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ویا یارُ استفاده از کشت سلولی بافلاونوئید نارینجنین سازی بیان مسیر بیوسنتز بهینه

 لیپولیتیکا
 

 4پنگ شو و 3، یونگکون لوی2اشرف مهرابی، علی1، بابک ربیعی1زاده لاهیجیاله سمیع، حبیب1منیره مارصفری

سو، نان، جیانگدانشکده بیوتکنولوژی، دانشگاه جیانگ3، ایران؛ دانشگاه ایلام، ایلام ،دانشکده کشاورزی2یران؛، ارشتکشاورزی، دانشگاه گیلان، علوم دانشکده 1

 آمریکابالتیمور، زیست، دانشگاه مریلند، دانشکده مهندسی شیمی، بیوشیمی و محیط4؛ چین

 mamonir@umbc.eduمسئول مکاتبات: منیره مارصفری، 
 

کم، برخورداری از نشانگرهای  زیله شدن در مقادیرگلیکوبه دلیل برخورداری از ظرفیت تولید بالا،  Yarrowia lipolyticaمخمر  امروزه استفاده از. چکیده

دارویی و به عنوان یک میزبان سلولی بسیار مورد -مولکولی و ابزارهای ژنتیکی انحصاری به طور گسترده و برای سرعت بخشیدن به روند تولید ترکیبات گیاهی

-عنوان هسته مرکزی تولید فلاونوئیدهای مختلف از اهمیت زیادی برخوردار است، بلکه در گیاهان و نیز درمان بیماریتنها بهنهتوجه قرار گرفته است. نارینجنین 

ی مهم و اصلی مسیر بیوسنتز نارینجنین هاهمین منظور و برای تولید بهینه این ترکیب فلاونوئیدی ارزشمند، ژنای برعهده دارد. بهمختلف انسان نقش ویژه های

ن تحقیق نشان داد که از منابع مختلف گیاهی شناسایی شدند و پس از مقایسه الگوی بیان و به منظور تولید نارینجنین در میزبان موردنظر معرفی شدند. نتایج ای

chs های این ژن در هر سازه ژنی مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل تعداد نسخههمین منظور افزایش رود و بهشمار میژن کلیدی و مهم در تولید نارنجنین به

برابر  14/7تواند در هر سازه می chsنسخه ژن  5سازی شرایط رشد و رفع موانع محدودکننده و نیز افزایش تعداد نشان داد که بهینه HPLCهای از تجزیه داده

های درگیر در مسیر بیوسنتزی گرم در لیتر برساند. این بررسی نشان داد که دانش کافی از ژنمیلی 16/90به  میزان نارینجنین را افزایش دهد و تولید آن را

تواند در تولید انبوه ترکیبات به عنوان یک میزبان کارآمد و ارزان می Y. lipolyticaگیری از مخمر فراورده موردنظر، طراحی مصنوعی این مسیر و نیز بهره

 سزایی داشته باشد. هنقش بدارویی -گیاهی
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Abstract. Yarrowia lipolytica, as a good cell factory to speed up the production of plant pharmaceutical components, has been 

considered to be one of the most important and attractive micro-organisms in recent years, due to its high secretion capacity, 

limited glycosylation, large range of genetic markers and molecular tools. Naringenin, as a central core of flavonoids production, 

plays important roles both in plants and in the treatment of different types of human diseases. For this purpose, specific 

naringenin biosynthesis genes from different origins were selected and introduced after comparative expression profiling in Y. 

lipolytica. This research indicated that chs plays the main role in the production of naringenin, so the increase copy number of this 

gene in each construct was investigated. The HPLC results confirmed that the construct with 5 copy numbers of chs resulted in 

7.14 fold increase of naringenin extracellular titer to 90.16 mg/L in shake flask cultures. The results reported in this study 

demonstrated that sufficient knowledge of genes involved in the specific biosynthesis pathway, synthetic gene pathway and using 

Y. lipolytica as a capable and cheap host could help bioengineers to produce significant amounts of pharmaceutical components.  
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 مقدمه   
با فنلی های ترکیبات پلیگروهزیرترین ها یکی از مهمفلاونوئید   

 ;Mahomoodally et al., 2005)هستند وزن مولکولی پایین 

Pandy, 2007)  مانند گیاهان در  های گوناگونسازوکارعلاوه بر که

 وسلولی رسانی پیامتنظیم فیزیولوژی و ، UVدر برابر اشعه  محافظت

برای  ،(Falcone Ferreyra et al., 2012) یافشانتنظیم گرده

، ، چاقی، دیابتهاها مانند انواع سرطاندرمان طیف وسیعی از بیماری

مورد هدف قرار های عصبی و بیماریهای قلبی عروقی بیماری

متعلق به زیرشاخه نارینجنین . (Panche et al., 2016) اندگرفته

یکی از مهمترین ترکیبات فلاونوئیدی طبیعی و به عنوان فلاوانون و 

 فلاونوئیدها مطرح شده است هسته مرکزی مسیر بیوسنتزی

(Winkel-Shirley, 2001).  

کوماریک توسط اسید سینامیک و از طریق عمل -اسید پی   

( و یا c4hهیدروکسیلاز )-4-آنزیم سینامیت ه شدنهیدروکسیل

زدایی تیروزین توسط آنزیم طور مستقیم از طریق آمینبه

-کوماریول-4شود و سپس به ( ایجاد میtalتیروزین آمونیالیاز )

-تبدیل می (4clکوآ لیگاز)-کوماریت-4 کرد آنزیمیکوآ با عمل

-پی متراکمدر( سه مرحله پیchsچالکان سینتاز ) شود. متعاقبا  

آ( را برای -کوآ )استر کو-سازی واحدهای استات از مالونیل

 ,.Stafford et al) دهدچالکان نارینجنین انجام می هدستیابی ب

1974; Winkel, 2004) .ساز مالونیلپیشآ زیمآنکو-استیل-

به عنوان اولین نقطه کنترل جریان بیوسنتز آ و آنزیمکو

-که مالونیلشود درحالیفلاونوئید محسوب مینارینجنین و سایر 

رود آ به عنوان نقطه آغاز سنتز فلاونوئیدها به شمار میکوآنزیم

(Zha et al., 2009) .آ کربوکسیلاز آنزیمکو-آنزیم استیل

(acc1استیل )-کند و آ تبدیل میکوآنزیمآ را به مالونیلآنزیمکو

نیاز برای تولید  نقش حیاتی در تامین میزان سوبسترای مورد

سپس . (Fowler et al., 2009)کند بهینه فلاونوئیدها ایفا می

( چالکان نارینجنین را به نارینجنین که chiایزومراز ) چالکان

رود، شمار میبهدست نیاز رایج برای فلاونوئیدهای پایینپیش

تواند نارینجنین می. (Winkel-Shirley, 2001) کندتبدیل می

واکنش دهد و  های دیگرآنزیم بامستقیم و یا غیرطور مستقیم به

 را تولید کندها و آنتوسیانینبات فلاونوئیدی یسایر ترک

(Winkel-Shirley, 2002) (1ل شک).  

 با استفاده از موادتولید نارینجنین و به طورکلی فلاونوئیدها    

از نظر اقتصادی به صرفه نیست زیرا علاوه بر اینکه ی گیاه

های گیاهی مستلزم استفاده از ترکیبات بافتها از استخراج آن

د با گیاهان منحصر به فرها و بافتشیمیایی مضر است، تنها از 

با دوره کشت طولانی قابل  قابلیت کشت در اقلیم خاص و گاها  

به دلیل استفاده فلاونوئیدها نیز استخراج هستند. تولید شیمیایی 

تغییرات شیمیایی و وجود چالش های شیمیایی سمی از حلال

توصیه برای تولید ترکیبات فعال  شدنگلیکولیزهضروری مانند 

یستی مسیر بیوسنتزی فلاونوئیدها به بنابراین مهندسی ز شود.نمی

عنوان راهکاری ویژه در جامعه علمی و صنعتی بسیار مورد توجه 

 ,Atanasov et al., 2015; Chemler & Koffas)قرار گرفت 

2008; Fowler & Koffas, 2009; Wang et al., 2011) . 

ر به دلیل نیاز به کشت د نیزگیاهی کشت سوسپانسون سلول    

ا هولمقیاس وسیع، تولید مقدار انبوه ترکیبات جانبی، تمایل سل

 و به نورتوده های میانی به تشکیل توده و عدم دستیابی سلول

ت پذیر نیسسرکوب تولید فلاونوئیدها، از نظر اقتصادی توجیه

(Fowler & Koffas, 2009) .های اخیر در جهت پیشرفت

 یهای سلولکارخانهبهبود تولید فلاونوئیدها با استفاده از 

ی های مبتنی بر بیوراکتور و بیولوژی مصنوعمیکروبی، سیستم

ز یوسنتبپذیر نموده و ها را امکانبیان مسیر بیوسنتزی متابولیت

-یر مپذیفراورده موردنظر را در زمان کوتاه و حجم انبوه امکان

 های سلولی میکروبی به دلیل عدمد. استفاده از کارخانهکن

شد راستفاده از ترکیبات شیمیایی مضر، سرعت رشد بالا، سهولت 

و تکثیر و دسترسی به ابزارهای ژنتیکی متعدد؛ نسبت به 

ز های گیاهی و یا کشت سوسپانسیون سلولی ااستخراج از بافت

 . (Trantas et al., 2015) اهمیت بالاتری برخوردار است

پایین، ماهیت شدید هوازی، قابلیت  pHتحمل در برابر    

یاد تجزیه سوبسترا با شرایط موجود، حضور مقدار زپذیری تطبیق

 کوآ به همراه مواد چرب هیدروفوبیک،-کوآ و مالونیل-استیل

قابلیت مصرف بخش زیادی از مواد کربنی خام به عنوان 

مناسب  فیلیکفراهم کردن محیط آمفیاسیدهای چرب و چربی، 

داری های گیاهی، برخورعملکرد کاتالیکی بسیاری از آنزیم برای

های سلولی جهت فراهم کردن غشاهای ساختاری و محفظهاز 

از محیط هیدروفوبیک مناسب و نیز انتخاب استروئیدهای موردنی

یاز موردن کردنپرنیله وکردن زیله،گلیکوکردنبرای هیدروکسیل

 بیشتر بیوماس نسبت به میزبانو تولید مقدار فلاونوئیدها 

را به  Yarrowia lipolyticaمخمر  ،S. cerevisiaeترجیحی 

ا ع بعنوان یک میزبان قدرتمند برای تولید ترکیبات طبیعی متنو

 . (Lv et al., 2019b) سختار پیچیده تبدیل کرده است

به واسطه بهبود تعادل جریان متابولیسمی و کاهش بار متابولیکی    

 ,.Xu et al)دست ژنی متابولیکی میان مسیر بالادست و پایینجریان 

2013b)مانی ، رعایت حداقل ترکیبات حدواسط برای حفظ زنده

ها از و عدم ایجاد تنش در سلول (Leonard et al., 2010)سلول 

سازی تولید عوامل حیاتی برای بهینهازحد از طریق بارگزاری بیش

 .(Zelcbuch et al., 2013)هستند ها در ریزسازوارهمتابولیت 
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وت از شبکه های متفاسری از آنزیمکیشود و با بکارگیری پروپانوئید در پلاستید آغاز میمسیر عمومی بیوسنتز فلاونوئیدها. این مسیر با متابولیسم فنیل -1شکل 

و مسیر  اهادر مشکی ژنک دهد.یانجام م های نهایی مانند نارینجنین، تاکسیفولین، کامفرول، اردیکتیول و اپیجنین رااندوپلاسمی و سیتوسول بیوسنتز فرآورده

  دهد.بیوسنتز استفاده شده در این تحقیق را نشان می
Fig. 1. The general biosynthesis pathway of flavonoids. This pathway begins with the metabolism of phenylpropanoid 

in the plastid and performs biosynthesis of end products such as naringenin, taxifoline, kaempferol, edicticol and 

epigenin using a series of different enzymes from the endoplasmic reticulum and cytosol. Genes and the biosynthetic 

pathway used in this study were shown in the black frame.  
 

های درگیر در مدترین ژناه منظور شناسایی کاردر این پژوهش ب   

و ایجاد یک  فلاونوئید نارینجنینهترولوگ بیوسنتز سازی بهینه

 acc1و  tal ،4cl ،chs ،chiهای ژن یسمجریان متعادل متابولی

 .Y ها در میزباناز منابع ژنی مختلف گرفته شد و قدرت بیان آن

lipolytica نشان داده شد که  مورد بررسی قرار گرفت. همچنین

مد، با امیزبان مورد استفاده به عنوان یک کارخانه میکروبی کار

گیری از قند گلوکز به عنوان منبع قند، عدم تولید بهره

های ساده مهندسی ژنتیک و های اتانولی جانبی، روشوردهافر

تر مانند استفاده از بایوسنسورها عدم استفاده از ابزارهای پیچیده

تواند مقدار قابل توجهی فلاونوئید یکروبی مخلوط میو یا کشت م

 نارینجنین تولید نماید.

 

 هامواد و روش   
 های مورد استفادهژن، پلاسمید و سویه

های های مختلف در میزبانبیان ژن میزان تفاوتبه دلیل    

 هایترین منابع ژنی، ژنمتفاوت و به منظور شناسایی قدرتمند

 acc1و   tal، 4cl ،chs،chi ارینجنین یعنیمهم و اصلی تولید ن

 Yaliبه صورت ساختار مونوسیسترونیک و با استفاده از روش 

Bricks  در میزبانY. lipolytica سازی شدند همسانه(Wong 

et al., 2017). کوآ لیگاز از گیاه -کوماریت-4های کدکننده ژن

فرنگی ( و گوجهPetroselinum crispum; Pc4clجعفری )

(Solanum lycopersicum; Sl4cl ؛ چالکان سنتاز از گیاه)

 Hordeum( و جو )Petunia x hybrid; Phchsپتونیا )

vulgare; Hvchs2 گیاه یونجه دو (؛ چالکان ایزومراز از

(Medicago sativa; Mschi،)  پتونیا )وPetunia x hybrid; 

Phchi)  انتخاب شدند و برای شناسایی بهترین سازه حاوی

 های مختلف استفاده شدند.های پایه در ترکیبقدرتمندترین ژن

مولار تیروزین میلی 5بررسی نتایج مثبت حاصل از افزودن    

به هر فلاسک حاوی مخمر تراریخت شده با سازه ارج سلولی خ

فرض شود ژن  بر میزان تولید نارینجنین موجب شد تاموردنظر 

tal کردن مقدار مناسب تیروزین در دسترس برای نیز با فراهم

سویه مخمر مورد بررسی نقش قابل توجهی در تولید نارینجنین 

تایج حاصل از منظور و بر اساس نخواهد داشت. برای این

 Rhodotorula با منبع ژنی talهای قبلی تاثیر ژن پژوهش
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toruloides  به اختصار(Rttal) (Jiang et al., 2005; Lv et 

al., 2019b; Santos et al., 2011; Zhang & 

Stephanopoulos, 2013; Zhang et al., 2017)  بر میزان

 لید نارینجنین خارج سلولی مورد بررسی قرار گرفت. تو

آ و شناسایی کوآنزیممین میزان کافی مالونیلأبه منظور ت   

بهترین منابع ژنی برای افزایش تولید نارینجنین، افزایش بیان ژن 

acc1  از سه میزبان مختلفY. lipolytica با نام ژن Ylacc1 ،

 Corynebacterium glutamicum ATCCباکتری گرم مثبت

 Escherichiaمنفی و باکتری گرم Cgacc1 با نام ژن  13032

coli MG1655 با نام ژن Ecacc1 ژن انجام شد .Ecacc1  از

تشکیل  EcaccDو  EcaccA ،EcaccB ،EcaccCچهار ژن 

 Ec_accABCDشده که در این تحقیق به صورت خوشه ژنی 
بررسی قرار در میزبان موردنظر بیان شد و کارایی آن مورد 

های مورد بررسی در این پژوهش برای بیان در تمام ژن. گرفت

-های سنتزکدون اپتیمایز شده و آغازگر Y. lipoyticaمیزبان 

 Integrate DNA Technologyشرکت ها توسط کننده آن

(IDT), Iowa, USA مورد استفاده در این  یهاسنتز شدند. ژن

لاسمید مورد استفاده در این پ اند.ارایه شده 1پژوهش در جدول 

مطابق با استانداردهای  بود که قبلا  ’pYLXPتحقیق، 

YaliBrick شده بود طراحی و نگهداری(Xu et al., 2016) .

برای طراحی، تکثیر و  Escherichia coli NEB 5αباکتری 

به  Y. lipolytica Po1gمخمر های هدف و نگهداری پلاسمید

 برای تولید نارینجنین استفاده شد. میزبانعنوان 

 طراحی مسیر بیوسنتزی

های مورد برای ساخت پلاسمیدهای حاوی هر یک از ژن   

با  ( برای هر ژن وPCRمراز )ای پلیواکنش زنجیرهبررسی، 

طراحی شده، استفاده از آغازگرهای اختصاصی رفت و برگشت 

ده هر واکنش با استفاده از کیت جداسازی وراانجام شد و فر

DNA (DNA clean& concentrator-5 kit, 

Zymoresearch, USA جداسازی و تخلیص شد. پلاسمید )

pYLXP` های برشی با استفاده از آنزیمSnaBI  وKpnI برش-

های برشی مورد استفاده در این تحقیق از . تمام آنزیمداده شد

 Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USAشرکت

داده شده توسط الکتروفورز ژل آگارز از قطعات برش تهیه شدند.

 جداسازینظر از روی ژل یکدیگر جدا شده و سپس قطعه مورد

 DNA (DNA gelشد و توسط کیت بازیافت قطعات 

recovery kit, Zymoresearch, USA بازیابی شد. پس از )

ورده انظر، فرهای موردوی ژنهای حاآن برای تولید پلاسمید

ای پلیمراز و قطعه خالص شده پلاسمید با استفاده واکنش زنجیره

سپس تراریختی  .از واکنش گیبسون به یکدیگر متصل شدند

میکرولیتر از مخلوط واکنش  4با  E. coli NEB 5αباکتری 

گیبسون و با استفاده از روش شوک حرارتی انجام شد و بر روی 

سیلین به گرم بر لیتر آمپیمیلی 100برتانی حاوی پلیت لوریا

-عنوان مارکر انتخابی کشت شدند. از هر واکنش تراریختی دست

گرم میلی 100برتانی حاوی کلنی در محیط مایع لوریا 3کم 

ساعت پلاسمید  24سیلین رشد داده شد و پس از برلیتر آمپی

 Genwizت یابی به شرکسازی شده و برای توالیموردنظر خالص

های مورد توالی ژن تاییدپس از )نیوجرسی، آمریکا( منتقل شدند. 

که در ادامه به  YaliBrickکلونینگ و بررسی، با استفاده از روش ساب

از منابع ژنی  4clو  chs ،chiهای و ژن talآن پرداخته شد، ژن 

و هر یک با حفظ پروموتر، اینترون و ترمیناتور مستقل  مختلف

 مونوسیسترونیک( در پلاسمید گیرنده وارد شدند. )ساختار 

ها نیز عضوی از آن ’pYLXPکه   pYaliBrickدر پلاسمیدهای   

های برشی ایزوکدومر با انتهای رود، چهار جایگاه آنزیمشمار میبه

طور استراتژیک بین عناصر ( بهSpeIو AvrII ،NheI ، XbaIسازگار )

توانند نهایت مید که به طور بیانتنظیمی ژن به نحوی قرار گرفته

کردن مورد استفاده قرار گیرند و عملکرد ژنتیکی آسان را هنگام سرهم

ژنی و یا به صورت ساختارهای مونوسیسترونیک، خوشه DNAقطعات 

در  .(Wong et al., 2017)های ژنی کاذب فراهم کنند باشد خوشه

های با آنزیمدهنده ژن موردنظر عموما پلاسمیدهای این پژوهش 

کننده که پلاسمید دریافتبرش داده شدند درحالی AvrII/SalIبرشی 

. سپس قطعات م شدندهض  NheI/SalIهاینظر با آنزیمقطعات مورد

لیگاز و با آرایش ژنی  T4با استفاده از روش  مورد نظر

به آوری شدند. جمعکننده دریافتدر پلاسمید  مونوسیسترونیک

آوری سه ژن عنوان مثال برای تهیه قدرتمندترین سازه ژنی و جمع

Phchs ،Mschi وPc4cl2 یک پلاسمید و به عنوان الگوی ساب در-

که از برش  Mschiها، ابتدا قطعه ژن ر سازهکلونینگ برای سای

 ایزوکدومر های برشیآنزیمبا  pYLXP’-Mschiپلاسمید 

AvrII/SalI  برشی  هایآنزیمبود در جایگاه به دست آمده

NheI/SalI کننده پلاسمید دریافتpYLXP’-Phchs  وارد شد. پس

-’pYLXPکلونینگ و یافتن پلاسمید مثبت نتایج ساب تاییداز 

Phchs-Mschi، های برشی این پلاسمید نیز در محل آنزیم

NheI/SalI کننده برای قطعه ژنی به عنوان دریافتPc4cl2  حاصل از

با  pYLXP’-Phchs-Mschi-Pc4clهضم پلاسمید تولید پلاسمید 

شد. برای بررسی نقش  برش داده pPc4PhSMsIنام اختصاری 

آمده از هضم به دست Rttalتیروزین بر میزان تولید نارینجنین نیزژن 

به روش  AvrII/SalIهای برشی با آنزیم pYLXP’-Rttalپلاسمید 

پلاسمید  NheI/SalIهای ذکر شده در مکان برشی آنزیم

pPc4PhSMsI  و برای تولید پلاسمیدpYT4SI  .وارد شد

 اند.ذکر شده 2پلاسمیدهای مورد استفاده در این تحقیق در جدول 
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 .و شماره هر ژن در پایگاه دادهنام، منبع  -1جدول 

Table 1. Name, source and number of each gene in data source. 

این ژن به صورت  -3 ( هستند.https://www.uniprot.org/help/uniprotkb) UniPortKBو  NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)های ژنی پایگاه دادهبه ترتیب  2و  1

به ترتیب بدین صورت  NCBIهای های اختصاصی هر جز در پایگاه دادهتشکیل شده است. شماره accDو  accA ،accB ،accCهای شود و از ژنکد میaccABCDژنی خوشه

 NC_000913.3:208621-209580 ،NC_000913.3:3405436-3405906 ،NC_000913.3:3405917-3407266 ،NC_000913.3:c2433926-2433012است: 

1 and 2 are NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and UniPortKB (https://www.uniprot.org/help/uniprotkb) gene data bases, respectively. 3- This 

gene encoded by the accABCD operon and included accA, accB, accC and accD genes. The specific accession number of each gene is: 
NC_000913.3:208621-209580, NC_000913.3:3405436-3405906, NC_000913.3:3405917-3407266 and NC_000913.3:c2433926-2433012, 

respectively.  

 

ین ترتن بهدر مرحله بعد به منظور تعادل جریان متابولیسم، یاف   

داد تع ترکیب ژنی و شناسایی ژن بهبوددهنده میزان تولید نارینجنین

به دو نسخه در  Pc4clو  Rttal ،Phchs ،Mschiهای های ژننسخه

صورت جداگانه برای هر ژن در مکان برشی هر پلاسمید و به

NheI/SalI  پلاسمیدpYT4SI ترتیب برای تولید پلاسمیدهای و به

pYT4SIT ،pYT4SI4 ،pYT4SIS وpYT4SII  افزایش یافت

و  Rttalسپس برای بررسی اثرمتقابل دو نسخه از هر ژن  (.2)جدول 

Phchs  و تولید پلاسمیدpYT4SITS  یک نسخه دیگر از ژن

Phchs های برشی در مکان آنزیمNheI/SalI کنندهپلاسمید دریافت 

pYT4SIT  وارد شد. لیست و نام کامل تمام پلاسمیدهای مورد

 ذکر شده است. 2استفاده در این پژوهش در جدول 

 Y. lipolyticaگری تراریختی و غربال

با لیتیوم استات  پایه از روش Y. lipolyticaبرای تراریختی    

. در این (Gietz & Schiestl, 2007) استفاده شداندکی تغییر 

 YPDبر روی پلیت  Y. lipolytica Po1gمخمر روش ابتدا 

(Yeast Extract-Peptone-Dextrose ) 16-24به مدت 

گراد رشد داده شد. به ازای هر درجه سانتی 30ساعت و در دمای 

ای اسپرم سالمون در رشتهتک DNAمیکرولیتر از  5واکنش 

دقیقه حرارت داده شد  10گراد و به مدت درجه سانتی 95دمای 

دن با مخلوط واکنش تراریختی مخمر ترکیب و پس از سرد ش

 90مولار و  2میکرولیتر لیتیوم استات  5شد؛ این مخلوط حاوی 

 4000اتیلن گلایکول درصد پلی 50میکرولیتر از محلول استریل 

میکرولیتر از  200بود. پس از فراهم کردن مخلوط واکنش حدود 

Y. lipolytica Po1g ط واکنش که از قبل رشد داده شد با مخلو

ثانیه و توسط ورتکس کاملا  15مخلوط شده و دست کم به مدت 

میکرولیتر از پلاسمید موردنظر  5-8ترکیب شدند. در این مرحله 

ورتکس انجام شد.  با مخلوط واکنش نهایی ترکیب شده و مجددا  

 30به منظور افزایش کارایی تراریختی مخلوط واکنش در دمای 

دقیقه  45تا  30آب گرم به مدت  گراد و در حمامدرجه سانتی

ثانیه ورتکس  10نگهداری شده و هر ده دقیقه یکبار به مدت 

درجه  39گرم با دمای ها به حمام آبشدند. در نهایت نمونه

دقیقه منتقل شدند. پس از این مرحله  10گراد و به مدت سانتی

های تراریخت شده بر روی پلیت محیط کشت کامل فاقد سلول

 Complete Synthetic Media minusوسین )نشانگر ل

Leucine; CSM-Leu روز  3تا  2( کشت داده شدند و به مدت

 نگهداری شدند. خانهگرمگراد و در درجه سانتی 30در دمای 

کلونی در محیط کشت  10برای تهیه مایه تلقیح، از هر پلیت    

( رشد داده شد و پس از CSM-Leu C/N=10حقیقی مایع )

های حاوی میکرولیتر از مایه تلقیح به فلاسک 650 ساعت 48

 CSM-Leuلیتر از محیط کشت کامل مایع )میلی 40

C/N=80 گراد درجه سانتی 30( منتقل شده و در شیکر با دمای

 به مدت یک هفته نگهداری شدند. rpm 250و چرخش 

  HPLCشناسایی و تعیین مقدار نارینجنین با استفاده از دستگاه 

-میلی 500ها انجام شد. ساعت از فلاسک 24برداری هر هنمون   

لیتر از محیط کشت کامل برداشت شد و به همان مقدار متانول با 

ها اضافه شد. به منظور رهاسازی به نمونه HPLCدرجه خلوص 

ای با لیتر مهره شیشهمیلی 250 به اندازه حجم محتویات سلولی،

د و به مدت یک ساعت در متر به هر نمونه اضافه شمیلی 1قطر 

مرجع پایگاه ژنیو  شماره رفرنس  ژن منبع 

(Anson et al., 1987) NCBI1: AAA33883 Rhodotorula toruloides RtTAL 

(Wu et al., 2013) UniProtKB2 P14912 Petroselinum crispum  (parsley) Pc4cl 

(Alberstein et al., 2012) NCBI: NP_001333770 Solanum lycopersicum Sl4cl 

(Wu et al., 2013) NCBI: AAF60297 Petunia x hybrid PhCHS 

(Christensen et al., 1998) NCBI: Q96562 Hordeum vulgare HvCHS2 

(Wu et al., 2013) NCBI: P28012 Medicago sativa MsCHI 

(van Tunen et al., 1988) NCBI: P11650 Petunia x hybrid PhCHI 

 GRYC: YALI0C11407g1_1 Yarrowia lipolytica Po1f YlACC1 

(Zhu et al., 2014) NCBI: NP_599932 and 

AUI00288 

Corynebacterium glutamicum ATCC 

13032 

CgACC1 

(Wong et al., 2017) NCBI: NC_000913.3 3 Escherichia coli DH 5α EcACC1 
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 RPM 250گراد و چرخش درجه سانتی 30ورتکس با دمای 

تولید شده با استفاده از دستگاه  نگهداری شدند. مقدار نارینجنین

HPLC 1220  و به روش(Lv et al., 2019a) گیری شد. اندازه

 ZORBAX Eclipseبه منظور جداسازی نارینجنین از ستون 

Plus C18 (4.6 × 100 mm, 3.5 μm, Agilent)  و برای

استفاده شد.   VWD (λ = 280 nm)تعیین آن نیز از مانیتور

درصد حل  1/0به ترتیب از اسید استیک  Bو  Aبرای فاز سیال 

درصد حل شده در  1/0شده در آب استریل و از اسید استیک 

به ترتیب و بر  Bمتانول استفاده شد. شیب شستشو فاز سیال 

و  12/0، 8/80، 5/80، 0/0حسب زمان/درصد به این صورت بود: 

درصد و  95. از نارینجنین خالص با درصد خلوص بیش از 15/0

دقیقه به عنوان استاندارد و برای تعیین کمیت  901/9زمان خروج 

ین خارج سلولی و استاندارد ثانویه رزوراتول با و کیفیت نارینجن

دقیقه نیز به  836/8درصد و زمان خروج  95درجه خلوص بیش از 

عنوان کنترل و جهت تشخیص دقیق نارینجنین از سایر ترکیبات 

ممکن موجود در مخلوط واکنش استفاده شد. هر دو استاندارد 

 ,Sigma Aldrich, Missouriنارینجنین و رزوراتول از شرکت 

USA  .افزار ها و نمودارها با استفاده از نرمشکلتهیه شدند

Adobe Illustrator CC, 2018 .طراحی و ترسیم شدند  
 

  نتایج   
 تعیین بهترین منابع ژنی جهت تولید بهینه نارینجنین

نمایش منحنی نارینجنین در  HPLCکروموگراف  2شکل    

نتایج  دهد.مایش را نشان مینمونه استاندارد و دو نمونه مورد آز

و به منظور یافتن  HPLCهای حاصل از تجزیه و تحلیل داده

 تولید میزان داد نشان A 3 در شکلمنابع ژنی قدرتمندترین 

یتر گرم بر لمیلی 95/21تا  94/9بین ای در محدودهنارینجنین 

پوشانی قرار داشت. نتایج حاصل از مقایسه میانگین و هم

ت نشان داد که در بین هشتیمارهای مختلف ندارد خطاهای استا

)با نام  Mschiو  Pc4cl ،Phchsسازه ژنی مختلف، ترکیب ژنی 

-میلی 21با تولید بیش از ( pPc4PhSMsIاختصاری پلاسمید 

 ژنی دار با سایر ترکیباتگرم در لیتر نارینجنین اختلاف معنی

 د.روبه شمار می بهترین ترکیب ژنیعنوان و به داشته

دهد که میزان تولید نارینجنین در حضور نشان می B 3 شکل   

ساعت پس از آغاز  96و مولار تیروزین خارج سلولی میلی 5

درصد نسبت به 23/16گرم بر لیتر رسید که میلی 2/26کشت به 

و زمانی که گلوکز به عنوان ( pPc4PhSMsI)نمونه استاندارد 

عدم افزایش . دار نشان دادمعنیسوبسترا بود، افزایش منبع اصلی 

ساعت احتمالا به دلیل  96دار تولید نارینجنین پس از معنی

نتایج حاصل از مصرف تیروزین خارج سلولی بوده است. 

پوشانی خطاهای استاندارد میانگین تیمارهای مورد بررسی در هم

با فراهم کردن نگر این حقیقت است که تیروزین انمای B 3 شکل

ی موردنیاز برای سویه مخمر تراریخت با بهترین میزان سوبسترا

نقش قابل توجه در بهبود تولید  (pPc4PhSMsIسازه ژنی )

 Rhodotorulaبا منبع ژنی  talبنابراین ژن  .نارینجنین دارد

toruloides  به پلاسمید گیرندهpPc4PhSMsI  وارد شد. به

اری، پلاسمید حاصل از این به بعد ذمنظور سهولت نامگ

pYT4SI (.2شود )جدول نامیده می 

 تاثیر تعداد نسخه هر ژن بر تولید نارینجنین

بل و ش قبا توجه به نتایج حاصل از تعیین بهترین سازه ژنی در بخ   

قش ی ننیز نقش تیروزین بر میزان تولید نارینجنین، به منظور بررس

 ،ینجنینتولید نارسازی های مورد بررسی بر بهینههای ژنتعداد نسخه

 وگام هب به صورت گام های مورد بررسیهای هر یک از ژنتعداد نسخه

تغییر  میزان 4. شکل افزایش یافت به تعداد دو نسخه در هر پلاسمید

 pYT4SIتولید نارینجنین در مقیاس درصد و در مقایسه با تیمار 

 تاثیر صل ازدر ابتدا و براساس نتایج حا. دهد)نمونه شاهد( را نشان می

نسخه  به دو Rttalهای ژن زین بر تولید نارینجنین، تعداد نسخهتیرو

در هر پلاسمید افزایش یافت )سویه ترارایخت با پلاسمید 

pYT4SITهای (، نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل دادهHPLC نمونه-

 38/3افزایش  Rttalهای تراریخت با پلاسمید حاوی دو نسخه ژن 

ر داد. نسبت به نمونه شاهد نشان ددرصد میزان تولید نارینجنین را 

 مورد بررسی قرار گرفت Pc4clمرحله بعد تعداد دو نسخه از ژن 

نسبت به  کهدرحالی (pYT4SITS)سویه ترارایخت با پلاسمید 

میزان تولید  Phchsهای تراریخت حاوی دو نسخه از ژن نمونه

 هنددهنارینجنین حاصل از این تیمار کمتر بود که ممکن است نشان

نتایج  اشد.ازحد تیروزین بر تولید نارینجنین بتاثیر منفی افزایش بیش

وان تواند به عنمی Phchsبیان ژن افزایش این بررسی نشان داد که 

 . شمار رودبه تولید نارینجنین یک عامل کلیدی در افزایش

های ژن در مرحله بعد به منظور بهبود تولید نارینجنین تعداد نسخه   

Phchs پنج نسخه به صورت تدریجی در هر پلاسمید افزایش یافت. تا 

مقایسه میانگین  و HPLCهای نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل داده

تیمارهای مختلف به واسطه مقایسه همپوشانی خطاهای استاندارد 

 پلاسمیدبه پنج نسخه در  Phchsنشان داد زمانی که تعداد ژن 

گرم در لیتر میلی 55از  ین به بیشافزایش یافت، میزان تولید نارینجن

ای برابر نسبت به حالت تک نسخه 706/3افزایش داشت که 

(pYT4SIبیشتر بوده است در صورتی )که که نسبت به زمانی

دار نسخه از این ژن در هر پلاسمید بیان شده بود، تفاوت معنیچهار

نارینجنین وجود به دلیل تولید مقدار بیشتر (. با این5نشان نداد )شکل 

، در تحقیقات بعدی از Phchsتوسط سویه حاوی پنج نسخه از ژن 

 این سویه به عنوان میزبان استفاده شد.
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 .پلاسمیدهای مورد استفاده در این پژوهشفهرست  -2جدول 

Table 2. List of plasmids used in this study. 
 

 توضیحات نام کامل هر پلاسمید علامت اختصاری

pYLXP`  لاسمید مورد استفاده برای تمام مراحل همسانه سازیپ 

pRtT pYLXP`-Rttal  پلاسمیدpYLXP  دربردارنده ژنRttal 

pPc4 pYLXP`-Pc4cl  پلاسمیدpYLXP  دربردارنده ژنPc4cl 

pSL4 pYLXP`-Sl4cl  پلاسمیدpYLXP  دربردارنده ژنSl4cl 

pPhS pYLXP`-Phchs  پلاسمیدpYLXP  دربردارنده ژنPhchs 

pHvS2 pYLXP`-Hvchs2  پلاسمیدpYLXP  دربردارنده ژنHvchs2 

pMsI pYLXP`-Mschi  پلاسمیدpYLXP  دربردارنده ژنMschi 

pPhI pYLXP`-Phchi  پلاسمیدpYLXP  دربردارنده ژنPhchi 

pYlA1 pYLXP`-Ylacc1  پلاسمیدpYLXP  دربردارنده ژنYlacc1 

pCgA1 pYLXP`-Cgacc1  پلاسمیدpYLXP  دربردارنده ژنCgacc1 

pEcA1A pYLXP`-Ecacc1A  پلاسمیدpYLXP  دربردارنده ژنEcacc1A 

pEcA1B pYLXP`-Ecacc1B  پلاسمیدpYLXP  دربردارنده ژنEcacc1B 

pEcA1C pYLXP`-Ecacc1C  پلاسمیدpYLXP  دربردارنده ژنEcacc1C 

pEcA1D pYLXP`-Ecacc1D  پلاسمیدpYLXP  دربردارنده ژنEcacc1D 

pEcA1ABCD pYLXP`-Ecacc1ABCD  پلاسمیدpYLXP  دربردارنده ژن کاملEcacc1ABCD 

pPc4PhSMsI pYLXP`-Pc4cl-Phchs-Mschi  پلاسمیدpYLXP های دربردارنده ژنPc4cl ،Phchs  وMschi 

pPc4PhSPhI pYLXP`-Pc4cl-Phchs-Phchi  پلاسمیدpYLXP های دربردارنده ژنPc4cl ،Phchs  وPhchi 

pPc4HvSMsI pYLXP`-Pc4cl-Hvchs-Mschi  پلاسمیدpYLXP های دربردارنده ژنPc4cl ،Hvchs  وMschi 

pPc4HvSPhI pYLXP`-Pc4cl-Hvchs-Phchi  پلاسمیدpYLXP های دربردارنده ژنPc4cl ،Hvchs  وPhchi 

pSl4PhSMsI pYLXP`-Sl4cl-Phchs-Mschi  پلاسمیدpYLXP های دربردارنده ژنSl4cl ،Phchs  وMschi 

pSl4PhSPhI pYLXP`-Sl4cl-Phchs-Phchi  پلاسمیدpYLXP های دربردارنده ژنSl4cl ،Phchs  وPhchi 

pSl4HvSMsI pYLXP`-Sl4cl-Hvchs-Mschi  پلاسمیدpYLXP های دربردارنده ژنSl4cl ،Hvchs  وMschi 

pSl4HvSPhI pYLXP`-Sl4cl-Hvchs-Phchi  پلاسمیدpYLXP های ندربردارنده ژSl4cl ،Hvchs  وPhchi 

pYT4SI pYLXP`-Rttal-Pc4cl-Phchs-Mschi  پلاسمیدpYLXP های دربردارنده ژنRttal ،Pc4cl ،Phchs  و

Mschi 

pYT4SIT pYLXP`-Rttal-Pc4cl-Phchs-Mschi-Rttal  پلاسمیدpYT4SI  در بردارنده دونسخه از ژنRttal 

pYT4SI4 pYLXP`-Rttal-Pc4cl-Phchs-Mschi-Pc4cl  پلاسمیدpYT4SI  در بردارنده دونسخه از ژنPc4cl 

pYT4SIS pYLXP`-Rttal-Pc4cl-Phchs-Mschi-Phchs  پلاسمیدpYT4SI  در بردارنده دونسخه از ژنPhchs 

pYT4SII pYLXP`-Rttal-Pc4cl-Phchs-Mschi-Mschi  پلاسمیدpYT4SI  در بردارنده دونسخه از ژنMschi 

pYT4SI4S pYLXP`-Rttal-Pc4cl-Phchs-Mschi-Pc4cl-

Phchs 

 Pc4clو  Phchsدر بردارنده دونسخه از هر ژن  pYT4SIپلاسمید 

Ix2pYT4S Mschi-x2Phchs-Pc4cl-Rttal-pYLXP`  پلاسمیدpYT4SI  در بردارنده دو نسخه از ژنPhchs 

Ix3pYT4S Mschi-x3Phchs-Pc4cl-Rttal-pYLXP`  پلاسمیدpYT4SI سخه از ژن در بردارنده سه نPhchs 

Ix4pYT4S MschI-x4Phchs-Pc4cl-Rttal-pYLXP`  پلاسمیدpYT4SI  در بردارنده چهار نسخه از ژنPhchs 

Ix5pYT4S Mschi-x5Phchs-Pc4cl-Rttal-pYLXP`  پلاسمیدpYT4SI  در بردارنده پنج نسخه از ژنPhchs 

Cgacc1-Ix5pYT4S -Mschi-x5Phchs-Pc4cl-Rttal-pYLXP`

Cgacc1 

 1Cgaccدر بردارنده ژن  I5xS4pYTپلاسمید 

Ecacc1ABCD-Ix5pYT4S -Mschi-x5Phchs-Pc4cl-Rttal-pYLXP`

Ecacc1ABCD 

 ABCD1Ecaccدر بردارنده ژن  I5xS4pYTپلاسمید 

Ylacc1-Ix5pYT4S Ylacc1-Mschi-x5Phchs-Pc4cl-Rttal-pYLXP`  پلاسمیدI5xS4pYT  1در بردارنده ژنYlacc 
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 PubChem Substanceدرصد ) 95نارینجنین در نمونه استاندارد و دو نمونه مورد آزمایش. نارینجنین با درصد خلوص بیش از تعیین روموگراف ک -2شکل 

ID 57654457 ) 95به عنوان نمونه استاندارد، رزوراتول با درجه خلوص بیش از ( درصدPubChem Substance ID:24278055 به عنوان کنترل و )

 استفاده شدند.  2و  1های نمونهبه عنوان  51ylacc-I5xS4pYT#و  21ylacc-I5xS4pYT#های سویه و به ترتیب جهت تشخیص دقیق نارینجنین

Fig. 2. Naringin chromatograph in standard and two tested samples. Naringin with a purity of more than 95% 

(PubChem Substance ID 57654457) as the standard sample, Resveratol with a purity of more than 95% (PubChem 

Substance ID:24278055) as a control and for accurate diagnosis of Naringenin and pYT4Sx5I-ylacc1#2 and pYT4Sx5I-

ylacc1#5 strains were used as samples 1 and 2, respectively. 
 
 

 

 
 

ن بیوسنتزی پایه به منظور ژتاثیر منبع ژنی بر قدرت بیان سه  .Y. lipolytica .Aنمایش ترکیب ژنی و نقش تیروزین بر تولید نارینجنین در میزبان  .3شکل 

 ی بر میزان تولید نارینجنین.تاثیر تیروزین خارج سلول .Bتولید نارینجنین. سازی بهینه

Fig. 3. Gene composition and the role of tyrosine on the production of naringenin in Y. lipolytica host. A. The effect of 

gene source on the expression of three basic biosynthetic genes to optimize naringenin production. B. The effect of 

extracellular tyrosine on naringenin titer. 
 

آ بر میزان کوآنزیمآ و مالونیلآنزیمکو-تاثیر منابع استیل

 تولید نارینجنین

برای بررسی  HPLCهای نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل داده   

و  Ylacc1 ،Cgacc1آ و افزودن دو ژن آنزیمکومنبع مالونیل تاثیر
به پلاسمید حاوی بهترین سازه ژنی  Ec_accABCD خوشه ژنی

استفاده از روش با  I5xS4pYTپلاسمید حاصل از مراحل قبل یعنی 

YaliBrick  و مقایسه تیمارهای مختلف از طریق مقایسه میانگین و

بین تمام نشان داد که  6پوشانی خطاهای استاندارد در شکل هم

های اری وجود دارد و ژندار آمتیمارهای مورد بررسی اختلاف معنی

توانند سبب افزایش قابل توجه تولید نارینجنین مورد بررسی می

نسبت به دو منبع ژنی بیشتری بسیار از قدرت  Ylacc1ژن شوند. 

  است و سویه مخمر تراریخت با پلاسمیدبرخوردار بوده دیگر 
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pYT4Sx5I-Ylacc1 16/90تواند میزان تولید نارینجنین را به می 

ر نیز از نظ Cgacc1ژن  (.6گرم بر لیتر افزایش دهد )شکل یمیل

 36/76 میزان قدرت و کارایی بیان در میزبان مورد بررسی با تولید

 گرم بر لیتر نارینجنین در رتبه دوم قرار داشت.میلی

 

 گیری بحث و نتیجه   
هایی که درمورد ایمنی صنایع غذایی و محیط به دلیل نگرانی   

دارد، بیوسنتز فلاونوئیدها از سوبسترای ایمن، ارزان و زیست وجود 

ای مورد توجه قرار گرفته است طور فزایندهبهپذیر تجدید

(Koopman et al., 2012; Santos et al., 2011) نارینجنین به .

بسیار عنوان هسته مرکزی تولید فلاونوئیدها، یک ترکیب طبیعی 

ای در درمان بسیاری از بیمارهای ارزشمند است که از اهمیت ویژه

 Hermenean et al., 2013; Ribeiro et)انسان برخوردار است 

al., 2008; Xu et al., 2013a) ،به دلیل اهمیت این ترکیب آلی .

های های مختلف و در سویهها از ارگانیسمبیان ترکیبی از آنزیم

مختلف باکتریایی، این موجودات زیستی را قادر به تولید مقادیر 

ای زاز اج Y. lipolytica توجهی نارینجنین کرده است. مخمرقابل

لیپیدی و ساختارهای غشادار غنی بوده و محیط بسیار مناسبی را 

فراهم برای تولید بسیاری از ترکیبات طبیعی از جمله فلاونوئیدها 

برای  Y. lipolytica Polg . مخمر(Lv et al., 2019b) کندمی

مورد استفاده قرار این پژوهش  دراولین بار و برای تولید نارینجنین 

های مرتبط و برای تولید گرفت در حالی که در سایر پژوهش

 .S یا  E. coliهایمحققین از میزباننظر سایر فلاونوئید مورد

cerevisiae  .استفاده نمودند 

های ای ژنآرابیدوپسیس تالینا، بیان مقایسهگیری از گیاه بهره   

 .Sمیکروبی  میزبانها به ین و معرفی آنندرگیر در بیوسنتز نارینج

cerevisiae ، آرابینوز-د-دئوکسی-3کاهش مهار بازخورد-

 و chsهای ژن افزایش تعداد نسخه، فسفات سینتاز-7-هپتولوزونیت

 54به تولید مقدار  نیز استفاده از گلوکز به عنوان منبع قند منجر

در . (Koopman et al., 2012)گرم بر لیتر نارینجنین شد میلی

سازی تولید نارینجنین از کشت مخلوط منظور بهینهبه پژوهش دیگری

استفاده و منبع قند زایلوز  S. cerevisiaeو مخمر  E.coliباکتری 

شد. برای این منظور مسیر طولانی بیوسنتز نارینجنین به دو بخش 

های مورد استفاده وارد شد. و هر بخش به یکی از میزبانتفکیک شد 

نوع محیط کشت، اندازه ماده تلقیح و نسبت ماده تلقیح هر یک از 

های سلولی از عوامل مهمی بود که در این پژوهش مورد بررسی میزبان

 S. cerevisiaeقرار گرفت. نتایج نشان داد که نسبت ماده تلقیح 

که اندازه ماده تولید نارینجنین دارد و زمانیبیشترین نقش را در میزان 

در نظر گرفته شد،  گرم بر لیتر 40برابر و قند زایلوز  5تلقیح مخمر 

گرم بر لیتر رسید که نسبت به میلی 16/21مقدار تولید نارینجنین به 

 ,.Zhang et al)برابر افزایش داشت  8حالت تک کشت مخمر 

گرم بر لیتر منبع قند گلوکز در محیط کشت،  20. استفاده از (2017

برابر ماده  5افزایش میزان توزیع اکسیژن در محیط کشت، به نسبت 

تلقیح سویه دارای مسیر بیوسنتزی بالادست به پایین دست و نیز 

ساعت پس از آغاز کشت میزان تولید  6در زمان  IPTGالقای 

-میلی 5/41به میزان  E.coli- E.coliنارینجنین را در کشت مخلوط 

 .(Ganesan et al., 2017)گرم بر لیتر رساند 

تعادل مسیر بیوسنتزی، یعنی هماهنگی میزان تجمع و مصرف    

ورده اسازی تولید فرترکیبات حدواسط نقش بسیار مهمی را در بهینه

تواند از طریق افزایش تعداد کند. این هماهنگی میموردنظر ایفا می

 ,.Jones et al)های هر ژن در هر پلاسمید انجام شود نسخه

و  4cl ،chiهای . زمانی که مسیر بیوسنتزی پایه )حاوی ژن(2015

chs گرم بر لیتر میلی 95/21سازی شد، تولید نارینجنین به بهینه

ها در میزبان بود دهنده تفاوت در قدرت بیان ژنرسید که نشان

سبب افزایش  talژن  همچنین نشان داده شد که(. A 3 )شکل

ای درحال رشد و افزایش میزان همیزان سوبسترای کافی برای سلول

-. در مرحله بعد نقش افزایش تعداد نسخهشودمیتولید نارینجنین 

های هر ژن در هر سلول بررسی شد و مشخص شد که افزایش بیان 

میزان قابل توجهی تولید نارینجنین را تا پنج نسخه به chsژن 

 پژوهشگران بیان کردند تعداد نسبتا  کم(. 5افزایش داد )شکل 

های پلاسمید و متعاقبا  تعداد ژن منحصر به فرد در یک مسیر نسخه

کننده در مهندسی بیوسنتز هترولوگ به عنوان یک عامل محدود

-رود و این در صورتی است که در اغلب پروژهشمار میمتابولیت به

 Lian et)ها مورد نیاز است مهندسی سطح بالایی از بیان ژن های

al., 2018) برای اولین بار و با تراریختی هر سلول میزبان .E. coli 

نسخه از پلاسمید حاوی مسیر بالادست تولید نارینجنین  100با 

سازی شرایط یعنی از ژن تولیدکننده تیروزین تا نارینجنین و بهینه

 گرم بر لیتر تولید نارینجنین گزارش شدمیلی 64/100رشد، میزان 

(Wu et al., 2014) . نقش سوبستراهای در این پژوهش در انتها

آ بر افزایش بیان کوآنزیمآ و مالونیلآنزیمکو-کلیدی و مهم استیل

سازی تولید این ترکیب ارزشمند شد و سبب بهینه تاییدنارینجنین 

با  در پژوهشی. (6)شکل  گرم بر لیتر شدمیلی 90به بیش از 

محققان توانستند   Y. lipolyticaمخمر Po1fاستفاده از سویه 

موانع محدودکننده تولید نارینجنین را از طریق ساخت مدولار تمام 

های ها شامل ژنمسیر بیوسنتز فلاونوئیدها و مشتقات هیدروکسیله آن

tal ،4cl ،chs ،chi ،f3΄h ،f3h سیتوکروم ،p450  ،رداکتازaro1  و

acc1 ایش ها نشان دادند که افزشناسایی کنند. در این بررسی آن

ترتیب به پنج و دو نسخه در هر به CPRو  chsهای تعداد نسخه

پلاسمید و از طریق تلفیق پلاسمید به ژنوم میزبان، بهبود سنتز 

 آ، افزایش میزان گلوکز در ابتدای آنزیمکوسوبستراهای مالونیل و استیل
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 های هر ژن بر میزان تولید نارینجنین.تاثیر تعداد نسخه -4شکل 

Fig. 4. The effect of gene copy number on naringenin titer. 

 

 

 
 .بر میزان تولید نارینجنینتا پنج نسخه در هر پلاسمید  Phchsهای ژن تعداد نسخهافزایش تاثیر  -5شکل 

Fig. 5. The effect of Phchs gene copy number (up to five copies) in each plasmid on naringenin titer. 

 

 
 

 
 .از منابع ژنی مختلف بر افزایش تولید نارینجنین acc1تاثیر بیان ژن  -6شکل 

Fig. 6. The effect of acc1 gene expression on the improvement of naringenin titer.
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تواند سبب کشت میفرمنتیشن و افزودن بازدارنده سرلانین به محیط

و تاکسیفولین به ترتیب به  بهبود تولید نارینجنین، اردیکتیول

 ,.Lv et al)گرم بر لیتر شوند میلی 5/110و  2/134، 4/252

2019b). که کاهش هزینه تولید ترکیبات فلاونوئیدی از حالیدر

طریق کاهش مصرف گلوکز در محیط کشت و عدم افزودن ترکیبات 

قیمت همچون سرلانین همچنان به عنوان یک چالش عمده به گران

رود که محققان تلاش دارند از طریق تولید مسیرهای شمار می

های اولیه این اریگزبیوسنتز هترولوگ تکرارپذیر و کاهش سرمایه

 .(Zhu & Jackson, 2015)موانع را رفع کنند 

یر نتایج حاصل از این بررسی نشان داد که درک کافی از مس   

تولید شناسایی و رفع عوامل محدود کننده ، بیوسنتزی

اده از میزبان سلولی هترولوگوس ترکیبات موردنظر و استف

 سازی تولید ترکیبات ارزشمندتواند سبب بهینهقدرتمند می

ر دارویی به روش بسیار ایمن در مقیاس وسیع و با هزینه کمت

شوند. نسبت به استخراج از مواد گیاهی و یا سنتز شیمیایی 

ند توامی Y. lipolytica همچنین این نتایج تاکید نمود که مخمر

د ه بهبوها و سوبستراهای ذاتی خود منجر بز آنزیمگیری ابهره اب

  بات خارجی شود.یسنتز ترک
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