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 Xenorhabdus بيان ژن، تخليص و بررسي كاهش لومينسانس لوسيفراز باكتريايي

luminescence توسط گلايسين در زير واحد آلفا175 بر اثر جايگزيني گلوتامات  
  و بيژن رنجبرخسرو خواجه ،٭علي رياحي مدوار، سامان حسينخاني

 يميتهران ، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پايه، گروه بيوش

 14/12/85 : تاريخ پذيرش 09/09/84: تاريخ دريافت

 چكيده

 FMNهاي مختلف شدگي فلورسانس آنها در حضور غلظتبهينه سازي بيان لوسيفراز جهش يافته و طبيعي، تخليص، و خاموش 
 اكتريايي آنزيم لوسيفراز بخصوصيات كاتاليتيكي.  مي باشدآلفا و بتا لوسيفراز باكتريها داراي دو زيرواحد. مورد بررسي قرار گرفت

، آلدئيد و اكسيژن FMNH2سوبستراهاي در حضور ) nm 490 با طول موج( نشر نور در باكتريها و ،بوسيله زيرواحد آلفا ديكته
 روشبا بر پايه سرعت كاهش لومينسانس در يك بار سنجش ، را  لوسيفراز باكتريها. كاتاليز مي شود توسط آنزيم لوسيفرازمولكولي
 انجام شده مطالعات. كنند بندي مي ه، لوسيفراز با سرعت كاهش كند و لوسيفراز با سرعت كاهش سريع طبقه به دو گرو،استاندارد

) با سرعت كاهش كند لومينسانس( Xenorhabdus luminescence  در باكتري آلفا بروش جهش زايي اتفاقي بر روي زيرواحد
 آن نسبت به لوسيفراز د، سرعت كاهش لومينسانسوين جايگزين ش بوسيله گلايس175گلوتامات  نشان داد، كه اگر در جهش يافته

 طبيعي و جهش يافته مشخص شد يكي از دلايل سازي بيان و تخليص آنزيم بهينهدر اين مطالعه ضمن . تر مي گرددسريعطبيعي 
نزيم، در لوسيفراز  به آFMNاصلي تفاوت كاهش لومينسانس بين لوسيفراز جهش يافته و لوسيفراز طبيعي، كاهش قدرت اتصال 

 .جهش يافته است

 .، خاموش شدگي FMNبيولومينسانس، لوسيفراز،: واژه هاي كليدي

 saman_h@modares.ac.i: ، پست الكتروني021-88009730: نويسنده مسئول، تلفن تماس* 

 مقدمه
از ) بيولومينسانس( نشر نور توسط موجودات زنده 

در ده كه هاي زيستي در طبيعت بو ترين پديده جالب
تنان، قارچها،  حشرات، كيسه از قبيل مختلفي موجودات

بيولومينسانس يك . شود مي مشاهده  باكتريها وماهيها
واكنش آنزيمي است كه با واسطه آنزيم لوسيفراز و 

 در سلولهاي زنده اكسيژن  و مولكولسوبستراي لوسيفرين

  بهمولكولي در حضور اكسيژن لوسيفرين .گيرد مي صورت

 اكسي( پر انرژي واسط و يك حد فراز متصللوسي

 بعد اكسي ةدر مرحل آورد، وجود مي به) لوسيفرين

مكانيسم كلي . گيرد مي و نشر نور صورت تجزيه لوسيفرين

نشر نور در موجودات زنده در زير آورده شده است 
)10،11(. 

Luciferin + O2              Oxyluciferin*               Light 
                    Luciferase 

لومينسانس  موجوداتساير به  باكتريهاي لومينسانس نسبت
از   گونه11 در بطوريكه ،ندبرخوردار بيشتري از گستردگي

   Shewanella ,(Alteromonas)) جنس( سرده چهار

Photobacterium ,Vibrio  وXenorhabdus در قرار گرفته 
  نشر نورEntrobacterieceae و Vibriaceace دو خانواده

 ).11 (است شده گزارش
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 ، كهآلفا و بتا بوده لوسيفراز باكتريها داراي دو زيرواحد
، و بترتيب هستند β/α)  8( ساختاري بشكه مانندداراي

 بررسيها .)4 (شوند مي كد LuxB      وLuxAبوسيله ژنهاي 
  خصوصيات كاتاليتيكيبيانگر تعيين اوليه يهاو آزمايش

، 12 (باشد مي بوسيله زيرواحد آلفا فراز باكترياييلوسيآنزيم 
سوبستراهاي واكنش بيولومينسانس در باكتريهاي . )2

، FMNH2)(لومينسانس؛ فلاوين مونو نوكلوتيد احيا شده 
 با نشر نور در باكتريهاي لومينسانس. آلدئيد و اكسيژن است

سنجش فعاليت . گيرد  صورت ميnm 490 طول موج
 دي تيونات،استانداردباكتريايي به سه روش لوسيفراز آنزيم 

  استانداردسنجش روشدر . شود انجام مي) همراه(كوپل  و 
 به FMNH2  تزريق سريع )معمول ترين روش سنجش(

 شود، انجام ميداخل محلول حاوي لوسيفراز و آلدئيد 
نور به سرعت به حد ماكزيمم رسيده و   نشردنبال آنب

 .)11 (يابد سپس كاهش مي

بر پايه سرعت كاهش لومينسانس در يك بار سنجش 
(Single turnover assay) استاندارد سنجش روش در ، 

لوسيفراز باكتريها را به دو گروه لوسيفراز با سرعت كاهش 
 .كنند بندي مي كند و لوسيفراز با سرعت كاهش سريع طبقه

 داراي Xenorhabdus luminescence (Xl) باكتري
رعت كاهش لومينسانس كندتر و پايداري سي با لوسيفراز

هاي نسبت به ساير لوسيفرازهاي باكتريحرارتي بالاتر 
 Random)جهش زايي اتفاقي ). 14، 6 (استلومينسانس 

mutagenesis)آلفا باكتري   بر روي زيرواحد(Xl)  بين
ناحيه دخيل در كنترل يعني 166-233 اسيدآمينه هاي

. نشان مي دهد ، )15(سرعت كاهش لومينسانس مي باشد 
كه در آن گلوتامات  (E175G)ها   يافته جهش يكي ازدر 
، خصوصياتي است توسط گلايسين جايگزين شده 175

 با  Photobacterium phosphoreum (Pp) مشابه لوسيفراز
 ).7(دهد   نشان مي،سرعت كاهش سريع لومينسانس

 براي پي بردن بعلت تغيير سرعت كاهش لومينسانس بر اثر
تغيير اين اسيدآمينه، ابتدا پلاسميد حاوي ژن لوسيفراز 

پس از .  انتقال يافتE. coliطبيعي و جهش يافته به باكتري 
خاموش شدگي بهينه سازي بيان آنزيمها و تخليص آنها، 

براي بررسي  (FMNهاي مختلف آنزيمها در حضور غلظت
مورد مقايسه قرار )  به آنزيمFMNميزان قدرت اتصال 

 .گرفت

 مواد و روشها

 جهش يافته و Xl)(ژن لوسيفراز طبيعي : انتقال ژن
(E175G) 7-5 ميدسپلادر  كه pT اين  (كلون شده بود

 ) داراي ژن مقاومت به آمپي سيلين مي باشدميدسپلا
انتقال داده  BL21 E. Coli بروش شوك حرارتي به باكتري

  در(E175G) جهش يافته و Xl)(ژن لوسيفراز طبيعي . (شد
كلون شده  pT 7-5 ميدسپلادر  دانشگاه مك گيل كانادا

غربال (پلازميد به باكتري براي اطمينان از انتقال ). است
هاي ترانسفورم ، ابتدا باكتري)حاوي ژن لوسيفرازهاي باكتري

 بصورت ml/gµ 50سيلين  شده، روي پليت حاوي آمپي
 آلدئيد ي مقدار بسيار كمسپس .تك كلون كشت داده شد

فوق  يديشها در شرايط استريل روي درب پتري) انالدك(
 باكتريهاي حاوي ژن لوسيفراز در حضور .گرفتقرار 

روي فيلم راديولوژي  بركه  ،مي كنند ي توليدآلدئيد نور
 .)1شكل  (باشند بصورت نقاط سياه رنگي قابل مشاهده مي

 

 

 

 

 

 
ي فيلم بر رو) لومينسانس(كلوني باكتريهاي نشر كننده نور : 1شكل 

 .راديولوژي
 

 -2XYT ) g/lit16 Tryptonاز محيط كشت : افزايش بيان
Bacto، g/lit10Yeast extract -Bacto و g /lit 5 (NaCl 

 D Thiogalacto pyranosid, dioxan free) IPTGحضوردر

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 1385 زمستان، 4، شماره 19لد ج                                                                             مجله زيست شناسي ايران                         

 453

-β- (Isopropyl و سرعت درجه سانتي گراد  30، دماي
rpm 250) نزيمهاي براي بيان بالاي آ) دور در دقيقه

 .مورد استفاده قرار گرفتلوسيفراز طبيعي و جهش يافته 

 mM EDTA10،mM (بافر ليز  در ليزسلولي: ليز سلولي

 توسط )pH 7  بافر فسفاتmM 50تواتانل و پ بتامركا10
اي   ثانيه45 مرحله 4 در امواج ماوراي صوت سونيكاتور،

 .در يخ انجام شداي و يك دقيقه فواصل با 

 هاي از ستونتخليص آنزيمها با استفاده: ينتخليص پروتئ
Sepharose- DEAE 200 و- S- Sephacryl انجام 

 .گرفت

 ، سرعت ml8 حجم ستون  (Sepharose- DEAE ستون از
ليتر در دقيقه و طول   برابر يك ميلي(flow rate)جريان 

 در دماي FPLC UPCبا استفاده از ) nm 280موج جذب 
هاي حذف پروتئينمايشگاه براي آز) درجه سانتي گراد 25(

ابتدا ستون .  كيلو دالتون استفاده شد37با وزن كمتر از 
 7 و بتا مركاپتواتانلmM 10 ، فسفاتmM 50افر بتوسط 

pHسپس نمونه روي ستون برده شد و .  به تعادل رسيد
 mM10  بافر فسفات، M 6/0عمل شستشو توسط گراديان 

شده از   ، نمونه خارجفتگرانجام  pH 7 بتامركاپتواتانل و
 هاي آزمايش جمع ليتر در لوله يك ميليميزان ستون به 

  و بردهPAGE-SDSها را روي ژل  سپس نمونه.  شدآوري
و بوسيله آوري هاي حاوي پروتئين مورد نظر جمع  نمونه

  محلول پروتئين تغليظدر ادامه. سولفات آمونيوم تغليظ شد
) S- Sephacryl -200( ستون ژل فيلتراسيون  رويشده 

 . برده شد

، سرعت ml120 حجم ستون  (S- Sephacryl -200ستون 
در دماي ) ليتر در دقيقه  برابر يك ميليflow rate)  (جريان

براي جداسازي ) درجه سانتي گراد 25(آزمايشگاه 
هاي مختلف و بدست آوردن پروتئين خالص پروتئين

 ، mM50 ابتدا ستون توسط بافر فسفات . استفاده شد

mM10،7  بتامركاپتواتانل pH  برابر حجم 5/1به ميزان 
شده روي ستون برده    سپس نمونه تغليظ وستون شسته

ها در   و نمونه،عمل جداسازي بوسيله بافر فوق انجام. شد
.  شد آوريليتر جمع  يك ميليميزانهاي آزمايش به  لوله

 .)1(سنجش مقدار پروتئين با روش برادفورد انجام شد 

 -PAGEدر تمام آزمايشات از الكتروفورز : زالكتروفور
SDSدرصد 10ژل بصورت .  در شرايط احيايي استفاده شد 

   درصد ژل متراكم5 و (Separating gel)كننده  ژل جدا
 . تهيه گرديد( Stacking gel)كننده

 PERKINاين مطالعات توسط اسپكتروفتومتر  :فلورسانس

ELMERانجام شد . 

براي  :اموش كنندگي ديناميك فلورسانسمطالعات خ
 آنزيمهاي طبيعي و جهش (affinity)بررسي ميزان تمايل 

 خاموش كنندگي مقايسه  مطالعات،FMN يافته لوسيفراز به 
 مورد FMNهاي مختلف فلورسانس ذاتي آنها در غلظت

 اندازه  نانومتر و295تابش، طول موج . بررسي قرار گرفت
 نانومتر 340طول موج نشري  شدت فلورسانس در گيري

 آمادهبراي . انجام گرفت) مانده ترپپتوفان مربوط به باقي(
 ميكروگرم بر 30 ها محلول آنزيمي با غلظت سازي نمونه 

محلول  مولار تهيه و در 2با غلظت  FMN  و ميلي ليتر
ميزان تمايل آنزيمهاي . آمد  بدست  نظرنهايي غلظت مورد

 .به شدمحاس از رابطه زير FMN به
(1-f/fo)-1= (1- Ø)-1+ Kd(1-Ø )-1[FMN]-1 

 فلورسانس آنزيمهاي لوسيفراز به fo و fدر اين رابطه 
 نشان دهنده FMN ، Øترتيب در حضور و عدم حضور 

  FMN - كمپلكس آنزيمFluorescence quantumكارايي  
 براي Kd. باشد  ميFMN ثابت تفكيك آنزيمها براي Kdو 

يافته   و براي لوسيفراز جهش91/11ابر لوسيفراز طبيعي بر
 .باشد  مي1/39برابر 

 نتايج
پيدا كردن براي  :(Over expression)  بيان بالاي پروتئين

از  )براي بيان بالاي آنزيمها (IPTG ت مناسبظغل
 ml5 شده يك تك كلون برداشته و در  باكتريهاي غربال 
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 ور ساعت در انكوبات18 كشت داده و بمدت  2XYTمحيط 
در اين (قرار گرفت  rpm 180 دور  بادرجه سانتي گراد 37

 رشد هايسپس باكتري). باشد  مي2 حدوداً nm 660 ODشرايط
  2XYTكشت به محيط  )1:30(به نسبت يك به سي يافته

 nm660OD و تا اضافه شد) سيلين  آمپيml/gµ 50حاوي (
  دور و با درجه سانتي گراد 30 در دماي) 6/0-8/0 (برابر
rpm250 هاي غلظتاز در انكوباتور قرارگرفت، سپس 

براي  ) ميكرو مولارIPTG )2/0- 4/0- 6/0- 8/0مختلف 
  براي بيان بالاي آنزيمهاIPTG پيدا كردن غلطت مناسب

در ، محيط كشت IPTGبعد از اضافه كردن . استفاده شد
.  ساعت در انكوباتور قرار گرفت3همان شرايط بمدت 

ها سانتريفيوژ و رسوب اكتري محيط كشت حاوي بسپس
 محلول .حل و ليز سلولي انجام گرفت بافر ليز در باكتري

ليز شده را سانتريفيوژ كرده، محلول رويي را روي ژل 
هاي مختلف  ميزان بيان آنزيمها در غلظت،الكتروفورز برده

IPTG  همانطور كه مشاهده ). 2شكل (با هم مقايسه شد
ترين  مناسب IPTGر  ميكرومولا6/0شود غلظت  مي

  .غلظت براي افزايش بيان آنزيمها مورد نظر مي باشد

 كنترل -IPTG.  1ژل مربوط به بدست آوردن غلظت مناسب : 2شكل 
   2/0 غلظت - IPTG3    بدون -2 ) آنزيم لوسيفراز، تخليص شده(

IPTG  4- 4/0 غلظت  IPTG   5- 6/0 غلظت    IPTG،6- 8/0 غلظت 
IPTG 

 در حضور 2XYT محيط كشت اي غربال شده در باكتريهاز
 براي بيان بالاي آنزيمهاي لوسيفراز IPTG mM 6/0غلظت 

 محيط كشت سپس. طبيعي و جهش يافته استفاده شد

 .ليز شدحاوي باكتري را سانتريفيوژ كرده و رسوب باكتري 
از محلول ليز شده را سانتريفيوژ نموده سپس محلول رويي 

كروماتوگرام . عبور داده شد Sepharose- DEAEستون 
 . نشان داده شده است) 3شكل (مربوط به اين ستون در 

 .Sepharose- DEAE كروماتوگرام مربوط به ستون : 3شكل 

 5شكل (نمونه هاي عبور يافته را روي ژل الكتروفورز برده 
- 45نمونه هاي شماره (نمونه هاي مورد نظر ) 1 نمونه -

 . سولفات آمونيم تغليظ شدرا جمع آوري و توسط ) 20

 S- .Sephacryl -200كروماتوگرام مربوط به ستون : 4شكل 

 -S -200 ژل فيلتراسيون  از ستوننمونه هاي تغليظ شده
Sephacryl )اسازي آنزيم لوسيفراز از براي تخليص و جد

عبور  ) كيلودالتون40 با وزن مولكولي بزرگتر از ئيهاپروتيئن
) 4شكل (مربوط به اين ستون در كروماتوگرام . داده شد

نمونه هاي عبور يافته را روي ژل . نشان داده شده است
 هاي خالص نمونه) 4 نمونه - 5شكل (الكتروفورز برده 

  را جمع)100-125فاصل لوله آزمايش  نمونه هاي حد(
درجه  -20 درصد در فريز 20 و در حضور گليسرول آوري

  . نگهداري شدسانتي گراد
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نمايش كلي مراحل تخليص آنزيمهاي لوسيفراز طبيعي و : 5 شكل

  شده از ستون  نمونه خارج -SDS-PAGE  .1بر روي ژل  جهش يافته
Sepharose- DEAE) نمونه قبل از بردن روي ستون -2 ). 35 -نمونه 

 -4 ). آنزيم لوسيفراز، تخليص شده(  كنترل-3 .كروماتوگرافي
 Sephacryl-S-200.ستون  هاي تخليص شده از نمونه

 

: مطالعات خاموش كنندگي ديناميك فلورسانس
كاهش مي  FMN در حضورفلورسانس ذاتي لوسيفراز 

بيشتر باشد ميزان  FMNهر چه اتصال بين آنزيم و . يابد
بيشتر و ثابت تفكيك ) كاهش فلورسانس(خاموش شدگي 
 جهش يافته، لوسيفراز درمشخص شد  .كمتر مي شود

  و ميزان تفكيك بيشتر كمترFMN ا ب خاموش شدگيميزان
 اين كاهش خاموش .باشد  ميXl)  (از لوسيفراز طبيعي

 به لوسيفراز FMNتر  شدگي مربوط به اتصال ضعيف
 FMNتواند با افزايش غلظت   كه مياست جهش يافته
 ). 6شكل  (افزايش يابد

 و (N) طبيعي  خاموش شدن  فلورسانس ذاتي لوسيفرازمقايسه: 6شكل 
 FMN. با (M)افته جهش ي

  بحث
 اكسيد بوده كه با اكسيداز لوسيفراز باكتريايي يك آنزيم

، FMNH2 كردن توليد اسيد چرب و با اكسيد،  آلدئيدكردن
 .)5 ( مي نمايدFMNتوليد آب و

هاي لومينسانس به اين صورت مكانيسم نشر نور در باكتري
لوسيفراز آنزيم به  FMNH2ول ك يك مول ابتدااست كه

اكسيژن  دهد كه در ادامه با را تشكيل مي) EF( ل ومتص
)O2 (توليد پراكسي فلاوين اكنش وو EFO) (نمايد را مي 
 درعدم ).باشد اين حدواسط داراي پايداري كافي مي(

  قرار(kD) تاريكي  مسير واسط در آلدئيد اين حد حضور
 (H2O2) هيدروژن  و پراكسيد FMNگرفته و توليد

آلدئيد تركيب و  ئيد اين حدواسط باآلد درحضور. نمايد مي
 (EFOA) آلدئيد- اكسيژن– فلاوين -توليد حدواسط آنزيم 

  كه حالت برانگيخته داشته و در مسير روشنايي نموده را

(kL)توليد FMN  ا طول موجب، آب، اسيدچرب و نوري 
nm 490 كمپلكس.نمايد مي  (EFOA)  تواند  ميهمچنين

 شماي .سير تاريكي پيش روداز طريق م با جدا شدن آلدئيد
كلي مكانيسم نشر نور در باكتريهاي لومينسانس در زير 

 . )5( نشان داده شده است
     O2           A 

E+F ↔ EF → EFO ↔ EFOA 

    ↓ kD       ↓kL 

Dark Path  Light Path 
سرعت كاهش سريع لومينسانس به خاطر افينته پايين به 

  از طريق EFOيع كمپلكس آلدئيد و همچنين تجزيه سر
 ).15(باشد  مسير تاريكي مي

 نوكلئوتيد در 200 بررسيهاي اخير با موتاسيون بر روي 
كه در مكانيسم كاهش نشر (ناحية مركزي زيرواحد آلفاي 
 مشخص Xlلوسيفراز باكتري ) نور در باكتريها دخالت دارد

 بوسيله 175ها كه در آن گلوتامات  شد، يكي از جهش يافته
ليسين جايگزين شده بود، داراي خصوصياتي با سرعت گ

كاهش سريع لومينسانس در مقايسه با لوسيفراز طبيعي 
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تفاوت بين . مي باشد) سرعت كاهش كند لومينسانس(
كاهش سريع لومينسانس در لوسيفراز جهش يافته و كاهش 
كند لومينسانس در لوسيفراز طبيعي احتمالا بعلت دخالت 

 در اتصال آلدئيد و مكانيسم (Glu175) 175گلوتامات 
 ).7(باشد   ميEFOA و EFOهاي  تحليل حدواسطه

 Molecular)با مطالعات ساختاري و مدل سازي مولكولي 

modeling) مشخص شده است كه گروه فسفات از 
FMNH2 پيوند هيدروژني به زير واحد 7 در يك شبكه با 
ن آرژنين سه پيوند هيدروژني با گروه گوانيدي: آلفا آنزيم

107 (Arg107) دو پيوند هيدروژني با گروه ،NH زنجيره 
 وSer176)   (176و سرين  (Glu175) 175اصلي از گلوتامات 

 (Ser176) 176دو باند هيدروژني با گروه كربوكسيل سرين 
 .باشد متصل مي)9((Thr179)  179و ترئونين 

به لوسيفراز باعث )  و آنالوگهاي آنFMN(اتصال فسفات 
قايي يك آرايش ساختاري  موقت در زنجيره جانبي ال

 مي شود كه در نتيجه خروج گروه  (Glu175)175گلوتامات 
 از جايگاه اتصال (Glu175) 175كربوكسيل گلوتامات 

 ).8، 3(گيرد  مي شود و در معرض حلال  قرار مي  فسفات 

 فلورسانس ذاتي لوسيفراز (Quenching)خاموش شدن 
 FMN كه خاموش شدگي بوسيله ه نشان دادFMN حضور

 Xl)  ( كمتر از لوسيفراز طبيعيجهش يافتهبراي لوسيفراز 
اين كاهش خاموش شدگي مربوط به اتصال ضعيفتر . است

FMN تواند با افزايش  مياست و  جهش يافته به لوسيفراز
 . )6شكل  ( افزايش يابدFMNغلظت 

 تبديل گلوتامات به گليسيند كه هدمي مشاهدات نشان 
) 13(پپتيدي شده   پليانعطاف پذيري زنجيرهباعث تغيير 

و  ميانكش فلاوين ضعيف شدن  باعث اين مسالهكه
 به زير  اتصال فلاوينتضعيف زيرواحد آلفا شده، در نتيجه

 از طريق EFO افزايش سرعت كاهش  باعثواحد آلفا
 .شود مسير تاريكي مي
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Expression, Purification and Investigation of luminescence Decay in 
Bacterial Luciferase Xenorhabdus luminescence by Replacement of 

Glu175 by Gly on α Subunit 
Riahi Madvar A., Hosseinkhani S., Khajeh Kh., Ranjbar B. 

Department of Biochemistry, Faculty of Basic Sciences, Tarbiat Modares University, Tehran. Iran. 

Abstarct 
Expression, purification and comparison of fluorescence quenching in native and 
mutant bacterial luciferase at different concentration of FMN has been investigated. 
Bacterial luciferase consists of two-subunit α and β. that are encoded by the LuxA and 
LuxB genes, respectively. Kinetic properties of bacterial luciferase are determined by α 
subunit. Bacterial luciferases catalyzes the light emission reaction (Wavelength 490 nm) 
utilizing FMNH2, fatty aldehyde and O2 substrates. Bacterial luciferases (Lux AB) can 
be readily classed as slow or fast decay luciferases based on their rates of luminescence 
decay in a single turnover assay. Recent studies using random mutagenesis on α subunit 
in the “slow decay” bacterial luciferase Xenorhabdus luminescence, showed one of the 
mutants contains Glu175 replacement by Gly has a significantly more rapid decay rate 
luminescence than native luciferase. Expression, purification and kinetic studies of 
native and mutant luciferase indicated that difference between native and mutant 
luciferase in luminescence decay rate may occur of weaker binding of FMN to enzyme 
in mutant luciferase. 

Key word: Bioluminescence, Luciferase, FMN, Quenching.   

 

 

 

 

www.SID.ir


