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Abstract 
Aim and Background: High metabolism occurs in the presence of oxygen with rapid growth rate in a 
wide range of organisms including bacteria, yeasts or cancer cells. The ability to grow at high yields plays 
an important role in biotechnology, especially during the production of proteins (preferably recombinant) 
or metabolic compounds such as organic acids and secondary metabolites. Increasing the growth 
efficiency of bacteria, especially Escherichia coli, which is the engine of research and industrial activities, 
is a noble goal in microbial biotechnology. In this study, we sought to find a solution to reduce the 
amount of CO2 produced and thus increase the production efficiency of cell mass from organic matter in 
the process of growth and proliferation by examining the metabolic pathways of E. coli. 

Materials and Methods: Metabolic pathways documented on the KEGG site were examined with a 
view to reducing the CO2 production efficiency of formic acid. Two strains of knockout bacteria of K12 
origin were obtained from Keio microbial bank. Then, selected strains were cultured in complex (LB) and 
simple (M9 + Glycerol) media. Cell mass production in different treatments were compared with the 
standard BL21 strain based on optical absorption at 600 nm. 

Results: In the LB complex medium, Escherichia coli mutants (W3866 and W4040) grew faster than 
BL21 (approximately 5-fold at 8 and 10 h and 3 times at 12 h compared to samples with the 
dehydrogenase formate gene). However, this difference was more pronounced in the simple M9 medium, 
as we observed more than 6-fold growth in 24 hours of incubation in mutant samples lacking the FDH 
gene compared to the BL21 maternal strain. 

Discussion: The experiments were completely in line with metabolic predictions and the growth of 
mutant bacteria was higher than that of BL21. Interestingly, most mutants grew in a simple medium 
containing glycerol, which showed that glycerol is a very good source for the growth of Escherichia coli 
bacteria. These results explain the inconsistency of predictions of previous metabolic models that 
declared glycerol a suitable carbon source for the growth of E. coli, but did not achieve it in practice. 

Conclusion: Under normal physiological conditions, E. coli is not able to grow high in glycerol 
medium. Deletion of formate dehydrogenase gene caused fundamental changes in metabolic process and 
increased growth rate compared to BL21 strain, which indicates the inhibitory role of this enzyme in 
increased growth efficiency of E. coli in the presence of glycerol. In addition, the resulting strain can be 
used to express recombinant proteins with higher efficiency 

Keywords: Escherichia coli, Metabolic pathways, Formate dehydrogenase, Increased growth rate, Iau 
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 نقش مهاری آنزیم فورمات دهیدروژناز در 
 BL21رشد باکتری صنعتی 
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 چکیده

 ها، باکتری جمله از ها ارگانیسم از وسیعی طیف در سریع رشد سرعت با اکسیژن حضور در بالا متابولیسم :هدفو  سابقه
 تولیدفرآیند  طی در ویژههب بیوتکنولوژی در مهمی نقش . توانایی رشد با راندمان بالادهد می رخ سرطانی های سلولیا  و مخمرها
افزایش  .کند می ایفا های ثانویهمانند اسیدهای آلی و متابلیت متابولیک هایترکیب یانوترکیب( و  یترجیحطور به) ها پروتئین

هدف آرمانی در بیوتکنولوژی  استهای تحقیقاتی و صنعتی ویژه باکتری اشرشیاکلی که موتور فعالیتهها براندمان رشد باکتری
و در  تولیدی CO2راهکاری برای کاهش میزان  E. coli در این تحقیق بر آن شدیم تا با بررسی مسیرهای متابولیکی .استمیکربی 

 در فرآیند رشد و تکثیر پیدا کنیم. نتیجه افزایش راندمان تولید توده سلولی از مواد آلی

از اسید فرمیک  CO2کاهش راندمان تولید  دیدگاه با KEGGمسیرهای متابولیکی مستند شده در وبگاه  ها:-مواد و روش
در محیط های منتخب سپس، سویه تهیه شد. Keioبی واز بانک میکر K12 ءدو سویه باکتری ناک اوت شده با منشا. بررسی شد
گیری جذب توده سلولی در تیمارهای مختلف با اندازه کشت داده شدند. میزان تولید (M9+Glycerol)( و ساده LBکمپلکس )

 مقایسه شدند.  BL21چنین با سویه استاندار و همنانومتر با یکدیگر  099نوری در 
حدود  در)ی تربیشاز رشد   BL21 بهنسبت( .W4040و  W3866) اشرشیاهای باکتریموتان  ،LBدر محیط پیچیده : نتایج

البته  برخوردارند.فورمات دهیدروژناز( ژن  دارایهای نمونهبه ساعته نسبت 32برابری در زمان  1ساعته و  39و  8ساعات ردبرابر  5
های موتان ساعت از انکوباسیون در نمونه20برابری در زمان  0 که رشد بیش ازطوریهبارزتر بود ب M9محیط ساده این تفاوت در 

 مشاهده نمودیم.  BL21ر به سویه مادفاقد ژن فورمات دهیدروژناز نسبت

تر بود. بیش BL21های موتان از باکتری کامل مطابقت داشت و رشد باکتریطور بههای متابولیکی بینیبا پیش هاآزمایش بحث:
کامل مناسبی برای طور بهها در محیط ساده حاوی گلیسرول بود که نشان داد گلیسرول منبع تر موتاننکته جالب توجه رشد بیش

های متابولیکی قبلی که گلیسرول را یک منبع کربن های مدلبینیاین نتایج دلایل عدم تطابق پیش باکتری اشرشیاکلی است.رشد 
 .دهدیافت، را توضیح میاعلام کرده بود، ولی در عمل به آن دست نمی E. coliمناسب برای رشد 

، حذف ژن فورمات یستقادر به رشد بالایی در محیط گلیسرول ن E. coliدر شرایط فیزیولوژیکی نرمال  گیری:نتیجه
گردید  BL21برابری رشد در مقایسه با سویه بیانی  افزایش چند اساسی در روند متابولیسمی و هایدهیدروژناز در آن سبب تغییر

توان از سویه حاصل می علاوههبدر حضور گلیسرول است.  E. coliاین آنزیم در جلوگیری از افزایش راندمان رشد نقش  بیانگرکه 
 .های نوترکیب با راندمان بالاتر استفاده نموددر بیان پروتئین

  Iau Science.،افزایش ضریب رشد ،اشرشیاکلی، مسیر متابولیکی، فورمات دهیدروژناز :کلیدی  هایواژه

 مقدمه
ترین ابزار در زیست مهم عنوان یکی ازهب اشرشیاکلیباکتری 

است، اما بسیاری از منابع کلیدی برای  لکولیوشناسی م
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ایی در مانهژنتیکی عملکردی و زیست شناسی سا هایهمطالع
  .(3) هنوز محدود است E. coliارتباط با 

همین اساس محققین با تعیین توالی مجدد مناطق مشخص از دو  بر
سکانس دقیقی از ژنوم ،  MG1655 K12،W3110 K12سویه 

E. coli  عملکردی هپروژرا در دسترس قرار دادند وKeio   در ژاپن
های منطق اصلی این پروژه شناسایی نقش ژن کار کرد.هشروع ب

موتان  2999غیرضروری در اشرشیاکلی است. در این پروژه بیش از 
که جزو  ییهاهای غیرضروری )یعنی ژنکه در هر یک یکی از ژن

Houskeeping (2،1) نبودند( حذف شده است، ساخته شدند. 

نه تنها یک منبع اساسی برای عملکرد سیستمیک  Keioمجموعه 
های تجربی برای بسیاری رویکردهای ژنومی، بلکه یک منبع از داده

-هتوانند بها میکند. این جهشایی را فراهم میشناسی رسانهزیست
رویکردهای ژنتیکی عمل عنوان ابزاری اساسی برای بسیاری از 

کنند و اجازه تجزیه و تحلیل و عواقب ناشی از حذف کامل ژن 
 E. coliهای که بسیاری از محصولات ژندهند. از آنجائیرا می

نه تنها برای  Keioشوند، مجموعه در طبیعت محافظت می
برای بررسی خواص ها، بلکه و سایر باکتری E. coliمطالعه 

 .(3) هد بودها در طیف وسیعی از موجودات زنده مفید خواژن
کاری ژنتیکی در زمینه افزایش رشد سازی و دستبهینه

های مختلفی با هدف  E. coliهای باکتریایی از جملهمیزبان
نظیر های ثانویه های نوترکیب، متابولیتنظیر تولید پروتئین

کاربرد در صنایع مختلف بسیار رواج با  اسیدهای آمینه و .....
های بسیار زیادی جهت افزایش و آزمایش هاهمطالع یافته است.

های کشت اقتصادی و رسیدن به تراکم بالای سلولی در محیط
صورت   E. coliحذف و یا انتقال ژن در میزبانبا مناسب،  و

  .(0) ه استگرفت

مسیرهای  ژنتیکی تغییر در ساختار ،بر اساس تحقیقات موجود
هایی نظیر های مهندسی ژنتیکی در باکتریبا روشمتابولیکی 

E. coli عمومی منظور تولید مواد هدف و یا رشد تواند بهمی
عنوان مثال هب .همراه داشته باشدهثیرات مثبتی را بأتباکتری، 

منجر به تنظیم مسیرهای تنفسی و افزایش  ArcAبیان بالای 
نیز افزایش میزان  سوبسترای گلیکولیتیکی وسرعت رشد در 

  E. coliجذب و دفع استات و در نتیجه میزان بالای رشد 
 .(5) گرددمی

هایی از باکتری اشرشیاکلی که میزان هدر رفت ایجاد سویه
. استتر باشد از ابعاد مختلفی دارای جذابیت ها کمانرژی آن

های حذف آنزیم تواندها میهای ایجاد این سویهیکی از روش
 ناپذیریک محصول اجتناب  CO2باشد.  CO2تولیدکننده 

برای بالقوه و در عین حال یک سوبسترای  تنفس سلولی بوده
 با بررسی مسیرهای متابولیکی تولید متابولیسم میکروبی است.

CO2  در پایگاهKEGG  حذف آنزیم فورمات دهیدروژناز جهت
 .(0) پیشنهاد شد CO2کاهش تولید 

کاهش  توان بهیی میهاسویه چنیناین  تولید اولیه اهدافاز 
از سوی دیگر اشاره نمود.  CO2تبدیل اسید فرمیک به فرآیند 

عنوان هتواند بمیبه فورمات  ایجاد توانایی تبدیل گاز کربنیک
ترین اسید آلی اسید فورمیک ساده هدف ثانویه تعریف شود.

 واسطه پایدار در احیای. فورمات اولین استموجود در طبیعت 
CO2   (7)به متانول و یا متان است.  

کند فورمات دهیدروژناز آنزیمی که این واکنش را کاتالیز می
های موجود در طبیعت تمایل تر آنزیممتاسفانه بیش نام دارد.

( دارند و CO2زیادی در تبدیل فورمات به گاز کربنیک )
دهند. از انجام نمی واکنش برعکس را با راندمان قابل توجهی

ند هستها حساس به اکسیژن سوی دیگر بسیاری از این آنزیم
 .Eباکتری ژنوم ند. در هستهوازی فعال و تنها در شرایط بی

coli  چهار آنزیم فورمات دهیدروژناز شناسایی شده که همگی
یا معمول سیتوپلاسمی طور بهحساس به اکسیژن بوده و 

  د.نهستسلولی  ءمتصل به غشا

فورمات دهیدروژناز  شده Knockoutsهای استفاده از سویه
E. coli .آنابولیکی آن با سویه بیانی نظیر  هایو مقایسه تغییر
BL21 تواند نقش این آنزیم در عنوان یک سویه مادر میهب

 را نمایان کند. CO2کاهش تولید 

لذا در این تحقیق بر آن شدیم تا اثر حذف ژن این آنزیم را در 
که کاربرد بالایی در زیست فناوری  BL21مقایسه با سویه 
 دارد مطالعه کنیم.

 ها مواد و روش
ثر فورمات ؤآنزیم م هایخصوصیت جهت تعیین الف:

این آنزیم  Kmو  Kcatو مقایسه  CO2دهیدروژناز در تثبیت 
-هم و .BRENDA.org  wwwهای اطلاعاتیپایگاه دادهدر

های مختلف ر باکتریبررسی و د شده مقالات منتشرچنین 
  .(8) گردید لازم انجام مقایسه

( FDHهای  فورمات دهیدروژناز )ژنسکانس و مشخصات  ب:
 Regulonاز سایت E. coliباکتری  مربوط به

DB.ccg.unam.mx (0) دست آمدندهب.  

که JW 3866  E. coliو  JW 4040  E. coliدو سویه پ:
وعه ماز مج( بودند fdhD( و )fdhFفاقد ژن فعال )ترتیب هب

keio ه و از شرکت انتخاب شدDharmacon،  سفارش و
شرکت آماده سازی ساس دستورالعمل ا بر خریداری گردید.

وفیلیزه در یها برای کشت و بررسی رشد از حالت لسویه
 شرایط استریل صورت گرفت.

از  استاندارد بیانیعنوان یک سویه استاندار هب BL21سویه  ت:
و کشت پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری تهیه 

 .(39) گردیداولیه انجام 
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 %5/9)مایع  LBمحیط  شامل: میکربیکشت های محیط :ث
عنوان محیط کشت ( بهNaCl% 3و  پپتون% 3عصاره مخمر، 

گرم دی سدیم  8/32)مایع  M9کامل و محیط کشت 
 5/9، گرم پتاسیم دی هیدروژن فسفات 1هیدروژن فسفات، 

 2گرم آمونیوم کلرید که پس از آتوکلاو شدن  3، و NaClگرم 
لیتر میلی 3/9مولار و  3ت الیتر محلول منیزیوم فسفمیلی

ن اضافه شده آیک مولار فیلتر شده به کلسیم کلرید محلول 
درصد بود به حجم یک  39ل و منبع کربن نیز گلیسرو بود

عنوان هحاوی گلیسرول ب (Merck)( لیتر رسانده شده بود
  .(33،32،31) استفاده شدندمحیط کشت ساده مورد 

جهت تهیه محیط کشت جامد و رشد بر محیط مایع، علاوه :ج
ر ها، به هر یک از محیط های کمپلکس یا ساده مقداکلونی

های استوک سویهچنین هم% آگار اضافه گردید. 5/3
Knockout ) JW 4040  وJW 366 ) بر اساس دستور العمل

 17در کشت و LB مایع محیط کشت درشرکت فروشنده 
-و سپس از کلنیانکوبه ساعت  20مدت هگراد بدرجه سانتی

 شدانجام اصلی های رشد یافته در محیط آگاردار نیز کشت 
(33). 

کشت اولیه از یک برای ، هاباکتری ساعته 20 جهت رشد :چ
برداشت نموده و در محیط مایع تلقیح  کلنی از محیط آگاردار

 17برابری در شرایط انکوباتور شیکردار در  1و پس از رشد 
کشت مایع با درجه به محیط اصلی انتقال صورت پذیرفت. 

 درسی انجام شده سی 259ارلن  سی درسی 59حجم حداکثر 
دور در دقیقه در  299تا  389ر شیکر دار با سرعت وانکوبات
 شد. انکوبه گراد درجه سانتی 17دمای 

های ی باکتریهاجهت مقایسه میزان رشد نمونه :ح
Knockout  سویه بیانیو BL21  در مقاطع زمانی نشان داده

لیتر نمونه میلی 1-2 مایع ز هر کشتا ،ر بخش نتایجشده د
نمونه در جذب نوری رشد را بر اساس  برداشته شده و میزان

آوری نمونه زمان جمعگیری شد. نانومتر اندازه 099طول موج 
گیری بر ثیر قابل اندازهأگونه تثانیه بوده تا هیچ 19تر از کم

 رشد سلولی نداشته باشد.

جهت ارزیابی و مقایسه  :(SDS-PAGEی )الکتروفورز عمود :خ
 29میکرولیتر نمونه با  399ابتدا های تولیدی میزان پروتئین

رولیتر بافر نمونه مخلوط شد و پس از یک دقیقه کمی
به درون یخ منتقل شد بعد  به سرعتقرارگرفتن در آب جوش 

مقدار  ازدقیقه سانتریفوژ 3با از یخ خارج شده و دقیقه  5از 
 % پلی آکریل امید11ژل  میکرولیتر در هر چاهک وارد 19

از یکدیگر جدا شدند.  ولت 339با ولتاژ  هایگردید و پروتئین
آمیزی و سپس به محلول رنگ اهدقیقه، ژل 09پس از حدود 

های تولیدی را زدایی منتقل شده تا بتوان میزان پروتئینرنگ
 .(33)مشاهده نمود 

 نتایج
، (3) شکل با هدف بررسی نقش آنزیم فورمات دهیدروژناز

 مشخص شد  KEGGمسیر تثبیت دی اکسید کربن از سایت
(0،30).  

 

CO2 + 2H+                   HCOOH            

 (FDH) دوطرفه آنزیم فورمات دهیدروژنازواکنش  -3شکل

ها در بسیاری از باکتریهای فورمات دهیدروژنازاغلب آنزیم
 تمایل به تبدیل فورمات به گاز کربنیک دارند. E. coli نظیر

-در آزمایشاستاندارد عنوان یک سویه بیانی هب BL21نمونه 
مختلف مهندسی ژنتیک و بیوتکنولوژی همواره مورد  های

های ناک بر نمونهگیرد. در این تحقیق علاوهاستفاده قرار می
عنوان سویه استاندارد هب BL21، سویه E. coliاوت شده از 
در  بیانی تفاده بود که میزان رشد این سویهرشد مورد اس

 E. coli های، باکشت سویهشرایط مشابه از کشت باکتریایی
W4040 و E. coli   W3866  بررسی و بار تکرار  2با

های فاقد زنجیره تولید کننده فورمات مشخص شد که باکتری
زنجیره مکمل فورمات دهیدروژناز از رشد بسیار  و دهیدروژناز

 .ندهستبرخوردار  سویه استاندارد BL21به بالاتری نسبت

 (3)جدولبراث  LBها در محیط پیچیده نمونهاز نتایج حاصل 
صورت متوسط از هب( 2جدول) M9و محیط ساده مینیمال 

 شرح زیر بود:هبتکرار  نتایج حاصل از

 نانومتر 099 براث در LB های مختلف در محیطدر زمان BL21 1800،0909, های موتان و کنترلباکتریمیزان رشد  نتایج. 3 جدول
0909 6633 BL21 زمان بر حسب ساعت 

90/3 805/9 00/9 2 
235/3 115/3 72/9 0 
55/2 215/1 07/9 0 
33/5 11/5 005/9 8 
20/0 87/0 03/9 39 
97/1 97/1 33/3 32 
70/2 875/1 275/3 20 

FDH 
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نشان داد که ( 1)شکل و نمودار حاصل از آن  نتایجآنالیز 
 rpm گراد و دوردرجه سانتی 17کشت در شرایط یکسان 

 E. coli 4040 و BL21های باکتری ساعت 20 مدتهب 299
از رشد باکتری موتان  ،LBدر محیط پیچیده  E. coli 3866و

ساعته از  39و  8ساعات  دربرابر  5ی درحدود تربیشبسیار 
به نسبتساعته رشد  32برابری در زمان  1و  انکوباسیون

 .برخوردارندفورمات دهیدروژناز  ژن  دارایهای نمونه

 
و  8برابری در زمان  5رشد بیش از :LBهای مختلف در محیط و در زمان BL21 0909،1800,های موتان و مادردر باکتری میزان رشدمتوسط  نمودار .1 شکل

ساعته در نمونه موتان بوده  20برابری در زمان انکوباسیون  1و رشد  BL21به سویه مادر های فاقد ژن فورمات دهیدروژناز نسبتساعت از انکوباسیون در نمونه39
 های ثانویه ممانعت کننده رشد باشد.دلیل تولید متابولیتهتواند بکه می

 نانومتر 099در M9های مختلف در محیط مینیمال در زمان BL21 0909 ،1800,و مادرهای موتان باکتریمیزان رشد  نتایج. 2 جدول

4040 3866 BL21 زمان بر حسب ساعت 
28/9 295/9 30/9 2 
175/9 005/9 175/9 0 
075/9 93/3 58/9 0 
23/3 205/3 92/3 8 
51/2 595/3 20/3 39 
28/2 995/2 055/3 32 
1 0/2 0515/9 20 

 

 ،نیز M9درمحیط ساده ( 0)شکل آنالیز نتایج و نمودار حاصل از آن 
ساعت از انکوباسیون 20برابری در زمان  0دهنده رشد بیش ازنشان

به سویه مادر فاقد ژن فورمات دهیدروژناز نسبتموتان های در نمونه
BL21 .است 

 

 
برابری در  0رشد بیش از :M9ای مختلف در محیط مینیمال و در زمانه BL21، 1800،0909های موتان و مادر در باکتری رشدنمودار متوسط میزان  .0شکل 
 است. BL21به سویه مادر فاقد ژن فورمات دهیدروژناز نسبت 1800 و 0909موتان های در نمونه M9محیط ساده  ساعت از انکوباسیون در 20زمان 

ا اندازه بتولیدی  FDHبررسی میزان پروتئین  نتیجه حاصل از
42 KDa در باکتری بیانی ( 5)شکل  %39 در ژل اکریل آمید

BL21 های موتان و نمونهJW 4040,JW 3866  بر اساس
شرح زیر به (390606با کد ) VIVANTISمارکر پروتئینی 

 است.

 بحث

یابی به ترین اهداف بیوتکنولوژی میکروبی دستیکی از مهم
هایی است که راندمان رشدی بالایی دارند. استفاده از سویه

تواند راهکار مناسبی برای های غیرضروری میروش حذف ژن
متعددی در  هایهتاکنون مطالع یابی به این هدف باشد.دست

ها صورت خصوص حذف و نیز فعال نمودن بسیاری از ژن
 .ته استپذیرف
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

یکی از راهبردهای افزایش نرخ رشد، کاهش نشت کربن آلی، یعنی 
نهایی اصلی در فرآیند  هایعنوان یکی از محصولبه CO2انتشار 

نیروی کار برای تولید  E. coliهای مختلف تنفس است. سویه
، G-CSFبرخی از داروهای زیستی شناخته شده مانند 

Romiplostim  وAsparaginase  ،هستند. بنابراینE. coli 
 E. coliای از یک میکروارگانیسم مدل مناسب است و توسعه سویه

 مورد تقاضا است.بسیار با سرعت رشد بالاتر 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ladder BL21(1,2)4040(3,4) 3866(5,6) 

های باکتری مادر نمونه بیان پروتئین درژل حاصل از الکتروفورز :BL211800،0909,  بهمربوط Massهای نمونه SDS-PAGEنتایج حاصل از ژل  .5شکل 
BL21 زباکتریا 1800 و 0909 های موتانو نمونه E. coli  کیلو دالتون  02لکولی وبا وزن م روژنازدهنده غلظت بالای پروتئین فورمات دهیدنشانبا دو تکرار،که

حاوی ژن فورمات  BL21که مربوط به باکتری استاندارد  و دوم به ستون اولنسبت( 1800) 0و 5( و ستون 0909) 0و1در ستون  های موتاندر باکتری
  .استهای موتان در نمونه پروتئینی از بیان در نتیجه میزان بالاتر و تررشد بیش دهندهه نشانک استدهیدروژناز 

متعدد در خصوص بررسی حذف و یا  هایهمطالعبر اساس 
فعال نمودن یک بخش ژنی که منجر به افزایش سرعت رشد 

 عنوان مثال،هتوان به موارد زیر اشاره کرد. ب، میگردیده
ها از جمله ژن ها نشان داد که بیان بالای بسیاری از ژنبررسی
ArcA تواند در جهت افزایش سرعت و میزان رشد باکتری می

E. coli منجر به تنظیم  ثر باشد. بیان بالای این ژنؤم
مسیرهای تنفسی و افزایش سرعت رشد در سوبسترای 

ی با میزان جذب پایین، نظیر مانوز و در نتیجه کیگلیکولیت
تحقیقات نشان داد  شود.افزایش جذب کربن و دفع استات می

از مهندسی ژنتیک در سرکوب تنفس و کنترل  که استفاده
منجر به استفاده از مسیر  ArcA ژن بیان بیش از حد

در جهت تولید انرژی در  TCA چرخهاجرای  وتخمیری 
، استهایی با جذب پائین اسوبستر ،شرایطی که منبع کربنی

افزایش سرعت رشد بسیار بالاست و این افزایش در رشد با 
ظیر استات و افزایش جذب کربن دفع تولیدات تخمیری ن

 .(5) همراه است

-در تحقیقات دیگر با استفاده از منابع متعدد برای تعیین نقش
ها با عملکرد ناشناخته و ژن های جدید سلولی بسیاری از

ثیر در أها در ساکارومیسس سرویزیه و تحذف تک ژن
 متعددی صورت پذیرفته است هایهمتابولیسم سلولی مطالع

(35،30). 

ی در هایهبر نقش حذف ژن در افزایش میزان رشد، مطالععلاوه
ثر در مسیرهای متابولیکی تثبیت ؤهای مزمینه فعالیت آنزیم

CO2 دو آنزیم مهم  هایهصورت گرفته که بر اساس این مطالع
کربوکسیلاز در سلول وجود دارد. یکی فسفوانول پیروات 

 دوی کربوکسیلاز. هر A کربوکسیلاز و دیگری استیل کوآنزیم
را در حین واکنش مربوطه  CO2ها توانایی تثبیت این آنزیم

دارند. افزایش فعالیت هر دو این آنزیم منجر به افزایش 
برای مثال نشان داده شده که  .گردندهای آنابولیکی میواکنش

 Corynebacteriumریوم گلوتامیکوم )تدر باکتری کورینه باک
glutamicum فعالیت آنزیم فسفوانول پیروات ( افزایش

تواند منجر به افزایش تولید اسیدهای آمینه کربوکسیلاز می
خانواده آسپارتیک )آسپارتیک، لیزین، متیونین و ایزولوسین( 

عنوان یک آنزیم آناپلروتیک هب نیز گردد. ییروات کربوکسیلاز
HCO3کربنات )به غلظت بیوابسته

مین أکه جهت ت است( -
در طول رشد بر روی منابع کربنی مورد  TCAچرخه انرژی در 

-نیاز بوده و واکنش مرکزی اکسیداسیون پیروات را کاتالیز می
HCO3کربنات )کند که کاهش داخل سلولی بی

( سبب -
خیری در مراحل رشد أکاهش سرعت رشد باکتری و ایجاد فاز ت

 (30) .گرددمی

کربنات افزایش بیاحتمال بهبه مسیرهای آنابولیکی با توجه
موجب فعالیت بالاتر آنزیم فسفو انول پیروات کربوکسیلاز و در 

 دنبال آنهو بنتیجه تولید بالای اسیدهای آمینه ضروری 
با افزایش تولید به این ترتیب  شده است. را سبب افزایش رشد

HCO3کربنات )فومارات غلظت سیتوپلاسمی آن به فرم بی
- )

سازی مسیر سنتز اسیدهای آمینه فعالافزایش یافته و موجب 
  .(30)مشتق از اگزالواستات گردد 

دهد که ارتباط مستقیمی بین بیان بالای نشان می هاهمطالع
 کربوکسیلاز و رشد سلولی وجود دارد. Aاستیل کوآنزیم 
عنوان آنزیم اصلی کنترل هکربوکسیلاز ب Aاستیل کوآنزیم 

42kd 
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بوده  E. coliکننده مسیر بیوسنتز اسیدهای چرب در باکتری 
های کد کننده، سبب افزایش بیان زیر که افزایش فعالیت ژن
زمان داخل و در نتیجه افزایش هم Aواحد استیل کوآنزیم 

شود که این افزایش، تولید بالای می CoAسلولی مالونیل 

مهمی در دنبال دارد که نقش هاسیدهای چرب را در سلول ب
دنبال دارد هو نگهداری غشاهای سلولی و تکثیر باکتری ب سنتز

(37،38).  

 
 چرخه اسید سیتریک .0شکل

انجام شده حذف و یا فعال نمودن برخی  هایهبر اساس مطالع
-ها نقشدنبال آن تولید و یا عدم تولید برخی آنزیمهها و بژن

در بررسی  مسیرهای متابولیکی خواهند داشت. های اساسی در
با  KEGGهای مسیرهای متابولیکی در پایگاه داده حاضر

ما را بر  CO2های راهکارهای جلوگیری از نشت هدف بررسی
آن داشت بر روی آنزیم فورمات دهیدروژناز تمرکز کنیم، چرا 

  E. coliها از جمله که این آنزیم در اکثر میکروارگانیسم
طور بهدارند و  CO2تمایل زیادی به تبدیل اسید فورمیک به 

به فورمات را  CO2واکنش برگشتی تبدیل  بهتمایلی لمعمو
 .(0) در شرایط فیزیولوژیک ندارند

که راندمان رشد را  CO2جهت جلوگیری از نشت متابولیکی 
ضد آنابولیکی ژن فورمات  هایدهد و بررسی اثرکاهش می

های ایی بین سویهبر آن شدیم مقایسه( 0)شکل دهیدروژناز 
-که در بیوتکنولوژی برای بیان پروتئین BL21استاندارد نظیر 

طور ههایی که بشود و سویههای نوترکیب استفاده می
ها ناک اوت شده بود را اختصاصی فورمات دهیدروژناز در آن

های جهت در این پروژه بر اساس بررسی همینانجام دهیم. به
Keio سویه باکتری  دو ازE. coli JW 4040  و سویه

JW3866  E. coli که هر کدام در یک زنجیره از ژن فورمات
دهیدروژناز دچار حذف شده بودتد استفاده گردید تا نتیجه 

می باکتری مورد بررسی قرار حذف ژن در عملکرد متابولیس
  .(3) گیرد

سویه ناک اوت با سویه  اثبات این تئوری، رشد موازی دوبرای 
و محیط ساده  LBهای کمپلکس در محیط BL21بیانی 

M9+GLY  که با نتایج خوبی همراه بوده است. شدبررسی 

-سویه ،های کمپلکسداد که در محیط نتایج این تحقیق نشان
 BL21در مقایسه با سویه استاندارد بیانی ناک اوت شده های 

که نکته حائز اهمیت این است.برخوردار بوده  تریبیشاز رشد 
نظیر  یفقیرکشت و استفاده از محیط محیط نوع در با تغییر 

M9 شدت بهاختلاف رشد سلولی به، منبع کربن گلیسرول با-
این نشان  کههای ناک اوت بوده سویهافزایش رشد درسمت 

-دهنده آن است که حضور ژن فورمات دهیدروژناز در محیط
بسیار  E. coliدر کاهش رشد  ،حضور گلیسرولبا های فقیر 

بوده که این  E. coliبارز بوده و حذف ژن سبب افزایش رشد 
 هایههای بیوانفورماتیکی با مطالعاز لحاظ تئوری و بررسی

در  E. coliی انجام شده در خصوص رشد اپتیمال و بالا
های قندی مطابقت به محیطمحیط حاوی گلیسرول نسبت

 .(29) دارد

عنوان میکرو هبBL21 در این تحقیق مشخص شد که اگر چه 
-دلیل رشد سریع و بهرههارگانیسم ترجیحی در بیوتکنولوژی ب

ناک اوت شده در ژن  E. coliوری بالا مورد توجه بوده، 
تواند در یک میزان بسیار بالاتر از فورمات دهیدروژناز، می

رشد داشته و حذف این ژن در متابولیسم  BL21سویه بیانی 
ضریب رشد سلول  در CO2دلیل جلوگیری از نشت هسلولی، ب
 است.ثر بوده ؤبسیار م

عنوان تنها هانجام شده استفاده از گلیسرول ب هایهدر مطالع
های محیط به سایرمنبع کربنی موجود در محیط کشت نسبت

حاوی کربن نظیر استات،گلوکز، مالات وسوکسینات منجر به 
 دشوزان بالایی از محصولات هدف میافزایش رشد وتولید می

(23).  
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

و  حذف ژن فورمات دهیدروژناز ه شددر این مطالعه، نشان داد
 .E، نرخ رشد یمسیرهای متابولیک در CO2جلوگیری از نشت 

coli  سویهBL21 های حذفیسویهچنین و هم (W4040 و 
W3688) K12  دهد. بالا افزایش می نسبتبهرا با مقادیر 

، انکوباسیون اولیهساعات که در ه شد نشان داد در این مطالعه
 E. coli 40409و BL21کننده  سرعت رشد بین سویه بیان

با کد  D)زنجیره  E. coli 3866( و 0590با کد  F)زنجیره 
ساعت در محیط  39 و 8 که دربرابر بود، در حالی کمابیش( 0508

نرخ رشد ساعت در محیط ساده گلیسرول  20و LBپیچیده 
بسیار بالاتر  JW3866 ,W4040های ناک اوت های سویهباکتری

بود که نشان دهنده تأثیر ژن فورمات دهیدروژناز  BL21از کنترل 
های زنجیرهعبارت دیگر، با حذف است. به E. coliبر متابولیسم 

 های ناک اوت، نرخ رشد بسیار بالاتری وجود دارد.ذکر شده در سویه

 گیرینتیجه
های گاه میکروبیولوژی و زیست فناوری ایجاد سویه از دید

باکتری  در بویژه ،راندمان بالای رشد توانایی باباکتریایی 
 ،استهای تحقیقاتی و صنعتی اشرشیاکلی که موتور فعالیت

که از آنجایی .استبی ویک هدف آرمانی در بیوتکنولوژی میکر
های منتشر شده FDHتر مشکلات اصلی در مورد مطالعه بیش

نرخ تبدیل  و ثباتی پروتئین، حساسیت به اکسیژنتاکنون، بی
که حذف ژن  ه شددر این مطالعه، نشان داد، است آن پایین

 در CO2 دلیل جلوگیری از نشتبه فورمات دهیدروژناز
 W4040) های حذفی، نرخ رشد در سویهیمسیرهای متابولیک

بالایی در مقایسه با  نسبتبهرا با مقادیر  W3688) K12 و
 دهد. حاوی ژن فورمات دهیدروژنازافزایش می BL21سویه 

که در رغم ایندر بررسی حاضر بر اساس نتایج حاصل شده، به
قادر به رشد  E. coliشرایط نرمال و از لحاظ فیزیولوژیکی 

عنوان تنها منبع کربنی مورد هبالایی در محیط گلیسرول ب
، حذف ژن فورمات دهیدروژناز در آن سبب نیستاستفاده 

برابری  چندافزایش  تغییرات اساسی در روند متابولیسمی و
 بیانگر این است و گردید BL21رشد در مقایسه با سویه بیانی 

در  E. coliکه این آنزیم در جلوگیری از افزایش راندمان رشد 
توان از سویه حاصل میچنین هم ثر است.ؤمحضور گلیسرول 
های نوترکیب با راندمان بالاتر استفاده نمود. در بیان پروتئین

هایی که در زمینه تولید محصولات در این راستا کلیه شرکت
 ذینفع مطرح شوند. عنوانهتوانند بنوترکیب هستند می
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