس  در و واکنش شـیمیایی  یک انجام (Chemiluminescence) لومینسانس
 باشـند  برانگیختـه مـی   حالـت  ایجـاد  بـراي  لازمانـرژي   شـیمیایی تـامین کننـده    لوسـیفراز  آنـزیم  واسـطه  بـا 
)Meighen.,1993(  

   بیولومینسانس -1-3

 از قرن قبل چهار در ارسطو توسط سپس و ها چینی توسط بار اولین زنده موجودات توسط نشرنور پدیده

  )Meighen ., 1991(. ست  ا شده گزارش میلاد
 .باشـد  شناسـی مـی   زیسـت  مباحـث  تـرین  جالب از یکی زنده، موجودات توسط نور نشر بیولومینسانس یا

 اصلی به دو جزء و شود می گفته زیستی هايسیستم در نور به شیمیایی انرژي تبدیل فرآیند به بیولومینسانس

 و آبـزي  از جانـداران  وسـیعی  دسـته  در فراینـد  این. دارد بستگی لوسیفرین سوبستراي و لوسیفراز آنزیم یعنی
. انـد  شده نامگذاري کلی لوسیفراز نام با فرایند این در درگیر هاي آنزیم. است شده گزارش و مشاهده زي خشکی
نـور   طبیعـی  طـور  بـه  ها آنزیم برخی از حال این با. شود می زرد - سبز نور تولید به منجر عموماً ها آنزیم واکنش
  .)Alipour et al., 2004( کنند می تولید قرمز
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 در دخیـل  ترکیبات شیمیایی ماهیت بار اولین براي 19 قرن در Raphel Dubis  فرانسوي فیزیولوژیست

 حـرارت  بـه  مقـاوم  سوبسـتراي  شـامل  بیولومینسـانس  کـه  کـرد  پیشـنهاد  و شناسایی را بیولومینسانس پدیده
  ).Meighen., 1993( شد با می )لوسیفراز( حرارت به حساس آنزیم و) لوسیفرین(

 هـاي لومینسـانس،   واکـنش  در. شـود  مـی  جـذب  یا و دآزا گرما صورت به انرژي شیمیایی هاي واکنش در

 حالت به با بازگشت که رسند می )الکترونی بالاتر  تراز(انرژي  از بالایی سطح به انرژي، جذب اثر در واکنشگرها

 جریان ایـن  در گرما میزان کمی و کنند می توصیف نیز سرد نور معمولاً را لومینسانس. کنند می نور تولید پایه،

 انـرژي  پـر  واسـط  حد یک و متصل لوسیفراز به مولکولی اکسیژن حضور در لوسیفرین .شود می ولیدت واکنش

 گیـرد  مـی  صـورت  نـور  نشـر  و تجزیـه  لوسیفرین اکسی بعد مرحله در آورد، می وجود به )لوسیفرین اکسی(

  .شده است زیر بیاندر  زنده موجودات در نور نشر کلی مکانیسم.
  
  

  ینسانس موجودات بیولوم -1-4

 براي .متفاوتند فیزیولوژیکی نظر از که دارد وجود جانداران از مختلفی هايگونه در پدیده بیولومینسانس

 نـورزا از پدیـده   جانـدارن  در. است متفاوت نور نشر مکانیسم و رنگ موجودات، موارد بیوشیمی، این از هر یک

 دارد مواردي وجود چه شود، اگر استتار استفاده میدفاع یا  و جنسی ارتباط طعمه، اندازي دام نور جهت به نشر

 آبـزي،  موجـودات  از بسـیاري ). Carlson and Copeland, 1985(اسـت   نامشـخص  بیولومینسـانس  نقـش  که

 از برخـی  و دریـایی  هـاي  مرجـان  ،2دریـایی  بنفشه ،1عروس دریایی ،ها حلزون از ها، یک گونه حشرات، باکتري

 دارد، وجود لوسیفراز آنزیم لومینسانت موجودات تمامی در اینکه با وجود .دارند توانایی تولید نور را ها خرچنگ

 متفاوت کاملاً مختلف موجودات در آنزیم این وسیله به واکنش کاتالیز چگونگی و استفاده مورد سوبستراهاي اما

. صورت گرفتـه اسـت   آنزیم این روي بر مطالعات بیشتر ،3تاب شب حشره لوسیفراز فراوان به دلیل کاربرد .است
روي  بـر  دکربوکسیلاسـیون  اکسـیداتیو،  انجـام عمـل   بـا  ATPو   +O2  ،Mg2از اسـتفاده  بـا  آنـزیم لوسـیفراز   

                                                
1- Aequorea 
2- Renilla 
3- Firefly luciferase 

Luciferase + O                      2 Oxyluciferin                         Light 

Luciferin 
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لوســیفرین و  ، اکســیCO2، (AMP)زرد و نیــز آدنــوزین مونوفســفات  - نــور ســبز لوســیفرین،D-سوبســتراي
  .)Gomi et al., 2002(کند  می تولید(PPi) پیروفسفات

 تاب شب حشره -1-5

بند  4-3(دم بندهاي انتهایی در و شکم زیر در نورانی ناحیه یک داراي که است اي حشره تاب، شب حشره
شب  در بخش فانوسک، این در لوسیفراز حضور دلیل به). John et al., 2004( باشندمی 1فانوسک بنام )انتهایی
همانند سایر  حشره این توسط شده یدتول نور. است 2بالان قاب راستۀ به متعلق تاب شب حشره. درخشد می
در بعضی از . رود می کار به مخالف جنس جلب و) استتار(دفاع  طعمه، انداختن دام به منظور به بالان قاب
در . شود ها در تمام مراحل دگردیسی حشره اعم از تخم، لارو، حشره بالغ نر و ماده، نورافشانی دیده می گونه

 در شمال. چراغله، آتشپزه، شب چراقک و غیره موسوم است: هاي دیگر از قبیل زبان فارسی این حشره به نام

و  مشاهده  Lamproidea maculata و Lampyris turkestanicus هاي نام با تاب شب حشره گونه دو ایران
  .شوند می یافت فراوانی به گونه دو هر. است گزارش شده

   تاب شب حشره لوسیفراز - 1-6

آنهـا نقطـه ایزوالکتریـک    . بدست آمـد  4و مکلروي 3توسط گرین 1956تاب در سال  لوسیفراز حشره شب
 Luciola تـاب  شبلوسیفراز بسیار خالص از حشره  1977در سال . گزارش کردند 3/6و  2/6لوسیفراز را بین 

mingrelica  تـاب  شـب ، وزن مولکـولی لوسـیفراز حشـره    1989در سـال  . توسط دانشمندان روسی تهیه شـد 
Photinus pyralis   از طریـق روشHPLC    بـه میـزانKDa 62    محاسـبه شـد)Branchini and Rollins, 

  تعیین شد  1996در سال  Photinus pyralis ساختار سه بعدي کریستال لوسیفراز). 1989
که در تحقیق حاضر مـورد اسـتفاده    Lampyris turkestanicusگونه ایرانی  تاب شبژن لوسیفراز حشره 

: GenBankشماره دسـتیابی  (کند  آمینه را کد می اسید 547جفت باز است که  1644ست، داراي قرار گرفته ا
AY742225.(  

  
                                                
1 -Lantern 
2- Coleoptera 
3- A.A.Green 
4- W.D.McElory 
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  تاب شب حشره لوسیفرین -1-7

 آن  بسـته  فرمـول  .اسـت  D-luciferinآن  تر رایج نام دلیل بهمین باشد می D ایزومر طبیعی لوسیفرین

C11H8N 2O 3S2 باشـد   مـی  رنـگ  کـم  زرد رنـگ  با سوزنی یستالهايکر بشکل . است 280 مولکولی جرم با
- 5 الکلهـاي  در است لوسیفرین همراه دکربوکسیلاسیون با آن تصعید و بوده مشکل آن مجدد کریستالیزاسیون

 =pH 5/6در  آب در و اسـت  نـامحلول  اتر اتیل نفت، اتر، بنزین، در است اما محلول استات اتیل استن-کربنه 1
 )Merck.,1989 (.است محلول کم

 لوسیفرین آنالوگهاي -1-7-1

  L-luciferin )الف
- L هاي واکنش در وجود این با .کند نمی نور تولید و هدد واکنش نشان نمی لوسیفراز آنزیم با لوسیفرین 

CL کند می شرکت.  
 هیدروکسی آنالوگهاي)ب

 تولید آنزیم با سی،هیدروک دي 6 و 4 ترکیب تنها ولی اثرند بی آنزیم بر منوهیدروکسی آنالوگهاي تمام

 دهد می سبز-زرد نور لوسیفرین که حالی در کند می قرمز نور

 آمینولوسیفرین آنالوگهاي)ج

 ترکیب این در .است آمینولوسیفرین-6 دهد نشان می واکنش آنزیم اب که لوسیفرین آمینو از مشتقی تنها

 ) White and Worther.,1966 (.است قرمز آنزیم، با حاصله نور رنگ و دارد قرار آمین گروه OH گروه بجاي
 تعیین آنزیم فعالیت جهت Dفرم  4 موقعیت در COOH و گروه   6 موقعیت درOH وجود گروه  بنابراین

 .است کننده

D - لوسیفرین  
آن  شـیمیایی  سـنتز  آمـد،  دست به شمالی آمریکاي  P. pyralisتاب شب حشره از لوسیفرین آنکه از پس
کمـک   بـا  لوسـیفرین   سـاختار  سـپس . بـود  فعـال  آنزیمـی  نظـر  از کـه  شد آغاز 1961 سال در بار براي اولین

 رسـد  نظر می به فانوسک، موقعیت یا و دگردیسی مرحله از صرفنظر. گردید تعیین ایکس اشعه کریستالوگرافی

 در مولکـولی  اجـزاي  مطالعه). Blank et al., 1971( است شده حفظ  Beetleهاي گونه میان در لوسیفرین که
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هتروسـیکل اسـت    آلی پلـی  اسید لوسیفراز یک سوبستراي که دهد می نشان حشرات بیوشیمیایی هاي مکانیسم
 نامیـده  لوسـیفرین  که معمـولاً  ]اسید کربوکسیلیک - 4- تیازولین - 2- )ایل - 2- بنزوتیازول هیدروکسی- 6(- 2[

  ).2- 1 شکل(است  شده داده نمایش زیر لوسیفرین در D-شیمیایی فرمول .شود می
  

  
  لوسیفرین در حشرات -Dساختار  -1-1شکل 

سـلولی آغـازین،    این موجودات تک. باشد ، کلروفیل میDinoflagellateمنشاء لوسیفرین در موجود آبزي 
هـا، حـائز اهمیـت     کننده هستند و به دلیل نقش آنها به عنوان آغازکننده چرخـه غـذایی در اقیـانوس    فتوسنتز

غالبـاً توسـط ایـن    ) درخشـندگی آب اقیـانوس در شـب هنگـام    (هـا   وساقیـان  1پدیده فسفروسـانس . باشند می
با بررسی مسـیر بیوسـنتز لوسـیفرین از منشـا کلروفیـل در ایـن       ). Hastings, 1983(شود  موجودات ایجاد می

هاي کلیدي این مسیر بیوسنتزي، به دلیل وجود همولوژي بالا این احتمـال وجـود    موجودات و شناسایی آنزیم
این موضوع . کننده این مسیر، گیاه قادر به تولید لوسیفرین از کلروفیل گردد کنترل) هاي( نتقال ژندارد که با ا

  .هاي سیستم لوسیفراز در گیاه مرتفع سازد تواند نیاز به استفاده از لوسیفرین خارجی را در بررسی می

  تولید نورمکانیزم  -1-8

   مولکولی، اکسیژن و ATPلوسیفرین،  D-با واکنش طی در :EC] 1،13،12،7[اي  حشره منشاء با لوسیفراز
 صورت به آنزیم لوسیفراز به وسیله واکنشاین . = nm) 570(λmax کند می نشر زرد - سبز نور ها گونه اکثر در

  )2- 1شکل ( :شود می کاتالیز زیر
ATP + LH2 + Luc + Mg2+          Luc.LH2-AMP + PPi   
E.LH2-AMP + O2           Luc + AMP + CO2 + OXL + Light emission  

  

                                                
1- Phosphorescence 
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  مکانیسم انجام واکنش بیولومینسانس به کمک آنزیم لوسیفراز -2-1شکل 

  
دهـد و تشـکیل لوسـیفریل آدنـیلات و پیروفسـفات       واکنش می Mg2+-ATPدر مرحله اول لوسیفرین با 

واسط پراکسید حلقـوي بـه    حده یک مادو  شده لوسیفریل آدنیلات بوسیله اکسیژن مولکولی، اکسید. دهد می
اکسـتانن در نتیجـه    دي. شـود  آزاد مـی  AMPتشـکیل و یـک مولکـول    ) پراکسـی لوسـیفرین  (اکستانن   نام دي

. لوسیفرین تهییج شده در فرم انول یـا کتـو کنـد    شود تا تولید اکسی تبدیلات داخل مولکولی، دکربوکسیله می
نـانومتر   562 - 570کوانتوم نور مرئی با طول موج مـاکزیمم   برگشت این ماده به حالت پایه همراه با نشر یک

  ).Shimomura et al., 1995(کند  است که نور سبز مایل به زرد تولید می

  کاربردهاي لوسیفراز و بیولومینسانس -1-9

تـوان بـه مـوارد    هاي مختلف علوم زیستی کاربردهاي متعددي دارد که از آن جمله می لوسیفراز در شاخه
  :اره نمودزیر اش

  لوسیفراز توسط  ATPسنجش  -1-9-1

 آن تولیـد  و کند می مشخص را سلول انرژي سطح ترکیب، این .دارد وجود ATP هاي زنده سلول تمام در

محـیط   در زنـده  هـاي  سلول تعداد کننده بیان شده، گیري اندازه ATPمقدار  بنابراین. شود می کنترل شدت به
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 سنجش آنزیمـی  توسط سریعاً زیستی، هاي سیستم توسط شده تولید ATPروش  این در حقیقت در. باشد می

   .شود گیري می اندازه لوسیفراز حضور در
کـار   بـه  غـذایی  مواد و آب در میکروبی آلودگی از آگاهی منظور به تواند شده می گیري اندازه ATPمقدار 

نحـوه پیـر    سـلولی،  تکثیـر  بررسی براي شده گیري اندازه ATPدارویی،  صنایع و بیوتکنولوژي در علاوه به. رود
آلـودگی   سـنجش  جهت توان می روش این از پزشکی در .شود می استفاده سلولی سمیت و شدن و مرگ سلول

 نیـز  فسفوکراتین میزان سنجش در. کرد استفاده حساسیت تست و بیوتیکی آنتی سنجش و در ادرار باکتریایی

  ).Osterberg et al., 1991(برد  بهره روش این از توان می

  ها ها و سلول گیري باکتري اندازه -1-9-2

با توجه بـه حساسـیت زیـاد ایـن روش     . وجود دارد ATPها  در بدن همه موجودات زنده از جمله باکتري
در خاکشناسـی جهـت   . هـا اسـتفاده کـرد    گیـري بـاکتري   توان از این سیستم براي انـدازه  ، میATPنسبت به 

دانشـمندان  . شـود  اي خاك، کنترل مواد غذایی و آب از این سیسـتم اسـتفاده مـی   ه گیري میزان باکتري اندازه
هاي آسمانی یا موادي کـه از خـارج جـو     آمریکا به منظور بررسی حیات در کرات دیگر، سنگ NASAسازمان 

مخلـوط و از طریـق    تـاب  شـب شوند را با ترکیبات سیستم بیولومنیسـانس حشـره    توسط فضانوردان آورده می
  ).Thore et al., 1983(برند  نور تولیدي به احتمال وجود حیات در آنها پی میمیزان 

  ها گیري آنزیم اندازه -1-9-3

تـوان آنهـا را بـه کمـک      از ایـن رو مـی  . در ارتبـاط هسـتند   ATPها در بدن به نحوي با  بسیاري از آنزیم
  :رتند ازها عبا تعدادي از این آنزیم. سیستم بیولومینسانس مورد سنجش قرار داد

Creatine phosphokinase (CPK) ،ATP-sulphurylase ،Apyrase ،Adenylate kinase و غیره.  

  Pyrosequencingدر تکنیک  تاب شباستفاده از لوسیفراز حشره  - 1-9-4

الکتروفورزي است که طی آن   اي بصورت غیر رشته تک DNAاین تکنیک نوعی روش جدید تعیین توالی 
بـا   تاب شبو لوسیفراز حشره ) dNTPsکننده  آنزیم هضم(سولفوریلاز، آپیراز  ATPپلیمراز،  DNAچهار آنزیم 
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شـوند کـه مراحـل آن بـه شـرح زیـر اسـت         مـی  DNAیـابی   هاي تـوالی  اندازي واکنش همکاري هم موجب راه
)Ronaghi et al., 1996.(  

 ATPپلیمـراز،   DNAهـاي   نـزیم شده و بـا آ  اي الگو هیبرید  رشته تک DNAدر مرحله اول یک آغازگر با 
 APSهمچنـین سوبسـتراهاي   . گیـرد  در محلول واکنش قرار مـی  تاب شبسولفوریلاز، آپیراز و لوسیفراز حشره 

  .شوند و لوسیفرین نیز اضافه می) فسفوسولفات- 5́- آدنوزین(
نوکلئوتیـد   شوند که اگر با اضافه می DNAدر مرحله دوم، به ترتیب چهار نوع نوکلئوتید به واکنش سنتز 

از  dATPالبته بجـاي نوکلئوتیـد   . کند پلیمراز آن را به رشته جدید متصل می DNAرشته الگو مکمل باشند، 
پلیمراز  DNAشود که براي لوسیفراز قابل شناسایی نیست، اما قادر است توسط  استفاده می dATPαSآنالوگ 

) PPi(د با جدا شدن یک مولکول پیروفسفات اتصال نوکلئوتید به رشته جدی. جدید قرار گیرد DNAدر رشته 
  .همراه است که مولاریته آن با مولاریته نوکلئوتید اضافه شده به رشته یکسان است

تبـدیل   ATP، پیروفسـفات را بـه   APSسـولفوریلاز در حضـور سوبسـتراي     ATPدر مرحله سوم، آنـزیم  
لوسـیفرین   ستراي لوسیفرین را بـه اکسـی  توسط آنزیم لوسیفراز حس شده و این آنزیم سوب ATPاین . کند می

ایـن نـور توسـط    . شـود  آزاد شده می ATPکند که این عمل موجب آزاد شدن نور مرئی متناسب با  تبدیل می
شناسـایی شـده و بصـورت یـک پیـک در پیروگـرام ظـاهر         CCDابزار سنجش نور مانند لومینومتر یا دوربین 

هاي dNTPدر مرحله بعد آنزیم آپیراز،  .شده است کلئوتید الحاقهر سیگنال نوري متناسب با تعداد نو. شود می
 .شـود  بعدي اضافه می dNTPپس از اتمام تجزیه، . کند هاي اضافی را تجزیه میATPملحق نشده و همچنین 
مکمـل سـاخته شـده و تـوالی      DNAاي نوکلئوتیدها در یـک پروسـه مـداوم، رشـته      در نهایت با افزودن دوره

  .شود ها در پیروگرام تعیین می توجه به سیگنال پیک نوکلئوتیدي آن با

  1گزارشگرهاي زیستی -1-9-5

اي هستند که در پاسـخ بـه عوامـل فیزیکـی و یـا       هاي زنده و دستورزي شده گزارشگرهاي زیستی، سلول
این گزارشگرها از دو جزء ژنتیکی اساسی شامل یک . کنند شیمیایی خاص محیط، تولید پیام قابل سنجش می

ها فعال شـده و   پیشبرنده در حضور عامل هدف در محیط سلول. اند گزارشگر و یک پیشبرنده تشکیل شده ژن

                                                
1- Bioreporters 


