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Introduction: The construction of synthetic pathways within the framework 

of metabolic engineering is considered a modern approach in biotechnology, 

enabling the production of valuable compounds from natural biological 

resources. This strategy focuses on utilizing abundant biomaterials—

particularly carbohydrates—for the industrial production of chemical 

compounds by modifying metabolic pathways in microorganisms. These 

processes can convert biomass derived from biological sources into fuels, 

chemicals, and polymers, thereby opening new opportunities for the 

sustainable production of chemical substances from renewable resources. 

Aim: This study specifically focuses on the enzymatic production of 

benzoylformate decarboxylase (BFD) with the overarching goal of completing 

the enzymatic pathway for the biosynthesis of BT. This intricate pathway 

initiates with xylose as the primary carbon source and proceeds through a 

cascade of four distinct enzymatic reactions. Notably, Escherichia coli (E. 

coli), possessing two endogenous enzymes integral to this pathway, holds the 

potential for complete BT biosynthesis upon the introduction of the remaining 

two requisite genes. This research thus seeks to engineer E. coli as a robust 

biocatalyst for sustainable BT production. The strategic implementation of a 

fully functional enzymatic pathway within a well-characterized microbial host, 

such as  E. coli, promises a more environmentally benign and potentially more 

efficient route to BT synthesis compared to traditional chemical methods. 
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Furthermore, the ability to manipulate and optimize the expression of these 

key enzymatic components within E. coli offers opportunities to enhance the 

overall yield and productivity of the bioproduction process. The successful 

establishment of such a system could pave the way for large-scale, cost-

effective, and sustainable production of this valuable chemical intermediate. 

Materials and Methods: To construct an E. coli strain capable of expressing 

the benzoylformate decarboxylase enzyme, the mdlC gene originating from 

Pseudomonas putida was amplified and subsequently cloned into both pBAD 

and pET28 expression vectors. Following the confirmation of successful 

cloning through rigorous confirmatory assays, protein expression was 

evaluated using Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

(SDS-PAGE), and the enzymatic activity was assessed. 

Results: Benzoylformate decarboxylase (BFD) is a pivotal enzyme within the 

engineered metabolic pathway for producing 1,2,4-butanetriol (BT) in    E.coli. 

In this study, the mdlC gene, encoding BFD from Pseudomonas putida, was 

successfully amplified and cloned into the versatile pBAD and the robust 

pET28 expression vectors. The pET28  system was preferred due to its ease of 

use and established track record in protein production, while the pBAD vector 

was strategically employed for its inducible expression capabilities, allowing 

for controlled protein synthesis. The expression of the  56 kDa target protein 

was confirmed through SDS-PAGE analysis, and the enzymatic function in the 

production of BT was subsequently verified using the sensitive and accurate 

HPLC method. This work lays a crucial foundation for the further optimization 

and development of a fully functional and efficient microbial cell factory for 

the sustainable production of this valuable chemical  

Conclusion: The successful transfer of the expression construct into an 

appropriate E. coli host strain was confirmed by the presence of a distinct 

protein band at approximately 56 kDa on the SDS-PAGE gel, unequivocally 

verifying the expression of the mdlC gene. To evaluate the functional capacity 

of the expressed enzyme, the recombinant vector pBAD.mdlC was 

transformed into the E. coli TOP10 strain. The subsequent production of BT 

in the culture medium was meticulously analyzed using High-Performance 

Liquid Chromatography (HPLC). 
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 واژگان کلیدی 

 
 چکیده 

 ( BT) ولیوتان ترب

فورم ات  لی بنز  میآنز

  لازیدکربوکس

 mdlCژن 

E.Coli 

های  ویژگی   از   نظامی،  و  دارویی  کاربردهای  با  غیرطبیعی  شیمیایی  ماده  یک  ،(BT)  تریول  بوتان-1،2،4  :دف ه 

این  ماده  است.  تولید  زیستی  BT  هدف  این  تحقیق  است،  زیرا  روش  شیمیایی  بهدلیل  محدودیت های   کاتالیزوری  

و  بازده  پایین،  اقتصادی  نیست.  تولید   آنزیم  بنزیل   فورمات  دکربوکسیلازبا  هدف  تکمیل  مسیر  آنزیمی  سنتز 

زیستی  BT  میباشد  که  از  زایلوز  طی   چهار  واکنش  آنزیمی  انجام  می شود  و  E. coli  با  دارا  بودن  دو  آنزیم  از  

. E  این  مسیر،  با  افزودن  دو  ژن  دیگر،  قادر  به  تکمیل  آن  خواهد  بود.  مواد  و   روشها:  بهمنظور  ساخت  سویه

  pBAD تکثیر  و   در  وکتورهای  P. putida   از  mdlC  بیانکننده  آنزیم  بنزوئیل  فرمات   دکربوکسیلاز،  ژن  coli

و  pET28  کلون  شد.  پس  از  تایید  کلونینگ  با  آزمایش های  تاییدی،  بیان  پروتئین  با  ژل  SDS-PAGE  و 

عملکرد  آنزیم  مورد  بررسی  قرار  گرفت.   نتایج:  پس  از  انتقال  سازواره  بیانی  به  سویه  مناسب،  حضور  باند  پروتئینی  

56  کیلودالتونی  در  ژل  SDS-PAGE،  بیان  ژن  mdlC  را  تایید  کرد.  برای  ارزیابی  عملکرد  آنزیم،  وکتور  نوترکیب  

pBAD.mdlC  به  سویه   TOP10  ترنسفرم  و  تولید  BT  در   محیط   کشت  با  روش  HPLC  آنالیز  شد.  

 .Eدر  )BT(  آنزیمی  کلیدی  در  مسیر  تولید  بوتان  تریول  ،)BFD(  نتیجهگیری:  بنزوئیل  فرمات  دکربوکسیلاز

  pET28  و  pBAD  تکثیر  و  در  وکتورهای  P. putida  از  BFD  کد  کننده  mdlC  است.  در  این  مطالعه،  ژن   coli

کلون  شد.  سیستم  بیانی  pET28  به دلیل  سهولت  استفاده  انتخاب  شد  و  وکتور  pBAD  نیز  بهدلیل  قابلیت  القا  

  BT تایید و عملکرد آنزیم در تولید  SDS-PAGE مورد استفاده قرار گرفت. بیان  پروتئین 56 کیلودالتونی با

 با  HPLC  بررسی  شد.

 23/11/1402تاریخ دریافت: 

 29/3/1403تاریخ بازنگری: 

 17/04/1403 تاریخ پذیرش:

 مقدمه -1

ب برا  دیجد  یهااز روش  ی کی  یانیساخت سازواره  ن  دیتول  یعصر حاضر  از طب   ازیمواد مورد  با  باشدیم  عتی انسان  علم    که 

از    یمصارف صنعت  یمواد در حجم بالا برا  دیتول  سمیمتابول  یاز اهداف مهندس   یک ی.  شودیو انجام م  یطراح  سمیمتابول  یمهندس

دست آمده از طبیعت  ، پ یشرفت  علم زیست  شناسی،  شناسایی  واکنشها و هب  لاعاتاست که با اط  عتیمواد فراوان موجود درطب

مسیرهای  سوخت  وساز مربوط به ارگانیسمها   و موجودات مختلف و آشنایی   با مواد تشکیل  دهنده و مواد حاصل از سوخت و 

ساز آن ها تحقیقات  علمی  بهسمت تولید  مواد شیمیایی  از مولکول ها ی  زیستی  متمایل  گشت  )1,  2(. از  میان  مولکول های  زیستی  

فراوان و در دسترس طبیعت  میتوان به  کربوهیدراتها   اشاره کرد   که بسیاری  از محققان  از این مولکولها بهعنوان سوبسترا  برای  
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تولید  انواع  مواد  شیمیایی  از روش تخمیر  میکروبی  استفاده میکردند . تخمیر  میکروبی  موجب تبدیل  بیومسهای  مشتق  شده  از  

کربنه   4الکل  ی پل ک ی( BT) ولیبوتان تر 4و2و1قندهای  پنج و شش کربنه به سوخت، مواد شیمیایی  و پلیمرها  میشود )3, 4(.  

ی  نظام ی  بوتان تریول  )BT( برای  نه یدارد. در زم  یو داروساز  ینظام  عیدر صنا  یبا ارزش بالاست وکاربرد گسترده ا  یعیطب  ریغ 

سنتز  1و2و4  بوتان تریول  تری  نیترات  استفاده میشود که جا یگزین  ایمن  برای  نیترو  گلیسیرین  که در روش  سنتی  بهعنوان ماده  

منفجره استفاده میشد،  م یباشد.  BT  بهعنوان  پ یشساز  برای  بعضی  ترکیبات  دارویی  ضد سرطان  از جمله سرطان روده بزرگ، 

سرطان سینه و سرطان ریه  و ضد ویروسی  از جمله ویروسهای آنفلوآنزا، ویروس هرپس سیمپلکس و ویروس نقص ایمنی انسانی 

 BT  قابل استفاده است.  هدف   از  انجام  تحقیق  تولید   آنزیم   بنزیل  فورمات  دکربوکسیلاز  برای  تکمیل   مسیر  آنزیمی   تولید  )HIV(

بهروش زیستی میباشدکه این روش ایمن و مقرون بهصرفه هست.  درمسیرهای سنتز مواد شیمیایی به شیوه ی سنتی مشکلات  

بسیاری  مثل  احتمال آلودگی و شرایط سخت  خالص سازی   وجود دارد. بنابراین   بیوسنتز  BT   از منابع تجدی د   پذ یرتوجه  زیادی 

بهخود جلب کرده است.  تولید  زیستیBT   چهار مرحله واکنش آنزیم ی  دارد و   در  صورت استفاده از زایلوز به عنوان سوبسترا،  بازده  

بالاتر و پتانسیل  بهتری  برای  تحقق کاربردهای   تجاری  درآینده  را  میتوان انتظار داشت. تولید   زیستی  بوتان تریول  نی ازمند   ساخت  

یک  مسیر  متابولیکی  متشکل از چند آنزیم  م یباشد. با در نظر گرفتن  باکتری  E.coli  بهعنوان سویه   هدف و تودههای  زیستی  

حاوی  زایلوز  به عنوان سوبسترا و ماده اولیه  حضور آنزیم  بنزیل  فومات دکربوکسیلازدرانتهای  این  مسی ر  لازم و ضرور ی  میباشد. 

تولید  زیستی  این  ماده از اهداف پروژه ای  است که از طریق  دست کاری  ژنتیک  و مهندسی  متابولیک  در میزبان  مناسب صورت  

میگیرد. سومین  آنزیم  در مسیر  تولید  BT  آنزیم  mdlC  یا بنزیل  فورمات دکربوکسیلاز  میباشد که در پژوهش حاضر  با تکثیر ژن  

کد کننده این آنزیم   و با وارد کردن آن در وکتور بیانی  وانتقال آن درسویه ی  مناسبی  از  E.coli  بخشی  از مسیر  تولید  بوتان تریول  

ایجاد  میشود. این  آنزیم  سومین  مرحله از تولید  BT  یعنی  دکربوکسیله  کردن دئوکسی  گلیسرول  پنتولوسونیک  اسید  را انجام  

 میدهد و با این دکربوکسیله شدن 3-4-  د هیدروکسی  بوتانول ساخته میشود )5،  6 و 7(.

 های دکربوکسیلازهاواکنش

های آلی کاتالیز  اکسید کربن را از مولکول توانند فرآیند حذف دیهای مهمی هستند که در شرایط ملایم میکربوکسیلازها آنزیمد

ها در مقیاس بزرگ هنوز چالشبرانگیز  کارگیری آناکسید کربن نیز عملکرد مطلوبی دارند، اما بهها در تثبیت دیکنند. این آنزیم

است. با اینحال، واکنشهای دکربوکسیلاسیون آنزیمی بهطور فزایندهای در تولید مواد شیمیایی از منابع تجدیدپذیر و در تولید  

واسطه های دارویی استفاده میشوند. همچنین، توانایی آنها برای کاتالیز واکنشهای معکوس همچون تثبیت دیاکسید کربن، 

انواع مکانیسمهای  از رایج ترین فرایندها در متابولیسم طبیعی است  بهوجود آورده است.  از آن جا که دکربوکسیلاسیون یکی 

 مختلف کاتالیزوری برای تسهیل شکافتن پیوند  C- C و آزادسازی CO2 تکامل یافته است )8، 9 و 10(.

های مشااابه روبرو  هسااتند بهطوریکه  پیوند  C- C از گروه  ها با چالشهمه دکربوکساایلاز  ،وجود تنوع ساااختاری و مکانیکی   با

کربوکسایلیک باید بی ثبات شاود و جفت الکترون حاصال شاده  از این بیثباتی  باید در طول کاتالیز قرار گیرد. این میتواند یا با  

عملکرد کوفاکتور بهعنوان یک گروه پروساتتیک یا بدون آن حاصال  شاود. دساتگاه کاتالیزوری و اساتفاده از کوفاکتورهای خارجی 

تاثیر زیادی روی دامنهی ساوبساترای دکربوکسایلازها دارد. برخی از آنزیمها طیف گساترده ای از ساوبساتراهای مختلف و اغلب 

غیرفعال را میپذیرند. برخی دیگر، بهویژه آنزیمهای فاقد کوفاکتور، فقط مختص تعداد کمی ازسااوبسااتراها که اغلب فعال شااده  

 هستند،  می باشد  )9(. در جدول1،  دسته بندی دکربوکسیلازها را بر اساس نیاز به کوفاکتور نشان داده شده است )11 و  12(. 

 به کوفاکتور   یبراساس وابستگ  یلازهادکربوکس  دسته بندی  :1دول ج
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هاا و مخمرهاا یاافات شاااده اسااات.  منشاااا یکی از مهمترین و پر هاا، قاار در بااکتری  BFD)بنزیال فورماات دکربوکسااایلاز)

BFD  شارکت میکند. بهطور خلاصاه )R(  mandelate- در متابولیسام  BFD .مصارفترینها، باکتری ساودوموناساپپوتیدا اسات

mandelate-(R)  به بنزیل فورمات پردازش میشاود  که توساط BFD  دکربوکسایله شاده اسات. بنزآلدئید حاصال بیشاتر به 

اساتیل CoA تغییرداده شاده اسات و میتواند برای تولید انرژی در چرخه  تری کربوکسایلیک  اساید سالول مورد اساتفاده قرار  

گیرد. برای دکربوکسیلاسیون آنزیم اولویت زیادی به سوبسترای طبیعی یعنی بنزیل فورمات نشان میدهد  در حالیکه آلفا-کتو  

BFD اساید آلیفاتیک با سارعت بسایار کمتری تبدیل میشاوند  )4(. همچنین ها  نیز بهطور وسایعی برای مهندسای آنزیم مورد

 استفاده قرارگرفتهاند.

BFD   از آن دریک بیوکاتالیسات پایدار اسات که مقادیر زیادی P.putida  یا یک ساویهE.coli    حامل ژن که  نوترکیبBFD  

دسات میآید.  BFD  فعال ترین آنزیم  2-کتواساید دکربوکسایلاز  وابساته به  ThDP    شاناخته شاده اسات که تا کنون  باشاد به

کاتالیزور هر دو دکربوکسایلاسایون )واکنش اصالی( و کاربولیگاسایون  )واکنش جانبی(  را با  واکنش  های اختصااصای  انجام میدهد  

 .)10( 

روش زیساتی  ارزش بسایار بالایی در صانعت و دارو ساازی دارد. تولید این محصاول به (BT)بوتان تریول 4و2و1ی کربنه4الکل 

نسابت بهروش صانعتی بهینهتر اسات. تولید زیساتی BT طی  چهار مرحله واکنش آنزیمی دهیدروژناسایون،  دکربوکسایلاسایون و 

الکل دهیدروژناسایون ازساوبساترای زایلوز بهدسات میآید. ساومین مرحلهی این واکش نیاز به عمل دکربوکسایلاسایون دارد که با  

توجه به کارکرد و اهمیت بیوکاتالیساات BFD  از این آنزیم در این مرحله اسااتفاده شااده اساات )5(.  این  مطالعه بهدلیل اینکه 

بهروش تولید زیساتی انجام شاده  دارای  نوآوری  میباشاد  و تا  بهحال  در کشاور  انجام نشاده  اسات، تولید این ماده  که بهصاورت  

طبیعی در  طبیعت  انجام  نمیگیرد ولی  در  پژوهش  انجام شاده  نشاان داده شاد  که میتوان با  مهندسای  مسایرهای  زیساتی به تولید 

 این ماده  دست یافت.

 دکربوکسیلازهای غیر وابسته به کوفاکتور 

 ( OMDمونوفسفات دکربوکسیلاز)-5اورنیتین

 فنولیک اسید دکربوکسیلاز 

 

 ( PLPدکربوکسیلازهای وابسته به پیرودوکسال فسفات)

 آریل مالونات دکربوکسیلاز 

 لیزین دکربوکسیلاز تولید کادوارین ,پلی آمین

L-تولیدگلوتامات دکربوکسیلاز  ,𝜸-(آمینو بوتیریک اسیدGABA ) 

کتو اسید دکربوکسیلازهتی وابسته به تیامین پیرو  -آلفا

 ( ThPDفسفات)

 ( PDCپیروات دکربوکسیلاز)

 ( KdcAsکتو اسید دکربوکسیلاز شاخه دار)



 E.coli 118 باکتریدر  لازیفورمات دکربوکس لیبنز  میآنز ژن انیب
 

 1/ شماره 2/ دوره 15/ جلد 1403سلول و بافت/ تابستان 

 

  هاروش مواد و  -2

و دانلود فایل توالی   /https://www.snapgene.comبه آدرس   Snap Gene 5.2با اسااتفاده از نرم افزار    :mdlCتکثیر قطعه ژنی  

و با توجه به NBRC14164  به شااماره    /https://www.ncbi.nlm.nih.gov  به آدرس    NCBIاز سااایت    P.putidaژنومی باکتری  

هاای موجود و جاایگااه برش آنزیم هاا در وکتورهاای مورد نظر مثال  pBAD  پرایمرهاایی باا جاایگااه برشHindIII   و  Pst1  آنزیم

طراحی شاد  )جدول2(. با توجه به وکتورpBAD  و برادر نظرگرفتن همساو قرار گرفتن ژن با پروموتر ara،  جایگاه برش Pst1  در 

پرایمر معکوس بهعنوان یکی دیگر از مکانهای اتصاال ژن زایلوز دهیدروژناز به وکتور در نظر گرفته شاد. این پرایمر دارای کدون  

پایان  ATT میباشاد. این پرایمر نیز از نظر سااختار و مشاخصاات توساط نرم افزار Oligo Analyser مورد بررسای قرار گرفت.  برای  

تکثیر mdlC )ژن تولید کننده بنزیل فورمات  دکربوکساایلاز( از  ژنوم باکتری  P.putida  ابتدا باکتری در محیط LB  کشاات داده 

  PCR  3:( مراحل اساتخرا   ژنوم انجام شاد.   با اساتفاده از پرایمرهای طراحی شاده و روشOD600( 3  شاد  و  در تراکم سالولی

تکثیر ژن از باکتری  P.putida  طبق برنامه، ابتدا بهصاورت 5 دقیقه در94 درجه ساانتیگراد و ساپس  30 ثانیه در 94 درجه، 30 

ثانیه در 58 درجه، ثانیه در 72درجه برای 8 چرخه و بلافاصاله 30 ثانیه در 94 درجه، 30 ثانیه در 65 درجه و 90 ثانیه در 72 

درجه برای 22 چرخه و در نهایت 2  دقیقه در 72 درجه انجام گرفت. پس از انجام واکنش محصاولات PCR روی ژل آگارز برده 

 شد  )13(.

 

 یمرها مشخصات پرا :2جدول 

 نام پرایمر  توالی طول قطغه

1629 5'­CTATCTGCAGAGGAATTACATATGAAGAC

TGTTCACGGCGCCACTTTACG-3' 
put.mdlC.ps.RBS.NdeI.F 

5'­GTGTAAGCTTGGATCCGTTCAGGGCTCGAT

GGTCTG-3' 
put.mdlC.HindIII.BamHI.R 

 

 NdeIهای  و تکثیر ژن، هر دو نمونه با آنزیم  pET28پس انجام مراحل اساتخرا  وکتور   :pET28در وکتور   mdlCکلونینگ ژن  

ترنسافرم شاد.    DH5برش داده شادند. پس از آماده شادن قطعه و وکتور برش خورده مخلوط لایگیت آماده و در ساویه   BamHIو  

های دارای وکتور pET28  قادر به رشاد بر روی پلیت  LB  حاوی کانامایساین بوده که میتواند حاوی ژن مورد نظر در این کلونی

تحقیق  نیز باشند. با کمک پرایمرهای طراحی شده  mdlC حضور و یا عدم حضور این ژن در کلونیهایی که بر روی پلیت پس از  

 انجام مرحله ترنسفرم رشد کردند، با استفاده از ژل SDS-Page بررسی شد  )13(  )شکل 1(.

 

 

های مناساب برش و تکثیر ژن با آنزیم  pBADپس انجام مراحل اساتخرا  وکتور :  pBADبه وکتور بیانی  mdlCکلونینگ ژن  

برش داده شاادند.  پس از آماده شاادن قطعه و وکتور   HindIIIو  pstIبا    pBADبرای ورود به    mdlCزده شااد. طبق طراحی ژن 
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 1/ شماره 2/ دوره 15/ جلد 1403سلول و بافت/ تابستان 

 

 در  HindIIIو  BglIIبرش خورده مخلوط لایگیت آماده شد و پس از استخرا  وکتورهای نوترکیب حضور ژن با کمک آنزیم 

 pET28aدر وکتور  mdlC ینگکلون  یر مس یطراح :1شکل 

مورد بررسای قرار گرفت که خرو  ژن و مشااهده آن بر روی ژل آگارز موید ورود ژن در وکتور اسات. برای   pBAD.mdlCساازه 

با کمک نرم    تعیین توالی شاد و نتیجه آن  pBAD.mdlCتایید ژن کلون شاده و اطلاع از تغییرات ایجاد شاده حین تکثیر وکتور

 (.2)شکل   (13) دشمقایسه   سویه  mdlCبا توالی  Snap Geneافزار 

 

 

 pBADدر وکتور   mdlC: طراحی مسیر کلونینگ 2شکل 

 

ی نوترکیب  BL21.mdlC، سویهاز    ml  10پس از کشت  ،  pET28در وکتور    برای بررسی بیان پروتئین هدف :  القا و بیان آنزیم

در تراکم سلولی  OD600  ،0/8  نمونه ها به  دو حجم  5  میلیلیتر  تقسیم شدند. به یکی از نمونههای  BL21 pET28.mdlC   با  

IPTG  با غلظت نهایی  mM  0/2  القا و دیگری بهعنوان شاهد بدون القا ماند. هر  2  نمونه بهمدت  3  ساعت در دمای  30  درجه 

سانتیگراد شیک شدند. پس از گذشت  3  ساعت از زمان القای  میزان تراکم نمونهها درOD600  خوانش و بهمیزان  1  میلیلیتر 

از آن ها رسوب داد شد. همچنین پس از لیز و سونیکاسیون  BL21 pET28.mdlC  باند پروتئین در رسوب مورد بررسی قرار گرفت  

 .)13( 

لیتر  از  سویههای نوترکیب DH5 pBAD.mdlC   در  میلی  10پس از کشت  ،  pBADدر وکتور    برای بررسی بیان پروتئین هدف  

تراکم سلولی OD600  ،0/8 نمونهها به دو حجم 5 میلیلیتر تقسیم شدند. به یکی از نمونهها 50 میکرولیتر آرابینوز  20 درصد  

اضافه شد و دیگری بهعنوان کنترل منفی، بدون القا باقی ماند. هر2  نمونه به مدت  3  ساعت در دمای  30  درجه سانتیگراد شیک  

شدند. پس از گذشت  3  ساعت از زمان القاس  میزان تراکم نمونهها درOD600  خوانش و بهمیزان  1  میلیلیتر  از آن ها رسوب داده  

 شد )13(.  



 E.coli 120 باکتریدر  لازیفورمات دکربوکس لیبنز  میآنز ژن انیب
 

 1/ شماره 2/ دوره 15/ جلد 1403سلول و بافت/ تابستان 

 

روش  HPLC  :  برای بررسی عملکرد آنزیم و مسیر ایجاد شده، وکتور  pBAD.mdlC  که قادر به آزمایش تولید و برسی آن به

بیان پروتئین در تمام سویههای  E.coli  است استفاده شد. از آنجاییکه  pET28.mdlC  تحت پرومومترT7  میباشد این وکتور 

  BT  قادر به بیان پروتئین است و چون این سویه فاقد ژن دهیدراتاز  مناسب یعنی مسیر دوم سنتز BL21(DE3) تنها در سویه

است برای انجام این آزمایش کاربردی ندارد  )5(. بنابراین وکتور  pBAD.mdlC  در سویه  TOP10  ترنسفرم و مورد آزمایش قرار  

گرفت. به اینصورت که سویه   TOP10 pBAD.mdlC  بههمراه  TOP10 pBAD  بهعنوان شاهد در حجم  200  میلیلیتر کشت  

داده شدند و پس از انجام مرحله القا تمام حجم محیط سانتریفیوژ و رسوبات باکتری به  50  میلیلیتر محیط  M9  حاوی زایلونات  

و  AMP  منتقل و بهمدت  48  ساعت در در دمای  27  درجه سانتیگراد با دور  rpm  180  شیک شدند. پس اتمام زمان آزمایش 

 محیطهای M9 سانتریفیوژ و با اتیل استات استخرا  شیمیایی شدند و از جهت داشتن BT  مورد بررسی قرار گرفتند )8( .

 :HPLC مشخصات

 (متر )طولسانتی  25متر )قطر( ×  میلی ODS  4.6 :ستون

 : Waters 600 سیستم

 :RID (Refractive Index Detector) آشکارساز

 آب :فاز متحرک

 ایج نت -3

به پژوهش  این  ژنوم  در  روی  بر  اختصاصی  پرایمرهای  توسط  مراز   پلی  زنجیره  واکنش   ،mdlc  ژنی تکثیر قطعه  منظور 

استخرا   شده باکتری P.putida صورت گرفت. در بررسی نتیجه  و باند قطعه ژن مورد  نظر بر روی ژل آگارز در سایز  1629  جفت  

 باز مشاهده شد  )شکل3(.

 

 

 

 

 

 

 

 تکثیر شده ژن ( DNA /2 ر( نشانگ P.putida .1از ژنوم  mdlCژن تکثیر  :3شکل 

 

های  Nde1  و  BamHI  برش داده  شده  آنزیماز  (، با استفاده  mdlc)  لازیدکربوکس  اتفورم  لیبنزو قطعه ژن آنزیم    pET28وکتور  

 و سپس روی ژل برده شده و استخرا  شدند )شکل4(. 
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 1/ شماره 2/ دوره 15/ جلد 1403سلول و بافت/ تابستان 

 

 

 

 

 

 

 

  ( NdeI, BamHI، 4برش خورده با   pET28( وکتور pET28 ،3( وکتور برش نخورده  2،  ( نشاانگر1و برش آنزیمی وکتورها و ژن    : آماده ساازی4شاکل  
  NdeI, BamHIبرش خورده با    mdlCژن  

 

هم متصل شده و پس از آن با تهیه سلول مستعد و همچنین انجام مرحله   به  لازیدکربوکس  اتفورم  لیبنزوکتور و ژن آنزیم    سپس

ترانسفورماسیون،  کلونیهایی که درون پلیت ظاهر میشوند دارای وکتور  pET28  نوترکیب حاوی ژن  mdlc  میباشد و توسط  

 کلونی PCR  حضور ژن آنزیم بنزی ل فورمات دکربوکسیلاز درون وکتور نوترکیب )pET28.mdlC( تایید شد )شکل 5(.

 

 

 

 

 

 با برش آنزیمی  pET28.mdlC: تایید وکتور 5شکل 

 

منظور اطمینان کامل از حضور قطعه ژن درون وکتور نوترکیب برش آنزیمی توسط آنزیمهای محدود کننده  Nde1  و  BamHI    به 

 انجام شد. قطعه 1781  بازی مربوط به  ژن mdlc  و قطعه 5141  مربوط به وکتور برش خورده است )شکل6(.

 

 

 

 

 

 

 

های نوترکیبpET28.mdlC، 7) نشانگر DNA / 1,8( کلونی بدون قطعه،  2, 6,5,4,3( کلونی نوترکیب دارای ژن mdlC،9(  از کلونی  PCR: 6شکل 

 کنترل منفی



 E.coli 122 باکتریدر  لازیفورمات دکربوکس لیبنز  میآنز ژن انیب
 

 1/ شماره 2/ دوره 15/ جلد 1403سلول و بافت/ تابستان 

 

منظور انتقال ژن به وکتور  pBAD ، پس انجام مراحل استخرا  وکتور  pBAD  و تکثیر ژن با آنزیمهای pstI  وHindIII  به

 مناسب برش زده شد )شکل7(.

 

 

 

 

 

 

 ,pstIبا  ( وکتور برش خورده pstI, HindIII، 3برش خورده با   mdlC( ژن 2، ( نشانگر1و برش آنزیمی وکتورها و ژن،  آماده سازی: 7شکل 

HindIII، 4وکتور برش نخورده ) pBAD  ، 

 

های دارای وکتور pBAD قادر به ترنسافرم شاد. کلونی DH5آماده شاد و در ساویه   حاوی قطعات متصال شادهساپس مخلوط  

رشااد بر روی پلیت LB  حاوی AMP  بوده که میتواند حاوی ژن مورد نظر ما نیز باشااند. با کمک پرایمرهای طراحی شااده  

mdlC  حضاور و یا عدم حضاور این ژن در کلونیهایی که بر روی پلیت پس از انجام مرحله ترنسافرم رشاد کردند، بررسای شاد 

 )شکل8( .  

 

 

 

 

 

 

( کلونی نوترکیب دارای ژن  4,9، ( کلونی بدون قطعه8 ,5,7 ,3 ,2، ( کنترل منفیDNA    /1( نشانگر  6ی نوترکیب  از کلونی ها PCR:  8شکل 
mdlC pBAD.mdlC 

 

مورد بررساای قرار  pBAD.mdlCدر سااازه    HindIIIو   BglIIبا کمک آنزیم  حضااور ژن پس از اسااتخرا  وکتورهای نوترکیب 

مقایساه نتیجه تعیین توالی (. 9)شاکل  ژن در وکتور اسات ورود  تایید کنندهخرو  ژن و مشااهده آن بر روی ژل آگارز گرفت که 

دهد که تنها کد  2 اسااید آمینه در توالی تغییر  ، نشااان می Snap Geneرم افزار  ندر  mdlCبا  توالی     pBAD.mdlC وکتور
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 1/ شماره 2/ دوره 15/ جلد 1403سلول و بافت/ تابستان 

 

 کرده که میتواند بهدلیل تفاوت ژن باکتری ما با توالی موجود در NCBI باشد.

 

 

 

 

 

 

 با برش آنزیمی  pBAD.mdlCتایید  :9شکل 

 

( و  bp1629از سااودووناس پوتیدا با توجه به بزرگ بودن قطعه ژنی )  mdlCژنبعد از انجام موفقیت آمیز مرحله کلونینگ 

عنوان ژن هدف پذیرفته شد.  سپس تعیین توالی این محصول را به ،با در نظر گرفتن خوانش از دو سوی ژن و تایید آن در وکتور

این ترکیب انجام شااد و وکتور نهایی مورد تایید گرفت.  در مراحل بعدی برای القا بیان از طریق مقادیر  0/2درصااد ال-آرابینوز  

برای وکتور pBAD و  0/2  میلی مولار IPTG برای وکتور pET28 طبق کارهای انجام شااده در این مطالعه مورد اسااتفاده قرار  

گرفت و نتایج حاصاال آن بهروی ژلSDS نشااان داد که در هر دو ساایسااتم  در باکتری میزبان نساابت به باکتری فاقد وکتور، 

پروتئین در ساایز مناساب )KDa  56 (  بیان شاده اسات )شاکل 10 و  11(. مشااهده باندهای پروتئین در عصااره سالولی حاصال از  

 شکست و لیز باکتری نشان دهنده  محلول بودن، ساختار مناسب و  فعال بودن آنزیم  بود.

 

   

 

 

 

 

 

 

 BL21 pET28.mdlC: بررسی بیان 10شکل 



 E.coli 124 باکتریدر  لازیفورمات دکربوکس لیبنز  میآنز ژن انیب
 

 1/ شماره 2/ دوره 15/ جلد 1403سلول و بافت/ تابستان 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ( رسوب 5 ،( سوپT 3h، 3  )T0، 4( 2 ،نشانگر پروتئین  ،DH5 pBAD.mdlCبررسی بیان : 11شکل 

 

ی بعد باید بررسای فعالیت آنزیم انجام شاود. بعد از بیان ژن بنا به شارایط موجود این مطالعه بهصاورت  دو مرحله ای در مرحله

صاورت پذیرفت.  گلوکونوباکتر اکسایدا که در پروژه مورد اساتفاده قرار گرفته بود توانایی تولید زایلونات را در محیط کشات داشات. 

بر همین اسااس  mdlC وارد شاده در وکتورهای مذکور را به ساویهی  TOP10، ترنسافرم شاد  و TOP10 pBAD.mdlC را در 

محیط کشات حاوی زایلونات کشات داده شاد که از زایلونات موجود در محیط بهعنوان ساوبساترا مورد اساتفاده قرار گرفت که 

نتیجه قابل توجهی داشت. نتایج از طریق HPLC مورد ارزیابی قرار گرفت )شکل 12 الی 15(. در HPLC بهدلیل شباهت پیک 

به کنترل مثبت و  نیز اختلاف پیک نساابت به باکتری القا نشااده بیانگر این اساات که این آزمایش دوباره  باید تکرار شااود. برای  

بررسای فعالیت  آنزیم بهروش  HPLC  به مقایساهی چهار نمونه  اساتاندارد BT  , اساتاندارد زایلونات,  نمونه  شااهد  و  نمونهی  اصالی 

نیاز بود.  در این  پروسااه  ژن مورد نظر با  تولید آنزیم  بنزیل فورمات دکربوکساایلاز منجر  به  تبدیل زایلونات موجود در محیط به 

 BT  میگردید.  

 

 

 

 

 

 

 BTنمونه استاندارد  یکپ :12شکل 
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 جدا   دقیقه 4.2  حدود زمان در  که  اسات  اصالی ترکیب یک  دارای نمونه که  دهدمی  نشاان BT اساتاندارد به مربوط  کروماتوگرام

 (.3 جدول  و 12 شکل) است شده ثبت آشکارساز توسط  بالا نسبتا شدت  با  و  شده

 BTنمونه استاندارد    یکپ :3جدول 

 

 

                              

 

 

 

 

 

 

 

 : پیک نمونه استاندارد زایلونات 13شکل 

 

  که  دهدمی نشاان نمونه در را  باشاد  می زایلونات همان  که  مشاخص ترکیب  یک وجود  زایلونات  اساتاندارد به مربوط  کروماتوگرام

 (4  جدول و  13 شکل) است شده آشکارسازی دقیقه  2.97 حدود  زمان در

 

 زایلونات   استاندارد نمونه   پیک: 4 جدول

 

 

 

 

 

 

 

Area Area 
(uV sec) 

End Time 
(min) 

Start Time 
(min) 

Ret Time 
(min) 

# 

100 56485 5.267 3.983 4.217 1 
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 ساعت   TOP10 pBAD.mdlC – 48: پیک نمونه  14شکل 

 TOP10 باکتریایی  سویه  از  اینمونه  تحلیل  به  مربوط  که   است  کروماتوگرافی  نمودار  یک  ، مربوط به نمونه اصلی  کروماتوگرام

  پس( شودمی القا آرابینوز-ال با  که ،araBAD پروموتر کنترل تحت پروتئین بیان وکتور یک) pBAD.mdlC پلاسمید حاوی

 فاز  دهندهنشان  که  ساعت،  48)  کشت  زمان  طول  در mdlC پروتئین  بیان  ارزیابی  برای  نمودار  این.  است  کشت  ساعت  48  از

stationary (. 5و جدول  14)شکل  است شده  استفاده( است القا از پس   یا 

 

 ساعت   TOP10  pBAD.mdlC – 48  نمونه  پیک:  5  جدول

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 ساعت  TOP10 pBAD – 48: پیک نمونه شاهد 15 شکل
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  پروتئین هدفمند  بیان یا  القا  بدون)  pBAD پلاسمید  حاوی TOP10 باکتریایی سویه شاهد  نمونه بهمربوط  کروماتوگرام

mdlC )نمونه با  مقایسه برای شاهد  نمونه این. است کشت ساعت 48 از پس pBAD.mdlC TOP10 و شده  استفاده  

 (. 6و جدول   15شکل  است آرابینوز با القا  بدون باکتری( baseline activity) پایه  فعالیت  دهندهنشان

 

 ساعت  TOP10 pBAD – 48 شاهد نمونه   پیک: 6 جدول

 

 

 

  بحث -4

دلیل اینکه تولید این الکل باشد. بهی بوتان تریول در صنایع، دارو سازی و صنعت نظامی میاهمیت تولید الکل چهار کربنه

بهروش شیمیایی از نظر هزینه و خطرات زیستی مقرون به صرفه نیست دانشمندان زیادی برای تولید زیستی محصول، تلاشهای  

 فراوانی کردهاند، تا محصول نهایی از نظر کمیت و کیفیت بهینه باشد.

BT    روش شیمیایی قابل تولید بود  )14  و  15(. از مشکلاتی که این روش دارد تولید مواد جانبی تنها به   2003تا قبل از سال

نظیر لاکتید، لاکتون، مالئیک اسید و نمک بورات میباشد که باعث کاهش سرعت احیا و بازده، افزایش هزینه تولید و آلودگی 

 محیط زیست میشود )16 و 17(.

مرحله واکنش آنزیمی    4سال اخیر، نشان داده شد، که در تولید زیستی این محصول که طی    20طی تحقیقات انجام شده در  

پذیرد، در مرحلهی سوم واکنش آنزیمی، آنزیم بنزیل فورمات دکربوکسیلاز که از ژن  MdlC  نشات میگیرد، نقش صورت می

فعالی را ایفا مینماید.در میان این چهار مرحله واکنش آنزیمی دو مرحله ی آخر از جمله، آنزیم بنزیل فورمات دکربوکسیلاز ثابت  

ولی آنزیمهای ابتدایی بسته بهنوع سوبسترا تغییر می کنند. بهطور خلاصه تولیدBT  در  Ecoli  به بیان دو آنزیم زایلوز دهیدروژناز  

و بنزیل فورمات دکربوکسیلاز و مسدود کردن مسیرهای متابولیک طبیعی دی-زایلوز و دی-  زایلونات  )18(  وهمچنین مسیرهایی  

که سوبسترای آنزیم بنزیل فورمات دکربوکسیلاز را از مسیر تولید  BT  ، خار  میکند  ) 6  و  19(، نیاز دارد. بنابراین، برای ایجاد 

 مسیر تولید BT، در مرحله ی سوم به آنزیم بنزیل فورمات دکربوکسیلاز که،  ژن mdlC، آن را کد می کند نیاز است.

وکسی گلیسرول ئکه دکربوکسیله کردن د  باشدمی  BTآنزیم بنزیل فورمات دکربوکسیلاز سومین مرحله واکنش آنزیمی در تولید  

این پژوهش(20و    7)  دهیدروکسی بوتانال می شود  4-3پنتولوسونیک اسید را بر عهده دارد و عامل تولید   برای تولید .در  ها 

هایی که در تولید این الکل نقش داشتند در باکتری  Ecoli  وجود داشت، از سویه هایی ، چون بعضی از آنزیمBTمیکروبی الکل  

  MdlC  از این باکتری و برای دسترسی به آنزیمهای تکمیل کننده، باکتری سودوموناس پوتیدا مورد استفاده قرار گرفت، که ژن

 از همین باکتری انتخاب شد ) 6 و  7(.
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)بنزیل فورمات دکربوکسیلاز( را از سودوموناس پوتیدا جدا و به باکتری    دکربوکسیلاز  اسید، آنزیم کتو(18)  همکارانو    والدزا

E.coli،    .برای بهینه سازی تولید بوتان تریول در    (21)  و همکاران  ونگوارد کردندEcoli   .ها در این آن  مطالعاتی انجام دادند

به  4  عدد  2-کتواسید   غرباگری  از  پس  پرداخته،  دکربوکسیلاز  اسید  مثل  2-کتو  همولوگ  ژنهای  غربالگری  به  مطالعات 

دکربوکسیلاز، دست یافتند که از ژن KdcA کد میشدند و از باکتری Lactococcus lactis به دست میآمدند. بیان این ژنها  

در کنار بیان ژنهای هومولوگ دیگر در آفزایش تولید  BT  تاثیر  داشت.  در سال  2018  بهوسیله ی چندین استراتژی توسط  

شده   طراحی  استراتژی های  از  شد،  یکی  ساخته  تریول  بوتان  میزان  افزایش  جهت  جینگ  وهمکاران  )E.coli  ،)5  نوترکیبی 

جایگزینی  ژن  kivD  از  Lactococcus.lactis  که یک دکربوکسیلاز با کارایی بالا میباشد بهجای  MdlC  از سودوموناس پوتیدا  

بود که باعث افزایش قابل توجهی در تولید  BT  داشت.  طی این پژوهش گونهی دیگری از دکربوکسیلاز بهنام ایندول پیرووات 

دکربوکسیلاز )IpcD( از  Enterobacter.cloacae   استفاده شد ولی هیچ  BT  درعصاره محیط کشت گونه ی مخفی نوترکیب  

 ژن ipdC تشخیص داده نشد.

ویژه سودوموناس پوتیدا جهت دسترسی به آنزیم بنزیل  های متعدد بهوری از میکروارگانیسمباتوجه به تحقیقات انجام شده و بهره

فورمات دکربوکسیلاز توسط پژوهشگران، در این پژوهش نیز میکروارگانیسم سودوموناس پوتیدا استفاده شد. در ابتدا به دلیل 

 Pseudomonas  در  MdlC  ژن دو  توالی  بررسی  از  نتایجیکه  شد   و  انجام  بررسی هایی  پوتیدا،  سویه  به  دسترسی  عدم 

aeruginosa  و  Pseudomona putida    بهدست آمد، نشانگر بالای  80  درصد همترازی میان  دو  ژن بود.  بههمین دلیل ابتدا از  

سودوموناس سویه آئرژینوزا که ژنوم آن در  NCBI  موجود است استفاده  شد   و بعد از دسترسی به سودوموناس پوتیدا همان  

 مراحل کلون و بیان روی آن انجام شد.

های اخیر که از این ژن )MdlC از  طی سال (18)والدزا بر اساس تحقیقات انجام شده توسط دانشمندان مختلف مثل فراست و 

سودوموناس(، در کنار دیگر ژنها در باکتری  E.coli  برای تولید  BT  استفاده کرده اند، بههمین منظور از این ژن )نه ژن باکتری  

میزبان(  در کنار ژن دیگر  آنزیمها در باکتری E.coli  استفاده  شد.  برای تولید  BT  نیاز به سیستم بیانی داشتیم.  در واقع ژن 

 Mdlc بعد از استخرا  از سودوموناس و تکثیر باید از طریق یک وکتور با سیستم بیانی به باکتری میزبان منتقل میشد.

عنوان میزبان استفاده کردند .  ویژگی ژنوتایپ این سویه در بالا به  BL21 star(DE3)   E. coliز باکتری( ا22)و و همکاران  ئکا

بردن پایداری  mRNA  و تو لید پروتیین آن را برای استفاده پروموتر  T7که تعداد کپی کم دارد، ایده آل می کرد.بنابرین  2-کتو  

 اسید دکربوکسیلاز از P. putita در وکتور pET28a بین سایت های NcoI و EcoRI برای ایجاد  pET-mdlC کلون شدند (.  

و با توجه به   استفاده کردند PETاز سیستم بیانی  BTطبق کارهای انجام شده توسط دانشمندان که برای بیان این ژن و تولید 

ی استفاده از این سیستم بیانی و سادگی استفاده از آن، از وکتور بیانیpET و از میان آنها از سیستم  در دسترس بودن، تجربه

بیانی pET28 برای بیان ژن MdlC استفاده شد.   علاوه بر آن، از وکتور pBAD که سیستم بیانی، با قابلیت القا و بیان مناسب 

 میباشد، مورد استفاده قرارگرفت .

ی بعد سودووناس پوتیدا با توجه به  رژینوزا و در مرحلهئاز سودوموناس آ  MdlCبعد از انجام موفقیت آمیز مرحله کلونینگ ژن

بزرگ بودن قطعه ژنی )bp1629( و با در نظر گرفتن خوانش از دو سوی ژن و تایید آن در وکتور ، این محصول را به عنوان ژن  

هدف پذیرفته شد. سپس تعیین توالی این ترکیب انجام شد و وکتور نهایی مورد تایید گرفت.  در مراحل بعدی برای القا بیان از  

طریق مقادیر  0/2  درصد ال-آرابینوز برای وکتور pBAD و0/2   میلیمولار  IPTG  برای وکتور  pET28  طبق کارهای انجام شده  
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در پروژه مورد استفاده قرار گرفت و نتایج حاصل آن بهروی ژل آگارز نشان داد که در هر دو سیستم  در باکتری میزبان نسبت 

 به باکتری فاقد وکتور، پروتئین در سایز مناسب بیان شده است. در مرحله ی بعد باید بررسی فعالیت آنزیم انجام شود.

مرحله دو  به  توجه  با  و  موجود  شرایط  به  بنا  ژن  بیان  از  پیش  رفت. بعد  مرحلهای  دو  به صورت  را  فراست،کار  کار  بودن  ای 

گلوکونوباکتر اکسیدا که در پروژه مورد استفاده قرار گرفته بود توانایی تولید زایلونات را در محیط کشت داشت. بر همین اساس 

MdlC  وارد شده در وکتورهای مذکور را به سویه ی  TOP10، ترنسفرم کردیم و TOP10 pBAD.mdlCرا در محیط کشت  

حاوی زایلونات کشت داده شد   که از زایلونات موجود در محیط به عنوان سوبسترا مورد استفاده قرار گرفت که نتیجه قابل توجهی  

داشت.  نتایج از طریق  HPLC  چک شد.   در  HPLC  شباهت پیک نسبت به کنترل مثبت و اختلاف پیک نسبت به باکتری القا  

 نشده نشان داده شد که این دوباره باید تکرار شود.

 یریگجه ینت -5

آنزیم از  با  یکی  پروژه  این  در  دکربوکسیلاز میباشد که  فرمات  تولید  BT  در  E.coli  بنزوئیل  برای ساخت مسیر  اصلی  های 

کلونینگ ژن کد کننده این آنزیم این مسیر ایجاد شد. ابتدا ژن  mdlC  از سویه  P.putida  با کمک پرایمرهای طراحی شده  

تکثیر و با برش آنزیمی در وکتورهای  pBAD  و  pET28  کلون  شد. طبق کارهای انجام شده توسط دانشمندان که برای بیان 

این ژن و تولید BT از سیستم بیانی PET استفاده کردند  )23( و با توجه به در دسترس بودن، تجربه ی استفاده از این سیستم  

بیانی و سادگی استفاده از آن، از وکتور بیانیpET  و از میان آنها از سیستم بیانی  pET28  برای بیان ژن  MdlC  استفاده  شد. 

علاوه بر آن، از وکتور  pBAD  که سیستم بیانی، با قابلیت القا و بیان مناسب می باشد، مورد استفاده قرارگرفت. در مرحله بعد  

بیان ژن با کمک ژل  SDS-PAGE  بررسی شد که حضور باند پروتئین در  KDa  56  موید بیان پروتئین بود. برای بررسی عملکرد  

آنزیم وکتور نوترکیب  pBAD.mdlC  در سویه  TOP10  ترنسفرم گردید و مراحل آزمایش تولید  BT  انجام گرفت و محیط  

  پیک  با  مشابه  پیکی ,  گرفت  صورت  نمودارها  بین  که  ای  مقایسه  و  HPLC  در  کشت بدست آمده به روش  HPLC  بررسی شد.  

 .باشد  mdlc ژن القای توسط شده  تولید  آنزیم با   BTO تولید و حضور موید تواند  می  که  شد دیده  BTO اسناندارد

 تشکر و قدردانی   -5

 .سپاسگزاریم صمیمانه  تحقیق، این انجام  جهت لازم آزمایشگاهی امکانات آوردن فراهم برای اشتر مالک صنعتی دانشگاه از
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