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ونلا تیفی زایی نانوذرات بیسموت با استفاده از سالمبررسی جهش زایی و سرطان
 ) 9Sو میکروزوم کبد موش ( 100TAموریوم
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  د تهران شمال، دانشکده علوم پایه، استاد گروه میکروبیولوژي، تهران. ایران.دانشگاه آزاد اسلامی واح-2
  دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال، دانشکده علوم پایه، استادیار گروه میکروبیولوژي، تهران. ایران.-3

 15/9/92تاریخ پذیرش:      29/7/92تاریخ دریافت: 
  چکیده

رات به علت ارزانی، مفید بودن و خاصیت ضد میکروبی بالاي آن ها، در زمینه هاي مختلف رو به استفاده از نانو ذ زمینه و هدف:
افزایش است. بنابر این باید به مضرات احتمالی آن ها نیز توجه شود و در غلظتی استفاده شوند که جهش زا و سرطان زا نباشد. لذا 

، ppm 1/39 ،1/78و در سه غلظت nm 56نانوذرات بیسموت با سایز  تحقیق حاضر با هدف بررسی اثرات جهش زایی و سرطان زایی
  انجام گرفت. 25/156

سنجش و سرطان زایی این جداگانه به  100TAآزمون ایمز با استفاده از سالمونلا تیفی موریومجهش زایی ماده در ابتدا  روش کار:
ش شدند. نتایج حاصل از این آزمایش به کمک نرم افزار افزوده و کلنی هاي برگشتی در تمام محیط شمار 9Sمیکروزوم کبدي موش

SPSS .و روش آماري آنالیز واریانس یک طرفه مورد بررسی قرار گرفت  
در حضور میکروزوم کبد موش تعداد کلنی هاي برگشتی در مقایسه با عدم حضور این آنزیم، کاهش یافته و این بدین معنی  یافته ها:

  زایی با حضور این آنزیم کاهش می یابد. است که اثر جهش زایی و سرطان
  نشان نداد.  از خود طبق نتایج پژوهش حاضر نانوذرات بیسموت فعالیت جهش زایی و سرطان زایی نتیجه گیري: 

  S 9، تست ایمز، میکروزوم کبدي موش100TAنانوذرات بیسموت، سالمونلا تیفی موریوم واژه هاي کلیدي:
    مقدمه

از مواد سرطان زاست. این عوامل  محیط اطراف ما ، مملو
باعث  DNAقادرند با تغییر در توالی اسیدهاي نوکلئیک 

القا موتاسیون و بروز سرطان شوند. شناسایی مواد یا 
عوامل القاکننده جهش نقش مهمی را تعیین سلامت، 
ایفا می نماید، زیرا این عوامل جهش زا، گاهی سبب 

و موتاسیون قابل ایجاد آسیب به سلول هاي پایه جنینی 
بدیهی است که،  توارث از نسلی به نسل دیگر می شوند.

دسترسی به روش ارزان، آسان و سریع، براي شناسایی 
). 16(ا از اهمیت ویژه اي برخوردار استمواد جهش ز

یکی از روش هاي ساده و مهم، بررسی موتاسیون زایی 
ترکیبات شیمیایی، استفاده از باکتري هاست. به دلیل 

هاي بیوشیمیایی و ژنتیک کثیر سریع و شناسایی ویژگیت

ها، امکان گسترش سویه هاي خاص حساس به باکتري
محدوده وسیعی از موتاژن ها به آسانی میسر می 

تحقیقات اولیه در مورد  Ames، 1964). در سال 12باشد(
فعالیت جهش زایی را بر روي بیولوژي مولکولی باکتري 

و بررسی کرد که چگونه ژن ها در سالمونلا انجام داد. ا
پاسخ به حضور اسید آمینه هیستیدین روشن و خاموش 
می شوند و مواد جهش زا چگونه کنترل این مکانیسم را 

). سالمونلا باسیل گرم منفی، با ابعاد 12مختل می کنند(
میکرون، هوازي و بی هوازي اختیاري  7/0 – 5/1 × 2 - 5

حرارت بهینه براي و شیمیوارگانوتروف است و درجه 
). 6درجه سانتی گراد می باشد( 37رشد این باکتري 

ترین روش براي تعیین پتانسیل جهش بهترین و متداول
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زایی و سرطان زایی مواد شیمیایی و داروهاي جدید 
شناسایی موتاسیون برگشتی در سالمونلا تیفی موریوم، به 
کمک تست ایمز است. این روش، یک تست باکتریایی 

 1970هزینه، کوتاه مدت و آسان است که در دهه کم 
در سال  و همکارانش پایه گذاري شد. Amesتوسط 

، مطالعاتی در ارتباط با این آزمون، برروي بیش از 1982
نوع ماده شیمیایی، از سوي مرکز مطالعات و  5000

). در 6تحقیقات جهش زایی محیط زیست انجام گرفت (
اکتري سالمونلا تیفی تست ایمز از سوش هاي مختلف ب

موریوم استفاده می شود. هر کدام از این سوش ها، داراي 
یک موتاسیون انتخابی در اپرون هیستیدین خود می 
باشند.این موتاسیون مانع از انجام یک فعالیت متابولیک 

که سویه وحشی یا ضروري می شود. در صورتی
) قادر است با استفاده از +Hisپروتوتروف (فنوتیپ 

یتروژن غیر آلی (فسفات آمونیوم) و در حضور منبع ن
کربن مناسب (گلوکز)، این اسید آمینه ضروري را بسازد 

). سوش هاي سالمونلا تیفی موریوم در تست ایمز، 4(
بوده و زمانی که سویه هاي آزمایشی بر  -Hisاگزوتروف 

و  Hisروي پلیت هاي آگار حداقل حاوي مقدار ناچیزي 
رد آزمایش رشد داده می شوند، فقط در حضور ماده مو

آن دسته از باکتري ها که جهش برگشتی یافته اند، قادر 
به رشد و تشکیل کلنی خواهند بود. به همین دلیل این 
تست اکثراً به عنوان بررسی برگشت موتاسیون، بیان می 

). تمام سویه ها با ایجاد یک موتاسیون خاص، 12گردد(
ی قادر به سنتز این اسید آمینه خود به تنهای Hisدر اپرون 

نیستند. تغییرات ژنتیکی با موتاسیون هاي دیگري که 
حساسیت سویه ها را نسبت به مواد موتاژن افزایش می 

  دهند عبارتند از:
  یک موتاسیون کاهشی در ژنuvrB- bio  در

). موتاسیون کاهشی 102TAجز سویه تمام سویه ها (به
uvrB رمیم برشی سبب حذف مکانیسم سیستم ت

(Exition repaire)   و آسیب بهDNA  .می شود

موتاسیون کاهشی در ژن بیوتین، باکتري را نیازمند به 
 اسید آمینه بیوتین می سازد.

  موتاسیونrfa  در تمام سویه ها سبب ایجاد یک
در سطح باکتري  (LPS)لایه لیپوپلی ساکاریدي ناقص 

شت شده و باکتري را نسبت به مواد شیمیایی در
(بزرگ)که از دیواره سلول طبیعی عبور نمی کنند ، 

 نفوذپذیرتر می سازد.

 101وجود پلاسمیدPkM   در سویه هاي
104TA،98TA،97TA،100TA،102TA  سبب افزایش

شده و  UVموتاسیون زایی شیمیایی یا القایی توسط اشعه 
این پلاسمید، باکتري را نسبت به آمپی سیلین مقاوم می 

 سازد.

داراي یک  101pkmعلاوه بر پلاسمید  100TAسویه 
است که حامل ژن  pAQ 1پلاسمید چند نسخه اي

hisG428 کلین است. بوده که یک ژن مقاوم به تتراسای
-Rهاي فوق را سویه هاي سویه هاي واجد پلاسمید

factor ) ویژگی منحصر به فرد این 12، 14نامند .(
ال ) براي فع9Sآزمون، استفاده از میکروزوم کبدي(

کردن برخی مواد جهش زا و سرطان زا است. زیرا، 
بسیاري از این ترکیبات براي بروز ویژگی هاي جهش 
زایی یا سرطان زایی باید از نظر متابولیکی (اکسیداتیو یا 

جا که باکتري سالمونلا قادر احیایی) فعال شوند و از آن
به انجام این فعالیت نیست، لذا یک عصاره استریل 

از بافت پستانداران را می توان به تست  میکروزومی
جهش زایی اضافه نمود. میکروزوم ها حفره هاي غشایی 
کوچکی هستند که در یاخته هاي زنده و سالم دیده نشده 
و نتیجه تکه تکه شدن قسمت هایی از سیستم غشایی 
درون یاخته اي و نیز شکسته شدن لوله ها و کیسه هاي 

). 1، 2، 3، 5، 7، 9، 13ند(شبکه هاي آندوپلاسمی می باش
 Ames  و همکارانش ارتباط بین سرطان زایی و جهش

بیسموت عنصر  ).13گزارش نمودند ( %83زایی را حدود 
ظرفیتی ، سفید  3، فلز ضعیف 83شیمیایی با عدد اتمی 
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بلورین، سنگین و شکننده اي است که اثر خفیفی از 
شبیه  رنگ صورتی در آن وجود دارد و از تظر شیمیایی

آرسنیک و آنتیموان است. بیسموت از تمامی فلزات 
جز جیوه از تمامی عناصر خاصیت سنگین تر است و به

از ترکیبات بیسموت که  هدایت حرارتی کمتري دارد.
فاقد سرب باشند، در ساخت لوازم آرایشی و بهداشتی و 

چنین بیسموت به اهداف پزشکی استفاده می شود.هم
ی جهت درمان ناراحتی هاي صورت قرص هاي خوراک

گوارشی ناشی از هلیکوباکترپیلوري استفاده می گردد 
با توجه به استفاده روز افزون از نانوذرات در  ). 10(

عرصه هاي مختلف پزشکی، دندانپزشکی تحقیق حاضر با 
هدف بررسی خاصیت جهش زایی و سرطان زایی 

وم نانوذرات بیسموت با استفاده از سالمونلا تیفی موری
100 TA )9و میکروزوم کبدي موشS انجام گردید. در (

تحقیقات انجام شده در داخل و خارج کشور، مطالعه 
مشابهی که به بررسی خاصیت جهش زایی و سرطان 

دست نیامد. لذا این زایی نانوذرات بیسموت بپردازد، به
  بررسی نخستین تحقیق با این اهداف است.

  مواد و روش ها
ش آزمایشگاهی انجام شد. سویه باکتري این تحقیق به رو

مورد تایید قرار  TA 100در این پژوهش، سوش
سوش  ) و نتیجه کار با این سوش دنبال شد.6، 12گرفت(

مذکور وارد محیط کشت نوترینت براث شده و جهت 
درجه  37ساعت در انکوباتور  24احیاسازي، به مدت 

ت، ساع 24سانتی گراد قرار داده شد و سپس به مدت 
درجه  37برروي محیط کشت نوترین آگار در حرارت 

. آزمون هاي تایید )6، 12(گرماگذاري شد  سانتی گراد
، حساسیت به کریستال ویوله 100TAژنوتیپ سوش

جهت تایید  uv، حساسیت به پرتو rfaجهت تایید جهش 
، حساسیت یا مقاومت به آنتی بیوتیک پنی uvrBجهش 

-R)م وجود پلاسمید سیلین جهت تایید وجود یا عد

factor) عدم قدرت رشد در محیط فاقد اسید آمینه ،

هیستیدین جهت تایید نیازمندي به هیستیدین و عدم 
قدرت رشد در محیط فاقد اسید آمینه بیوتین تاییدي بر 

، موش ها به 9Sبه بیوتین بود. براي تهیه 100TAنیازمندي 
هاي ساعت گرسنگی داده شدند تا ترشح آنزیم  24مدت 

کبدي به واسطه گرسنگی تحریک شوند و افزایش یابند، 
سپس با گردن زدن، حیوان را کشته و کبد با یک پنس 
استریل خارج گردید. سپس کبد ها در کلرید پتاسیم 

مولار استریل و تازه تهیه شده، چندین بار 15/0سرد 
شستشو داده شدند تا گلبول هاي قرمز که مانع از فعالیت 

گردند و خارج می شوند. می 450Pیتوکرومآنزیم هاي س
پس از شستشو، کبد ها در یک هاون چینی استریل با 
قیچی استریل خرد و کاملاً له شدند. سپس به ازاي 

مولار) به  15/0از کلرید پتاسیم ( cc3 هرگرم کبد موش
کبدها اضافه کرده و وقتی مخلوط هموژنی بدست آمد، 

 10ریل توزیع و به مدت در داخل لوله هاي سانتریفوژ است
درجه سانتی  4) و دماي rpm8700)g9000 دقیقه با دور 

گراد سانتریفوژ شدند. بدین ترتیب گلبول هاي قرمز جدا 
و مایع رویی شیري رنگ، قابل استفاده شد. سپس طبق 

درجه  4دستورالعمل ایمز، با کوفاکتورهاي لازم در دماي
  ).11سانتی گراد مخلوط گردید (

هش زایی با استفاده از سالمونلا تیفی آزمون ج
  100TAموریوم

از هریک از رقت هاي تهیه شده جهت مطالعه جهش 
زایی نانوذرات بیسموت (غلظتی که باکتري جهش را 

این غلظت ها  MBCو  MICنکشد) که توسط آزمون 
ppM 1 ،1/39 ،1/78 ،25/156 دست آمدند، استفاده به

هاي که از رقت گردید. مراحل کار بدین صورت بود
مذکور نانوذرات بیسموت توسط سمپلر استریل مقدار 

میلی لیتر تاپ آگار و  2میلی لیتر به لوله هاي حاوي 100
میلی لیتر 1/0بیوتین و - میلی لیتر محلول هیستیدین2/0

افزوده شد. سپس  100TAکشت تازه شبانه سوش
ثانیه تکان دهی توسط شیکر  3محتویات لوله ها، پس از 
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طور یکنواخت در سطح پلیت هاي گلوکز آگار به
حداقل گسترده شدند. بعد از سفت شدن آگار ، پلیت ها 

ساعت در  72تا  48را وارونه کرده و به مدت 
درجه سانتی گراد قرار داده شدند. هم چنین  37انکوباتور

کنترل هاي مثبت و منفی نیز در این آزمون در نظر گرفته 
میلی لیتر محلول  2/0شدند. کنترل منفی شامل 

 2میلی لیتر آب مقطر استریل و  100بیوتین،  - هیستیدین
میلی لیتر سوش تازه  1/0میلی لیتر تاپ آگار و 

ثانیه تکان دهی  3می باشد که پس از  100TAشبانه
برروي پلیت هاي گلوکز آگار خداقل توزیع و در 

ساعت  72تا  48درجه سانتی گراد به مدت  37انکوباتور
). حضور کنترل منفی براي 12،6گذاري شدند (گرما

نشان دادن تعداد باکتري هایی که جهش برگشتی خود به 
خودي می یابند، ضروري است. کنترل مثبت این آزمون 

میلی لیتر محلول آزیدسدیم  100براي مقایسه نتایج شامل 
میلی لیتر کشت  1/0به عنوان یک ماده جهش زاي قوي ،

میلی لیتر محلول  2/0شی همراه با تازه شبانه سوش آزمای
میلی لیتر محیط تاپ آگار  2بیوتین در درون - هیستیدین
درجه سانتی گراد بود. پس از پایان دوره  45در دماي 

گرماگذاري پلیت ها از انکوباتور خارج شده و تعداد 
کلنی هاي برگشتی در پلیت هاي آزمایشی و کنترلی 

  ).12،6شمارش گردید (
زایی با استفاده از سالمونلا تیفی موریوم آزمون سرطان 

100TA 9و میکروزوم کبد موشS  
میلی لیتر کشت تازه  1/0در این آزمون علاوه بر افزودن 
میلی لیتر  100TA ،2/0شبانه سالمونلا تیفی موریوم 

بیوتین و غلظت مورد نظر از  –محلول هیستیدین 

 5/0، میلی لیتر محیط تاپ آگار 2نانوذرات بیسموت ، به 
تازه تهیه شده نیز به لوله ها اضافه  9S میلی لیتر از مخلوط
ثانیه تکان دهی، محتویات لوله ها  3گردید و پس از 

برروي سطح پلیت هاي گلوکز آگار حداقل توزیع و 
 72تا  48پس از بسته شدن محیط، پلیت ها به مدت 

درجه سانتی گراد گرماگذاري شدند. به  37ساعت در 
میلی لیتر) و به  100ل مثبت از آزید سدیم (عنوان کنتر

میلی لیتر)  100عنوان کنترل منفی از آب مقطر استریل (
طبق روش گفته شده در بالا استفاده شد. لازم به ذکر 

زمان انجام شدند است، همه آزمایشات در سه تکرار هم
)8 ،6.(  

  تحلیل آماري
 در این تحقیق، اطلاعات بدست آمده توسط نرم افزار

SPSS  وAnova  مورد آزمون قرار گرفت و نتایج به
صورت جداول و نمودارهاي میله اي و جعبه اي مورد 

قرار   ≥ 05/0Pمرز معنی داري روي  تحلیل قرار گرفتند.
  داده شد.

  نتایج
،  100TAدر تایید ژنوتیپ سوش سالمونلا تیفی موریوم 

سویه جهش یافته به علت فقدان نسبی سد لیپوپلی 
ید در پوشش سطح باکتري، رنگ کریستال ویوله ساکار

به داخل دیواره نفوذ کرده و باعث مرگ باکتري ها و 
میلی متر شد. مقاومت به آمپی سیلین به  14تشکیل هاله 

در سویه مورد آزمایش  R-factorعلت وجود پلاسمید 
مشاهده شد. عدم رشد در ناحیه پرتو دیده مشاهده گردید 

  ).1می باشد (جدول  uvrBکه نشان دهنده جهش 

  100TAمشخصات ژنوتیپی سالمونلا تیفی موریوم سویه  - 1جدول

 UVrbجهش  R-Factorپلاسمید  Rfaجهش   سویه مورد آزمایش

      100TAسالمونلاتیفی موریوم 
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 100TAنتایج آزمایش با باکتري سالمونلا تیفی موریوم
بیسموت نشان می دهد که با افزایش غلظت نانوذرات 

تعداد کلنی هاي برگشتی افزایش می یابد. تعداد کلنی 
و  95و به ترتیب  84هاي برگشتی در کمترین غلظت 

می باشد که در مقایسه با تعداد کلنی هاي برگشتی  104
می باشد، تقریباً برابر و یا کمی افزایش  76شاهد منفی که 

 نشان می دهد و به دو برابر نرسیده است. پس نانو ذرات
بیسموت در این غلظت ها اثرات جهش زایی ندارد. با 

نیز نسبت موتاژنیسیته یا پتانسیل جهش زایی  MRمحاسبه 
می  3/1،  2/1،  1/1در سه نمونه مورد آزمایش به ترتیب 

باشد که هیچ یک مطابق فرمول به دو برابر نرسیده است. 
  9/5از طرف دیگر پتانسیل جهش زایی در شاهد مثبت 

ت که از دو برابر بیشتر است و تاییدي بر سرطان بوده اس
زایی آزید سدیم می باشد. در مرحله دوم از آزمایش که 

میکروزوم کبد موش انجام شده است نتایج  9Sدرحضور 
آزمایش نشان می دهد میانگین تعداد کلنی هاي برگشتی 

می باشد که نشان دهنده سرطان زایی این  408شاهد مثبت
م) است. میانگین تعداد کلنی هاي ماده ( آزید سدی

می باشد و تعداد کلنی هاي  61برگشتی شاهد منفی 
برگشتی نمونه مورد آزمایش در مقایسه با شاهد منفی 
اندکی افزایش دارد که دلیل بر عدم سرطان زایی 
نانوذرات بیسموت در غلظت هاي مورد استفاده می باشد. 

ي غلظت هاي یا پتانسیل موتاسیون زایی برا MR میزان 
می باشد که  1/1، 09/1، 01/1مورد آزمایش به ترتیب 

برابر بوده و بنابر این  2کمتر از  MRمطابق فرمول محاسبه 
هیچ کدام از غلظت هاي بکار رفته سرطان زا نمی باشد. 

بوده که دلیل بر  6/6براي شاهد مثبت  MRدر حالی که 
، 2جدول  سرطان زایی آزید سدیم می باشد(

  ).2و1رنمودا
  بحث و نتیجه گیري 

در قرن حاضر یکی از عوامل مرگ و میر در جوامع 
صنعتی و پیشرفته سرطان می باشد. در دو دهه گذشته 
انواع متفاوتی از مواد جهش زا و سرطان زاي شیمیایی 
شناخته شده اند. امروزه دانشمندان بر این عقیده اند که 

ت تغییرات آسیب ها و تغییرات ژنتیکی اعم از تغییرا
بروز جهش یا  DNAایجاد شده در توالی و انسجام 

موتاسیون در ژن ها ودیگر تغییرات ژنتیکی در ساختار 
کروموزومی در سرطان زایی نقش بسزایی دارند. از این 
جهت طراحی روش هایی براي مشخص نمودن سرطان 
زایی مواد بسیار با اهمیت می باشد. امروزه روش ایمز 

و شناسایی مواد جهش زا و ضد جهشی جهت غربالگري 
کاربرد روش ایمز در این  ).1از روشهاي متداول است (

تحقیق به عنوان آزمونی استاندارد و دقیق جهت شناسایی 
  جهش زایی نانو ذرات بیسموت می باشد. 

 )  9Sو میکروزوم کبد موش ( 100TAتعداد کلنی هاي برگشتی در حضور سالمونلا تیفی موریوم -2جدول 

  
 
  

 
 100TAتعداد کلنی سالمونلا تیفی موریوم 

)9S(+ 

 
  موریوم 100TAتعداد کلنی سالمونلا تیفی

)9 S-( 

  
  نمونه مورد آزمایش

 
 میانگین تعداد کلنی برگشتی

  
  میانگین تعداد کلنی برگشتی

  451±56/6  408±37/21  کنترل مثبت

67/61±5/7  کنترل منفی  5/6±76  

67±34/11  بیسموت  02/12±55/94  
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  در حضور سالمونلا تیفی موریوم و میکروزوم کبد موش نانو ذرات بیسموت مقایسه میانگین کلنی هاي برگشتی - 1نمودار

  
  

مقایسه میانگین کلنی هاي برگشتی نانوذرات بیسموت، کنترل مثبت و منفی در حضور سالمونلا تیفی موریوم و میکروزوم کبد  -2نمودار 
  (S9)وش م

و همکارانش برروي  E.zeigerبررسی مقایسه اي که 
روش هاي مختلف سنجش جهش زایی مواد شیمیایی 

% از نتایج 71- 76انجام دادند، مشخص نمود که حدود
جهش زایی مواد شیمیایی با استفاده از سوش هاي 
مختلف جهش یافته سالمونلا در آزمون ها می 

پژوهش هاي  به دنبال نتایج حاصل از).12باشد(
M.Kranendonk  و همکارانش سوش هاي سالمونلا

و نیز سوش  104TA،97TA،100TA تیفی موریوم
E.coli K12  جهت سنجش جهش زایی و سرطان زایی

ها با بررسی بر برخی از مواد شیمیایی مناسب هستند.آن
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هاي ویژه در فعال سازي کارسینوژن ها روي نقش آنزیم
ایشان اهمیت بسیار زیادي و نیز فعال سازي ظرفیت ه

). در این پژوهش، جهش یافتگی سالمونلا تیفی 6دارند (
با جدول پروفسور ایمز که در سال  100TAموریوم 

براساس آخرین تحقیقات ارائه داده شده است،  1994
همسویی نشان داده و سوش ها تایید شدند. برطبق نتایجی 

نوع  300 که ایمز و همکارانش با بررسی بر روي بیش از
ماده شیمیایی داشتند، این تئوري بیان گردید که در 

برابر  2صورتی که تعدادکلنی ها برروي محیط کشت 
شاهد منفی باشند ماده جهش زا محسوب می گردد. نتایج 

بدست آمده از این تحقیق با توجه به جدول با این تئوري 
، 2004). در سال 9همسویی و مطابقت داشت (

Wakabayashi  همکارانش عنوان نمودند ترکیبات و
 4مختلف را می توان براساس تعدا کلنی هاي برگشتی به 

کلنی  500گروه تقسیم کرد: جهش زاي ضعیف (
کلنی  500- 2500برگشتی)، جهش زاي متوسط (

کلنی برگشتی)  2500-5000برگشتی)، جهش زاي قوي (
کلنی برگشتی)  5000و جهش زاي بسیار قوي (بیش از 

)15 .( Green  وMuriel  معادله زیر را 1976در سال ،
  ). 8ارئه نمودند( (MR)براي محاسبه فرکانس موتاسیون 
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