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Abstract 

Biological nitrogen fixation (diazotrophy) in aerobes is an issue due to the sensitivity of 

nitrogenase enzyme to oxygen. In this study, the respiratory system of Azotobacter vinelandii 

and its effects on growth, nitrogen fixation, and respiratory protection of nitrogenase were 

investigated by reconstructing two models (respiratory and growth) and applying flux 

balance analysis. Simulation of the respiratory system revealed a progressive increase in 

energy-conservation efficiency across the terminal oxidases in the order of bd, cbb₃ , and 

aa3-like. In growth simulations performed with succinate uptake constrained at 3.5 mmol 

gDW⁻¹ h⁻¹, the bd pathway resulted in the lowest specific growth rate (0.125 h⁻¹) and the 

highest oxygen uptake rate (6.168 mmol gDW⁻¹ h⁻¹). In contrast, activation of the aa3-like 

pathway yielded the highest specific growth rate (0.157 h⁻¹) and the lowest oxygen uptake 

rate (4.608 mmol gDW⁻¹ h⁻¹). The elevated oxygen consumption associated with the bd 

pathway led to reduced growth rate while enhancing respiratory protection of nitrogenase. 

Within the constraints of the model, the distinct performance of the terminal oxidases 

reflects a trade-off among oxygen consumption, energy-conservation efficiency, and the 

availability of carbon substrates and reducing equivalents within the metabolic network. 

Keywords: Azotobacter vinelandii; respiratory system; metabolic model; flux balance 

analysis; electron transport chain 
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های )با اکسیداز ازتوباکتر وینلاندیتنفسی د زنجیره عملکربررسی تفکیکی 

 ربا روش تحلیل موازنه شا( و اثر آن بر رشد like-3aaو  bd ،3cbbانتهایی 

  *2پورو فرشته نعیم 1راحله احمدی

 دانشجوی ارشد مهندسی شیمی، دانشگاه علم و صنعت ایران -1

 مهندسی شیمی، دانشگاه علم و صنعت ایران اریدانش -2
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 چکیده 

های هوازی به دلیل حساسیت آنزیم نیتروژناز به اکسیژن بسیار چالش برانگیز تثبیت نیتروژن )دیازوتروفی( در باکتری

تنفسی و حفاظت تثبیت نیتروژن  ،رشد اثر آن برو  ازتوباکتر وینلاندیتنفسی سیستم عملکرد  پژوهش،در این است. 

سیستم سازی بررسی شدند. شبیه تحلیل موازنه شارستفاده از ا بازسازی دو مدل )تنفس و رشد( و بانیتروژناز از 

روی  رشد سازیرا نشان داد. در شبیه like-3aa و bd، 3cbb انتهایی اکسیدازهایترتیب با افزایش بازده انرژی به ،تنفسی

h ¹⁻mmol gDW⁻¹) سوکسینات
( و بیشترین مصرف h 125/0⁻¹منجر به کمترین رشد ) bd( و در بین اکسیدازها، مسیر 5/3 

h ¹⁻mmol gDW⁻¹)اکسیژن 
 mmol)اکسیژن مصرف  ( و کمترینh 157/0⁻¹بیشترین رشد ) کهدرحالی( گردید، 168/6 

¹⁻h ¹⁻gDW
، باعث رشد کمتر ولی حفاظت بیشتر از bdبود. مصرف بالاتر اکسیژن در مسیر  like-3aaمسیر ( با 608/4 

تفاوت عملکرد اکسیدازهای انتهایی حاصل موازنه میان مصرف  ،مدل در چارچوب قیودشود. آنزیم نیتروژناز می

  .زایی و دسترسی شبکه به کربن و عوامل احیاکننده استاکسیژن، بازده انرژی

موازنه شار، سیستم انتقال ، سیستم تنفسی، مدل متابولیکی، تحلیل ازتوباکتر وینلاندی  کلید واژگان:

الکترون  

                                                 

 یوتکنولوژیب آزمایشگاهنفت و گاز،  یمیش یدانشکده مهندس ران،یتهران، دانشگاه علم و صنعت ا* 
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 مقدمه .1

ها، های پروکاریوتی موسوم به دیازوتروفتثبیت زیستی نیتروژن فرایندی است که طی آن برخی میکروارگانیسم

های استفاده را برای سامانهنیتروژن قابلکنند و از این طریق ( را به آمونیاک تبدیل میN₂نیتروژن مولکولی )

این فرایند یکی از اجزای کلیدی چرخه نیتروژن است و نقش مهمی در حفظ   .[2, 1] سازندزیستی فراهم می

های کشاورزی دارد. با توجه به هزینه بالای تولید کودهای نیتروژنی و وری سامانهحاصلخیزی خاک و بهره

ای ها، شناخت سازوکارهای تثبیت زیستی نیتروژن اهمیت ویژهاز مصرف آنمحیطی ناشی پیامدهای زیست

شود و فرایندی پرهزینه از نظر انرژی است که به به آمونیاک توسط آنزیم نیتروژناز انجام می ₂N دارد. احیای

 . [3] نیاز دارد ₂N ازای هر مولبه( ATP)1فسفاتتریآدنوزین مول  16مصرف حداقل 

16 AT𝑃 + 8 𝐻+ + 8 𝑒− + 𝑁2 ⟶ 16 𝐴𝐷𝑃 + 2 𝑁𝐻3 + 𝐻2  + 16 𝑃𝑖                                       (1) 

از نظر  تواندیم 2O حساس است و در حضور (2Oیژن )خود به اکس پروتئینی-یفلز یتماه یلدل به این آنزیم

از یتروژناز ن یتلحفظ فعا یبرا هایازوتروفد ین،بنابرا. [4, 2, 1] شود یرفعالغ یو عملکرد یساختار

و  آلژیناتیی مانند اهدساکاریتولید اگزوپلی، جداسازی زمانی، جداسازی مکانی مانند یمختلف یسازوکارها

از طریق تنفس سریع آن استفاده  2Oکاهش مقدار  و 2شتنا های حفاظتی نظیر کمپلکستشکیل کمپلکس

ها کسیدازم اهای تنفسی و سیتوکروشاخه، 3وینلاندیازتوباکتر های هوازی مانند . در دیازوتروف[5, 4]کنند می

6-]کمک کنند  اکسیژنمحیط کممیکرویک ایجاد در محیط اطراف آنزیم نیتروژناز، به  2Oتوانند با کاهش می

8] . 

 یتبه تثب قادر ،2Oبه  یتروژنازن یتاست که با وجود حساس یخاکزهای یازوتروفاز د یکی ازتوباکتر وینلاندی

2N انتهایی اکسیداز  شاملارگانیسم تنفسی این میکرو یرهاست. زنج یهواز یطدر شراbd های وابسته و اکسیداز

 یکارهاوساز ینتراز مهم یکیانتقال الکترون  یرهدر زنج 2O یعمصرف سر. [9, 6, 1] است cبه سیتوکروم 

 یباکتر ینا سیتنف یزیولوژیف. بررسی [8, 6]در این باکتری است  یهواز یطدر شرا یتروژنازن یممحافظت از آنز

. [10] کمک کند یسلولدرون یکروهوازیم یطشرا یجاددر اتواند می ،تنفس ینرخ بالانشان داده است که 

اما توان پشتیبانی از نرخ بالای تنفس و  ،کمتر یبا بازده پروتون یدازیعنوان اکسبه bdانتهایی  اکسیدازیر مس

وابسته به  هاییدازدر مقابل، اکس .[81, 21, 8, 6]شناخته شده است  2Oپاسخ به تنش در  2O مصرف

 یمتفاوت هاییژگیو یژنیاکس یطبا شرا یو سازگار یاز نظر بازده انرژ (like-3aaو  3cbbاز جمله ) c یتوکرومس

نسبت به  ییبالا یبیترک یلم یداراهای مختلف در میکروارگانیسم 3cbb کسیدازا یتوکرومس. [11, 6] دارند

2O های با شود و این ویژگی آن را به یک اکسیداز سازگار با محیطیفعال م یکروهوازیم یطبوده و در شرا 

2Oارتباط  ازتوباکتر وینلاندی یتنفس یستمکه س دهندیمطالعات نشان م ینا یجنتا. [13, 6]کند کم تبدیل می

                                                 
1 Adenosine triphosphate 
2 Shethna  
3 Azotobacter vinelandii 
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را ندارد، بلکه  یانرژ یدفقط نقش تول یتنفس یرهحالت، زنج یندر ا. دارد یتروژنازن یتفعالحفظ با نزدیکی 

 . [8, 6, 1] کندیعمل م یزن یتروژنازحفاظت از ن سازوکاراز  یعنوان بخشبه

و تولید انرژی از طریق  2Nیی(، تثبیت انتها هاییدازاکس) های مختلف تنفسیشماتیکی از سیستم 1شکل 

 یرمسی و تنفس یرهبه زنجعوامل احیاکننده ورود مختلف  یرهایمسهمراه به 1(PMF) نیروی محرکه پروتونی

 دهد. را نشان میینلاندی ازتوباکتر ودر  یتروژنازن یمآنز یتفعال یبرا یلپتانسکم یهاالکترون ینتام

 

 

رخی از مسیرهای بهمراه به وینلاندیازتوباکتر در  ، تولید انرژی و پشتیبانی از فعالیت نیتروژناز2Oارتباط عملکردی مصرف  :1شکل 

برای تثبیت  پتانسیلهای کممین الکترونات مسیر و PMFو ایجاد  ای انتهاییهبه زنجیره تنفسی، اکسیدازعوامل احیاکننده ورودی 

  1جدول ها مطابق . شناسهنیتروژن

Figure 1. Functional interplay among O2 consumption, energy conservation, and the maintenance of nitrogenase 

activity in Azotobacter vinelandii, including selected pathways for the entry of reducing equivalents into the 

respiratory chain, terminal oxidases, proton-motive force generation, and the supply of low-potential electrons 

required for nitrogen fixation. Reaction identifiers correspond to those listed in Table 1 . 

کننده ( و غیرپمپNADH6کننده )یدروژناز پمپده-NADHتوانند از مسیرهای مختلفی مانند ها میالکترون

وارد مخزن  (2H-HYD, NDH) اهیدروژنازه و (SDH(، سوکسینات دهیدروژناز )5NADHپروتون )

 های تنفسی متفاوت به اکسیدازهای انتهایی برسندشوند و سپس از طریق شاخه( 2Q/QH) کوئینون/کوئینول

تری برای حفظ شرایط مناسب 2Oمصرف و با  شوداحیا می (O2H) به آب 2Oدر انتهای این مسیرها، . [11, 6]
                                                 
1 Proton-motive Force 
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و در نتیجه تولید  PMF انتقال الکترون در زنجیره تنفسی به ایجاد، زمانشود. همفعالیت نیتروژناز ایجاد می

ATP دلیل نیاز بالای آن به انرژی، اهمیت زیادی دارد. از سوی  کند موضوعی که برای نیتروژناز، بهکمک می

از پتانسیل مورد نیهای کممین و تنظیم الکتروناتوانند در تمی Rnfو  Fixمانند  های آنزیمیکمپلکسدیگر، 

کاهش سلول -اکسایش تعادلارتباط میان زنجیره تنفسی،  بخشی از نیتروژناز نقش داشته باشند و از این طریق

 . [14-16] را برقرار کنند 2Nو تثبیت 

تفاوت  ست،ا ییانتها هاییدازو انتقال الکترون به اکس یتنفس یرهایمس یتدهنده فعالنشان 2Oمصرف اگر چه 

ت هر مشارک یزانالکترون و م یافتدر یرمس یست، بلکهمربوط ن 2Oا فقط به مقدار مصرف هازیداکس یانم

وژناز در حفاظت از نیتر 2Oتنفس از یک طرف با مصرف . [18, 17] دارد یتاهم یزن PMF یجاددر ا یرمس

لیت این آنزیم عافو تنظیم جریان الکترون، شرایط لازم برای ادامه  ATPمشارکت دارد و از طرف دیگر با تولید 

 است که ییهاشار واکنش ییرتغ ،عوامل احیاکننده یاالکترون  یعتوز ییراز تغ. منظور کندرا فراهم می

 ینسفرودوک ،(2QH) ینولکوئ ،(NADH) نوکلئوتید احیاشدهآمید آدنین دینیکوتین هایی مانندمتابولیت

 . کنندیمصرف م یا یدرا تول (2H)هیدروژن و  (redFdیاشده )اح

 1یودبر ق یمبتن یسازمدل یکردهایرو ،2N یتو تثب یانرژ یدتول ،2Oمصرف  یانتعامل م یچیدگیبا توجه به پ

استفاده بوده و توسط برخی محققین مورد استفاده قرار گرفته است.  سامانه ینا یکم یلتحل یبرا یابزار مناسب

 آغاز مقیاسژنوم هایمدل توسعه از پیش وینلاندیازتوباکتر  از رویکردهای کمی برای مطالعه متابولیسم

 متابولیسم شارهای توزیع بر را هوادهی اثر ،3(MFAمتابولیکی ) شار تحلیل با (2013) 2و همکاران کاستیلو .شد

 5و همکاران اینومورا .[19] و آلژینات بررسی کردند 4(PHBهیدروکسی بوتیرات )پلیتولید  و مرکزی

 متابولیکی هایهزینه انرژی، و الکترون نیتروژن، کربن، موازنه بر مبتنی مکانیسمی مدل یک ارائه با نیز (2017)

 و همکاران اینومورا مطالعه بعدی در مدل. این [20] کردند بررسی را تنفسی حفاظت و 2N تثبیت

و آمونیوم را در شرایط  N₂متابولیت، استفاده از  17 و واکنش 33 شامل مدلی قالب در و توسعه یافت (2018)

 با (2018) 6و همکاران گارسیا . در همان سال،[33] کرد ارزیابی 2Oمختلف دسترسی به کربن، نیتروژن و 

را بر شارهای متابولیسم مرکزی، موازنه  2Oمتابولیت، اثر  39واکنش و  46 شامل ایشبکهو  MFA از استفاده

با با استفاده از  نیز (2019) 7و همکاران وو .[21] کردند و آلژینات ارزیابی PHB تولید و کاهش-اکسایش

را بررسی  2N ارتباط میان متابولیسم مرکزی و تثبیت (MFA-13C) 13-تحلیل شار متابولیکی مبتنی بر کربن

کردند و نشان دادند که افزایش فعالیت نیتروژناز با افزایش نیاز به انرژی و عوامل احیاکننده و تغییر شارهای 

 .[22] متابولیکی همراه است

                                                 
1 Constraint-Based Modeling 
2 Castillo et al. 
3 Metabolic Flux Analysis 

4 Polyhydroxybutyrate 

5 Inomura et al. 

6 García et al. 

7 Wu et al.  
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 برای نیز CarveMe و ModelSEED مقیاسژنوم های خودکارهای اختصاصی، بازسازیدر کنار این مدل
متابولیت و  1416واکنش،  1570 شامل ModelSEED از حاصل مدل. بودند دسترس در ازتوباکتر وینلاندی

 هابازسازی این اگرچه[. 23] بود ژن 1395متابولیت و  1978واکنش،  2422 شامل CarveMe مدل و ژن 903

مقیاس با اختصاصی ژنوم هایمدل کردند،می فراهم از شبکه متابولیکی ایگسترده پوشش

 1278iDT. [23]یافتند  تریشکل کامل (2020) 1و همکاران کامپوس-تک توسط 1278iDT توسعه

 بررسی برای 2(FBAو با استفاده از تحلیل موازنه شار ) بود متابولیت 2003واکنش و  2469ژن،  1278 شامل

 و آلژینات توسعه و اعتبارسنجی شد. PHB تولید و 2Nتثبیت  نیتروژن، و کربن مختلف منابع روی رشد

واکنش و  2289ژن،  1300 با را 1300iAA ، مدل1278iDT بازبینی با (2021) 3و همکاران آلمن ادامه،در 

 فراهم 2N تثبیت و الکترون انتقال سیستم از تریکامل بازنمایی مدل این. کردند ارائه متابولیت 1960حدود 

 های مختلفغلظت به سلول متابولیکی پاسخ بررسی برای4برداری شار و تحلیل نمونه FBA با استفاده از و کرد

2O ،سلول نگهداری انرژی( یATPM)5 دسترسی به فلزات، فعالیت نیتروژناز و تغییر مسیر جریان ،

های تجربی رشد و ضرایب نگهداری بینی رفتار فیزیولوژیکی مدل، از دادهای بهبود پیشبر. رفت کاربه الکترون

در که بیشتر در تحلیل تنفسی، عملکرد شب. [6] نیز استفاده شد 2O های مختلفشده در غلظتگیریاندازه

، مقایسه شد. در این مقایسه، 7شدگی جزئیشاخه با جفت و6شدگی کاملشاخه با جفت ، یعنیقالب دو شاخه

زمان تغییر تغییر میان دو شاخه تنها به اکسیداز انتهایی محدود نبود و مسیر ورود و انتقال الکترون نیز هم

های مدل عنوانرا به 1300iAAو  1278iDT ،جدید رمرو یک در( 6202) 8اسمبایوا و همکاران .کردمی

 . [24] اندکردهگزارش  ازتوباکتر وینلاندیمقیاس اختصاصی ژنوم

زتوباکتر ا را در فیزیولوژی 2N، متابولیسم کربن، موازنه انرژی و تثبیت 2Oاین مطالعات در مجموع نقش 
در  like-3aaو  bd ،3cbbمقایسه مستقیم اکسیدازهای انتهایی  ال،ین حا اند. بابی روشن کردهخوبه  وینلاندی

 نتیجه، رد همچنان نیازمند بررسی بود.سازی جداگانه هر اکسیداز و با فعال شدهتنفسی کنترلچارچوب  یک

تواند بر مصرف تنهایی تا چه اندازه میانرژی، به تولیدکیومتری این اکسیدازها در استو تفاوت نبود مشخص

2O 2، رشد، تثبیتN .و توزیع شارهای متابولیکی اثر بگذارد 

 مدل یک نخست، سطح در کار گرفته شد.سطحی بهبر این اساس، در پژوهش حاضر یک چارچوب تحلیلی دو

 نظر از like-3aaو  bd ،3cbb های وابسته بهبرای مقایسه شاخه 2Nیت تثب و رشد از مستقل تنفسی هدفمند

                                                 
1 Tec-Campos et al. 

2 Flux Balance Analysis 
3 Alleman et al. 

4 Flux Sampling 
5 ATP Maintenance 
6 Fully Coupled 
7 Partially Coupled 
8 Esembaeva et al. 
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های تنفسی در یک شبکه استفاده شد. در سطح دوم، همین شاخه ATP تولید ظرفیت و پروتون انتقال

سازی جداگانه هر اکسیداز تحت ورودی کربن فعال بررسی شدند و با 2Nمتابولیکی شامل رشد و تثبیت 

، فعالیت نیتروژناز و توزیع سنتاز ATP ، شار1نرخ ویژه رشد ،2Oیر تنفسی بر مصرف یکسان، اثر انتخاب مس

برای بررسی رفتار هر مسیر  2O مصرف شارهای متابولیکی تعیین شد. همچنین، تحلیل حساسیت نسبت به

تمایز اصلی این پژوهش در تفکیک سهم عملکردی  در سطوح مختلف تقاضای تنفسی انجام گرفت. بنابراین،

انرژی با پاسخ کل شبکه متابولیکی  تولیدها در اکسیدازهای انتهایی و پیوند دادن تفاوت استوکیومتری آن

 .است

 هاروش و مواد .2

 ازتوباکتر وینلاندی های بیوشیمیاییبازسازی هدفمند شبکه واکنش .2-1

صورت اول، به های مورد نیاز در این پژوهش دو مدل متابولیکی بازسازی گردید. مدلسازیمنظور انجام شبیهبه

بازسازی  2Nبدون در نظر گرفتن رشد و تثبیت  ازتوباکتر وینلاندیاختصاصی برای بررسی سیستم تنفسی 

-همراه شاخهبه 2Nهای بیوشیمیایی مرتبط با رشد، تثبیت که در مدل دوم، شبکه واکنششده است. درحالی

دل آورده در نظر گرفته شده است. در ادامه مشخصات این دو م ازتوباکتر وینلاندیهای تنفسی مختلف در 

 شده است.  

 ینلاندیازتوباکتر ومدل تنفسی  2-1-1

د و تثبیت )مستقل از رش ازتوباکتر وینلاندیتنفسی های تنفسی، مدل زایی شاخهیت انرژیبرای مقایسه ظرف

2N ) شامل مسیرهای ورود الکترون ازNADH 2 مخزن بهQ/QH (5NADH, 6NADH) اکسیدازهای انتهایی ،

 bd ،3cbb های انتهاییاکسیدازتنفسی اختصاصی این باکتری شامل  یهاواکنش .شد بازسازیسنتاز  ATPو 

ها با این واکنش.  [6]استخراج شدند آلمن و همکاران شده توسط گزارش 1300iAAمدل از  like-3aaو 

و از نظر جهت واکنش،  شدتطبیق داده  ModelSEEDو  BioCyc ،KEGG هاییگاهپااطلاعات موجود در 

 جزبه) 1مطابق جدول شده دییات هایسپس واکنش. قرار گرفتند ینیبازبمورد  یو تراز جرم هایتشناسه متابول

مدل تنفسی با تعریف این  .افزوده شدندتنفسی به مدل ( 2H-HYD, NDHو ) 2Nهای تثبیت واکنش

 24ش و واکن 26ها نهایتا شامل و تنظیم موازنه متابولیت 2O ،NADHهای تبادلی لازم برای ورود واکنش

 باشد.متابولیت می

 

 

 

 

                                                 
1  Specific growth rate 
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  2N انتقال الکترون و تثبیت ،سیستم تنفسیشامل  ازتوباکتر وینلاندیهای اختصاصی : واکنش1 جدول

Table 1. Reactions specific to Azotobacter vinelandii involved in respiration, electron transfer, and nitrogen 

fixation 

Reactions 
Group 

Description ID 

H[c]  +  NADH[c]  +  Q[c] → NAD[c]  +  QH2[c] NADH5 Quinol  

 
𝟓 H[c]  +  Q[c]  +  NADH[c]  ⇌ 𝟒 H[e]  +  NAD[c]  +  QH2[c] NADH6 

𝟐 H[c]  +  Q[c]  +  H2[c]  ⟶ 𝟐 H[e]  +  QH2[c] HYD1pp 

𝟐 H[c]  +  QH2[c]  +  𝟐 FicytC[c]  ⇌ 𝟒 H[e]  +  Q[c]  +  𝟐 FocytC[c] QCCOR Cytochrome c 

𝟒 H[c]  +  𝟎. 𝟓 O2[c]  +  𝟐 FocytC[c]  

⟶ 𝟐 H[e]  +  H2𝐎[𝒄]  +  𝟐 FicytC[c] 
CYOO2pp Respiration by 

cytochrome 

oxidases 
𝟑 H[c]  +  𝟎. 𝟓 O2[c]  +  𝟐 FocytC[c]  

⟶ H[e]  +  H2𝐎[𝒄]  +  𝟐 FicytC[c] 
CYTCBB3pp 

𝟐 H[c]  +  QH2[c]  +  𝟎. 𝟓 O2[c]  ⟶ 𝟐 H[e]  +  Q[c]  +  H2𝐎 CYTBDpp 

H[c]  +  NADH[c]  ⇌ NAD[c]  +  H2[c] NAD_H2 2H 

transfer and 

exchange 
H2[e] ⟶ EX_h2_e 

H2[c]  ⇌  H2[e] H2tex 

𝟒 H[e]  +  ADP[c]  +  Pi[c]  ⇌ 𝟑 H[c]  +  ATP[c]  +  H2𝐎[𝒄] ATPS4rpp ATP production 

𝟏𝟔 ATP[c]  +  𝟏𝟔 H2𝐎[𝒄]  +  𝟖 Fdred[c]  +  N2[c] ⟶ 
𝟔 H[c]  +  𝟏𝟔 ADP[c]  +  𝟏𝟔 Pi[c]  +  𝟐 NH4[c] + H2[c]  +  𝟖 Fdox[c] 

NIT1b Nitrogen 

fixation 

2 Fdox[c]  +  𝟐 NADH[c]  +  Q[c]

⟶ 𝟐 Fdred[c]  +  𝟐 NAD[c]  +  QH2[c] 

FIX 

2 Fdox[c]  +  𝟔 H[e]  +  NADH[c]   

⟶ 𝟐 Fdred[c]  +  𝟕 H[c]  +  NAD[c] 

Rnf 

 

ه آن دهندالکترونبر اساس استوکیومتری و  like-3aa اکسیدازسیتوکروم به pp2CYOOانتساب  1در جدول 

(FocytC)  انجام شد. مسیرpp2CYOO-QCCOR 2ها از دهد که ابتدا الکتروننشان میQH  به سیتوکرومc 

 بنابراین شود.می مصرف 2O کردن احیا برای pp2CYOOاحیا شده در  cمنتقل شده و سپس سیتوکروم 

با عملکرد مشابه  اکسیداز انتهایی  cسیتوکروم در مدل به عنوان یک  pp2CYOO-QCCOR مسیر

type-3Cytochrome c oxidase aa  ی یا گذاری به معنای انتساب قطعی ژناین نام. [26, 25, 6]تفسیر شد

 باشد.نمی 3aaساختاری به یک اکسیداز 

 ازتوباکتر وینلاندیهای مختلف تنفسی در و سیستم 2Nمدل رشد، تثبیت  2-1-2

 رشد در یتنفس ی انتهایی سیستمهاعملکرد اکسیداز یکیتفک یسهمقااز آنجا که هدف این پژوهش بررسی و 

های باشد، یک مدل متابولیکی با شبکه مناسبی از واکنشمی FBAبا استفاده از  ازتوباکتر وینلاندی

موجود در  ازتوباکتر وینلاندیی اختصاصمتابولیکی  یهامدلبیوشیمیایی مرتبط بازسازی گردید. از آنجا که 

های بیوشیمیایی بسیار زیاد هایی در مقیاس ژنوم با تعداد واکنشمدل iAA1300و  iDT1278مانند منابع 
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 1اتلی ریزوبیوم 2Nهوازی تثبیت کننده  باکتری به مربوطتر از مدل مشابه ولی سادهباشند، می

(iOR363newbiomass030609 پس از حذف )انتقال الکترون  یرهو زنج یتنفس یستممرتبط با س یهاواکنش

استفاده  یازتوباکتر وینلاندعنوان یک چارچوب استوکیومتریک پایه در بازسازی مسیرهای متابولیسم مرکزی به

متابولیت  457واکنش و  492با تعداد  CFN42سویه  iOR363یافته بر پایه مدل ای توسعهشد. این مدل نسخه

-انتنر مسیر، ازتوباکتر وینلاندیاین مدل با  کربن  یسممتابولیشتر ب یسازگار یبرا. [28, 27, 23] است

از آنجا . [22] شد پایه جایگزینر مدل د )مسیر شکست گلوکز گزارش شده در این باکتری((، ED) 2دودروف

ازتوباکتر وینلاندی  ییانتها یدازهایاکس های تنفسی وابسته بهشاخه عملکرد یسهمقاکه تمرکز این پژوهش بر 
مطابق  ( like-3aaو  bd ،3cbb اکسیدازهای انتهاییتنفسی اختصاصی این باکتری )شامل  یهاواکنشباشد می

 1300iAAمدل از نیز  وینلاندی ازتوباکتر 2Nهای تثبیت به مدل پایه اضافه شدند. واکنش 1-1-2بخش 

 .[6]به مدل اضافه شدند  1و همکاران استخراج و مطابق با ردیف آخر جدول آلمن شده توسط گزارش

های شمتابولیت است و علاوه بر مسیرهای متابولیسم مرکزی، واکن 413واکنش و  500مدل نهایی شامل 

 15گیرد. در این شبکه، ها را در بر میو تبادل متابولیت 2Nاختصاصی مرتبط با زنجیره انتقال الکترون، تثبیت 

انتقالی و  واکنش 38واکنش مرتبط با متابولیسم نیتروژن و  11واکنش مربوط به زنجیره انتقال الکترون، 

 ATPMعنوان تابع هدف و واکنش توده بهتبادلی در نظر گرفته شده است. همچنین، واکنش تشکیل زیست

 .در مدل لحاظ شدند

 روش حل 2-2

و  2017با ورژن  COBRA، جعبه ابزار b 2016R نبا ورژ MATLABاز  هایلتحلها و سببازیشبببیهجهت 

ستفاده از   یعدد هاییخروج یها و بررس کران واکنش یمساختار مدل، تنظ  یرایشو  Microsoftنرم افزاربا ا

Excel  گر حل از یخط سازی ینهبهبرای استفاده شد.    2013با ورژنGLPK3   هیدر کل نینچهم. استفاده شد 

و  GHz 13/2با فرکانس  (Intel Pentium P6200با پردازشببگر ) یشببخصبب وتریمحاسبببات از دسببتگاه کامپ

 ( استفاده شد. RAM 4 GBحافظه )

 های کامپیوتری. آزمایش2-3

ره انتقال زنجی تنفسیمدل سازی با استفاده از دو مدل بازسازی شده انجام شد. در سری اول، دو سری شبیه

. سپس، گرفت مورد استفاده قرارهای تنفسی الکترون برای مقایسه ظرفیت استوکیومتری تولید انرژی در شاخه

مورد  ینلاندیازتوباکتر وشده برای با استفاده از مدل رشد بازسازیهنگام رشد ای انتهایی هعملکرد اکسیداز

  بررسی قرار گرفت. 

                                                 
1 Rhizobium etli  
2 Entner Doudoroff  
3 GNU Linear programming Kit 
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 5/3و با مقدار مصرف سوکسینات برابر  هوازی شرایط در ازتوباکتر وینلاندیها مربوط به رشد سازیشبیه تمام

مقایسه عملکرد سیستم در راستای ( h ¹⁻mmol gDW⁻¹) 1ازای هرگرم وزن خشک سلولی در ساعتبه مولمیلی

با توانایی  ،عنوان منبع کربنتنفسی در میزان کربن ورودی یکسان انجام شد. استفاده از سوکسینات به

 برای رشد دیازوتروفی با سوکسینات به عنوان منبع کربن و انرژی سازگار است ازتوباتر وینلاندیشده  گزارش

منظور غیرفعال کردن بهداشته شد و  فعال نگه ییانتها یتوکروم اکسیدازس یکفقط  سازی،شبیهدر هر  .[29]

 سنتز واکنش هاسازیداده شد. در تمام شبیهبرابر صفر قرار ها آنشار بالا و پایین کران  یگرد یدازدو اکس

. شود حل رشد نرخ سازیبیشینه مبنای بر مدل تا شد انتخاب هدف تابع عنوانتوده )نرخ ویژه رشد( بهزیست

در تمام  5NADHو  6NADHهای شنیز از طریق واکن 2Q/QH به مخزن NADH زانتقال الکترون ا

بدون محدودیت در نظر گرفته شد تا حلیل حساسیت های مربوط به بررسی عملکرد اکسیدازها و تسازیشبیه

سنتاز و سایر  ATPنیتروژناز، مشخص شود. همچنین، شار  2QH میناشده شبکه برای تمسیر انتخاب

 تبادلی اصلی از جمله  های. واکنشهای مدل ثبت و تحلیل شدندعنوان خروجیهای کلیدی بهواکنش

 بازه با نیتروژناز، و سنتاز ATP مانند داخلی کلیدی هایواکنش کنار در نیتروژن، ( و2COکربن )اکسید دی

قیود  اساس بر تا شار آنها در شبکه شدند گرفته نظر در+( 1000 تا -h ¹⁻mmol gDW 1000⁻¹بین) آزاد شار

 استوکیومتری محاسبه شوند.  

ثیر ات و وینلاندی ازتوباکترهای تنفسی سیستم بررسی تولید انرژی در .2-3-1

 2QH مسیرهای تولید

مورد استفاده قرار گرفت.  ازتوباکتر وینلاندیتنفسی های تنفسی، مدل زایی شاخهبرای مقایسه ظرفیت انرژی

در  نماید.را ارزیابی می ATPاین مدل فقط ظرفیت استوکیومتری و بازده پروتونی زنجیره تنفسی برای تولید 

 تولید و شدند غیرفعال دیگر اکسیداز دو و فعال  like-3aaو  bd ،3cbb انتهاییاکسیدازهای هر اجرا، یکی از 

ATP کننده و اثر مسیرهای پمپاکسیدازهای مختلف،  علاوه بر اثرتابع هدف بیشینه شد.  عنوانبه

 .مورد بررسی قرار گرفت PMFو ایجاد  QH2 میناتکننده پروتون در غیرپمپ

 اکسیدازهای واکنش در 2Oکه مصرف  آنجا از. شد قرار داده h ¹⁻mmol gDW 1⁻¹ برابر با 2Oمصرف شار 

 به مربوط هایبنابراین، خروجی بودند شده تعریف h ¹⁻mmol gDW 5/0⁻¹ استوکیومتری ضریب با انتهایی

نسبت به تقسیم و  2، بر هاواکنش اکسیدازشار برای گزارش بر مبنای یک واحد  ATP تولید و پروتون انتقال

 نداشتند حضور مدل این ساختار در 2H-NDHو  HYD. شدند نرمال h  ¹⁻mmol gDW 5/0⁻¹با  برابر 2O مصرف

  بررسی گردید. شدهمدل متابولیکی بازسازی طور جداگانه درها بهنقش این واکنشو 

 ازتوباکتر وینلاندیهنگام رشد   اکسیدازهایتوکروم س. بررسی عملکرد 2-3-2

در   like-3aaو  bd، 3cbb اکسیدازهای انتهاییسازی مجزا با فعالیت هر یک با استفاده از مدل رشد، سه شبیه

 mmolصورت آزاد در محدوده کلی به 2Oها مصرف سازیمقدار کربن ورودی یکسان انجام گرفت. در این شبیه

                                                 
1 Millimoles per gram dry weight per hour 
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¹⁻h ¹⁻gDW 1000-  2در نظر گرفته شد و شار مصرف 1000تاO  گردد، می نرخ ویژه رشدکه منجر به حداکثر

هنگام فعالیت هر یک از اکسیدازها بصورت جداگانه محاسبه گردید. این بررسی تحلیل تفکیکی عملکرد هر 

 نماید. پذیر میرا امکان ازتوباکتر وینلاندیاکسیداز انتهایی در 

  2Oنسبت به مصرف اکسیدازها یتوکروم س. تحلیل حساسیت عملکرد 3-3-2

ی این برابر عملکرد سیستم تنفسی مورد بررسی قرار گرفت.  2O، اثر تغییر شار مصرف تحلیل حساسیتدر 

 در h ¹⁻mmol gDW 1/0⁻¹ هایا گامب وآغاز شد  h ¹⁻mmol gDW 2⁻¹ اولیه مقدار از 2Oمنظور، مقدار مصرف 

برابر قرار  2O (2EX_O)واکنش تبادل  یو بالا ییندر هر گام، کران پاتغییر یافت.  2Oجهت افزایش مصرف 

دامه ا h ¹⁻mmol gDW 2/12⁻¹ برابر  2Oنرخ مصرف تا  یندفرا ینشود. ا یلبه مدل تحم 2O مصرفداده شد تا 

حالت  مدل ازسازی سه اکسیداز بود که پس از آن پذیری در شبیهیافت. این محدوده، بازه مشترک امکان

تکمیل  . همچنین برایبودندنیتروژناز  د،نرخ ویژه رششامل شار  یاصل هاییخارج شد. خروج یرپذامکان

 نیز بررسی شدند. 2COو  2H، شارهای خروجی 2Oتحلیل پاسخ شبکه به تغییر مصرف 

 در حضور و غیاب آنزیم bdبا اکسیداز مقایسه توزیع شارهای متابولیکی . 2-3-4
NADH6 

شود شناخته می ژیکم پروتون و انر بازدهبا  یک مسیر تنفسی عنوانهبازتوباکتر وینلاندی  در bd مسیر اکسیداز

در همچنین  .[32, 18] مرتبط دانسته شده است 5NADH آن با 2QHمین او در مطالعات پیشین، ت

در  یتونتر از نظر پروبازدهکمی اعنوان شاخهبه bd-5NADH یر، مسآلمنبرگرفته از مدل  یتنفس هایواکنش

ا بازده بتنفسی  بخشی از مسیرهای like-3aaو  3cbb مسیر اکسیدازهایدر مقابل، . [6] نظر گرفته شده است

فقط   6NADHسازی. بر این اساس، غیرفعال[30, 6] انرژی هستندر تولید ظرفیت بیشتبالای پروتونی و 

ین شاخه تحت بازده آن بازنمایی و حد پایین بازده پروتونی اانجام شد تا حالت کم bdمسیر اکسیداز  برای

بررسی  مدل برآورد شود. اعمال این محدودیت برای دو شاخه دیگر ضروری نبود، زیرا هدف تحلیل،قیود 

 . بود bd بازدهاختصاصی مسیر کم

آرایی و امکان باز bdدر عملکرد اکسیداز  6NADHیک تحلیل تکمیلی برای بررسی نقش ، رای این منظورب

 سیرمبرای   6NADH کران پایین و بالای واکنشسازی آن طراحی شد. پس از غیر فعال 2QHمسیرهای تامین 

بع هدف و سوکسینات، تا مصرف، نرخ 2QHمین ابرابر صفر قرار گرفت. سایر مسیرهای ت bd اکسیداز انتهایی

از اعمال  پس .با همان بازه و گام قبلی تکرار شد 2Oقیود مدل بدون تغییر باقی ماندند و تحلیل حساسیت 

، 5NADH شامل 2QH ینمات یهاواکنشو  سنتاز ATP یتروژناز،ن نرخ ویژه رشد، یشارها یت،محدود ینا

SDH ،HYD  2وH-NDH شدند یبررس . 

  NADH6آنزیم در غیاب bdاکسیداز  پذیری شارها با. تحلیل تغییر2-3-5
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  پذیری شارهایل تغییرتحل، NADH6 سازیفعالغیرشرایط در  یکیشبکه متابول یریپذانعطاف یبررس برای

(FVA)1 عوامل احیاکننده ینمامرتبط با ت یدیکل یهاحداقل و حداکثر شار واکنش یل،تحل ینا . درشد انجام 

 FVAدر شبکه، تحلیل  2های بهینه متعددهای بهینه محاسبه شد. با توجه به جوابدر فضای جواب 2QHو 

 NADH6سازی پس از غیرفعال NADH5ها و ارزیابی نقش احتمالی ی شار واکنشامکان بررسی تغییرپذیر

 نماید. را فراهم می

 ها بحث و یافته -3

مسیرهای  تاثیرو  ازتوباکتر وینلاندیهای تنفسی سیستم بررسی تولید انرژی در .3-1

   2QH تولید

 

اهمیت  2Oا بدر تامین انرژی و محافظت از سلول در مواجهه ازتوباکتر وینلاندی از آنجا که سیستم تنفسی 

رار گرفت. قشده مورد بررسی سزایی دارد، این سیستم مستقل از رشد با استفاده از مدل تنفسی بازسازیبه

ه مسیر ورود های تنفسی، علاوه بر نوع اکسیداز انتهایی بزایی شاخهنشان داد که ظرفیت انرژیها سازیشبیه

 وابسته است. نیز  2Q/QHالکترون به مخزن 

و  ثرومهای پروتونمقدار استوکیومتری و مقایسه  2در شکل  هاسازیاین شبیههای کلی حاصل از واکنش

 h ¹⁻mmol gDW⁻¹ برابر با 2O های کلی مبنا مصرفواکنشدر ه شده است. ائار 2در جدول سنتاز  ATP شار

 نسبت به برای انطباق با ضریب استوکیومتری اکسیدازهای انتهایی، 2 ه مقادیر جدولک، درحالیباشدمی 1

   اکنشونیز بر اساس استوکیومتری  ATP . بازده نظریاندهنرمال شد h ¹⁻mmol gDW  5/0⁻¹ برابر 2Oمصرف 

ATP   دثر برای تولید یک واحودر مدل و با درنظرگرفتن چهار پروتون مسنتازATP  ست. شده ااسبه مح

ابقت توسط مدل مطشده بینیسنتاز پیش ATPبا شار  طور دقیقبهتنفسی مقادیر حاصل در تمامی مسیرهای 

درستی برقرار شده مدل بهدر  ATPدهد که رابطه میان انتقال پروتون و تولید نشان می این تطابق داشتند.

 .است

                                                 
1 Flux Variability Analysis 
2 Multiple Optimal Solutions 
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 .bd و like-3aa، 3cbbاکسیدازهای های کلی حاصل از نتایج مدل تنفسی برای : واکنش2شکل 

Figure 2. Overall reactions derived from the respiratory model results for the aa3-like, cbb3, and bd terminal 

oxidases. 

  پس از آن برایو  like-3aa-6NADH ی مسیرتنفسی، بیشترین ظرفیت تولید انرژی را برا مسیرهایمقایسه 

3cbb-6NADH  که مسیر اکسیدازدهد، درحالیمینشان bd-5NADH اگرچه در مراجع . ردکمترین بازده را دا

، [18, 6]استفاده می نمایند  6NADHاز آنزیم   3cbbو  like-3aaتنفسی   گزارش شده است که شاخه های

 اکسیدازبرای این دو مسیر نشان از کاهش بازده انرژی دارد. در مورد  NADH5با استفاده از ها سازیشبیه

bd استفاده از، با اینکه NADH6 جایبه NADH5  دهد، منجر به میرا افزایش  مسیرزایی این ظرفیت انرژی

 یک عنوانبه bdشده مسیر شناخته نقش با الگو اینشود. یاکسیدازی دیگر م مسیرکمتر از دو انرژی بازده 

 3cbb سیتوکروم اکسیدازمسیر  . [18, 8, 6]است  و بازده انرژی کمتر سازگار 2Oظرفیت بالاتر مصرف  با مسیر

دهد. این نتایج ینشان م را bdو  like-₃aa یدازدو اکس یانی بینم یرفتار شده،های بررسییز از نظر شاخصن

بنابراین، بازده پایین . [31, 6] باشدیمهای قبلی در پژوهشهای مختلف بازده انرژی در شاخهتفاوت مشابه با 

ویژه عدم کل مسیر انتقال الکترون بهو استوکیومتری  ههیدروژناز نبودد-NADHنوع  تنها ناشی از bd اکسیداز

نیز در ظرفیت کمتر انرژی آن نقش  (QCCORاکسیدورودوکتاز )شناسه  cوجود واکنش کوئینول: سیتوکروم 

 .رددا

 

بر  bd و  like-3aa، 3cbbاکسیداز انتهایی مسیرهای ر سنتاز د ATP شدهشار نرمالو  PMFمقایسه ظرفیت نظری ایجاد : 2جدول 

  h ¹⁻mmol gDW 5/0⁻¹ برابر با 2O مصرف مبنای

Table 2. Comparison of the theoretical capacity for PMF generation and the normalized ATP synthase flux 

among the aa₃ -like, cbb3, and bd terminal oxidase pathways, based on an O2 uptake rate of 0.5 mmol gDW⁻¹ h⁻¹ 
 

Terminal 

oxidase pathway 

Effective proton 

stoichiometry 

ATP synthase flux 

(mmol gDW⁻¹ h⁻¹ ) 

NADH6-aa3-like 10 H⁺  2.50 

NADH6-cbb₃  9 H⁺  2.25 



 

 
14 

 

NADH6-bd 6 H⁺  1.50 

NADH5-bd 2 H⁺  0.50 

 

نیاز برای  مورد NADH که بر اساس موازنه الکترونی، مقدار دهندمیهمچنین نشان  2های کلی شکل واکنش

برای با افزایش متناسب تقاضا  2O، افزایش شار مصرف رونازای مصرفی است. 2Oدو برابر مقدار  2O احیای

NADH  گردش الکترون در زنجیره تنفسی همراه خواهد بود. این رابطه استوکیومتری، مبنایی برای تفسیر و

های ، خروجیبا این حال .کندفراهم می های بعدی راسازیو تغییر توزیع کربن در نتایج شبیه 2Oمصرف بیشتر 

توده، نیتروژناز، هیدروژنازها های زیستهای تنفسی هستند، زیرا واکنشبیانگر ظرفیت نظری شاخهفقط  سیستم

و عملکرد  سیستم تنفسیو سایر مسیرهای متابولیکی در آن حضور نداشتند. بنابراین، ارتباط میان بازده نظری 

 .شدسازی پایه در بخش بعد بررسی شده، بر اساس نتایج شبیهواقعی هر شاخه در شبکه متابولیکی بازسازی

  ینلاندیازتوباکتر و هنگام رشد  ییانتها یدازهایاکسم توکرویعملکرد س.  بررسی 3-2

3bd, cbb ,انتهایی  هایاکسیداز و مقایسه عملکرد ارزیابی کمیبرای  FBAاز  های اصلییافتهر این بخش، د

like-3aa  سازی اکسیداز انتهایی فعالسازی، یک هر شبیه در شود.گزارش می ازتوباکتر وینلاندیهنگام رشد

مصرف مقدار  بررسی یندر ا .شوندبررسی میسنتاز  ATP ، نرخ ویژه رشد، شار نیتروژناز و2Oشده و مصرف 

2O 2نشده و واکنش تبادل  یلبه مدل تحمO ¹ هدر باز⁻h ¹⁻mmol gDW 1000-  ه آزاد گذاشته شد 1000تا

مقادیر  3جدول  .محاسبه شوند نرخ ویژه رشد و تابع هدف یومتریاستوک یودبر اساس ق 2Oتا مصرف  است

را نشان سازی برای سه اکسیداز مختلف یهشبهمراه نرخ ویژه رشد در ها بهشار محاسبه شده برخی از واکنش

 دهد.یم

 

 (h ¹⁻gDW molm 5/3⁻¹) سوکسینات ثابت و یکسان در شرایط مصرف هااکسیداز سیتوکرومعملکرد : نتایج تحلیل کمی 3جدول 

Table 3. Comparison of the quantitative performance of terminal oxidases at a fixed succinate uptake rate of (3.5 

mmol gDW⁻¹ h⁻¹)  

Terminal 

oxidase 

Fluxes (mmol gDW⁻¹ h⁻¹) Specific 

growth 

rate (h⁻¹) 
Oxygen 

uptake 

CO₂  

exchange 
Nitrogenase 

ATP 

synthase 

bd 6.168 8.802 0.495 12.507 0.125 

cbb₃  5.686 8.391 0.534 14.162 0.135 

aa3-like 4.608 7.470 0.622 16.897 0.157 

 

و  2Oسازی جداگانه اکسیدازهای انتهایی، الگوهای متفاوتی از مصرف دهد که فعالنشان می 3جدول 

نرخ ویژه بیشترین  like-3aa ، مسیربین اکسیدازهای مورد بررسی. در نمایدمیهای متابولیکی ایجاد خروجی

 2Oوجود مصرف با  bd اکسیداز ه مسیرکلی، درحادهدمیرا نشان سنتاز  ATP نیتروژناز ورشد و شارهای 

بیانگر ها . این تفاوتدهدمینشان ا ر مسیر نیز رفتاری میانی بین این دو 3cbb . مسیرردکمتری دابازده بالاتر، 
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تنهایی برای تفسیر عملکرد مسیرهای تنفسی کافی نیست و باید در کنار بازده به 2Oمقدار مصرف  آن است که

  .بررسی شود PMFها در ایجاد تولید انرژی و نقش آن

سازی، با وجود در دسترس که در هر سه شبیه دهدمیدهیدروژناز نشان -NADHهای بررسی شار واکنش

شود و  انجام میNADH6  آنزیم واسطهبه NADHز ا ، انتقال الکترونNADH6 و NADH5 بودن

5NADH 3- سازی، مسیرهایاین شبیه نتایج تفسیر برای رو،ازاین ماند.یم باقی غیرفعالaa-6NADH

like، 3cbb-6NADH و bd-6NADH شوندمی مقایسه تنفسی مدل با نتایج. 

. تفاوت در استسازگار  تنفسیاز مدل آمده دستپروتونی بهالگوی عملکرد این سه مسیر با ترتیب بازده 

داشته باشد.  PMFهر مسیر ظرفیت متفاوتی برای ایجاد و حفظ  شودمیاستوکیومتری انتقال پروتون موجب 

، بیشترین PMF ایجاد یبالاتر برا یتظرفدلیل به  like-3aa اکسیدازسیتوکروم  یرمدل، مس یودق وبدر چارچ

وجود مصرف  با bd اکسیداز یر. در مقابل، مسنمایدسنتاز، نرخ ویژه رشد و نیتروژناز را پشتیبانی می ATP شار

2O  ترین نرخ ویژه رشد، نیتروژناز و تر، کمیینپا یبازده پروتون دلیلبالاتر، بهATP دهد. سنتاز را نشان می

 2Oو مصرف  عوامل احیاکنندهعبور نیاز به  ی،از انرژ یسطح مشابه ینمات یبرا bdین، مسیر اکسیداز رابناب

عنوان توان بهرا می bd اکسیدازدر  2O مصرف بالاتر یگر،به عبارت ددارد.  یشتری در زنجیره انتقال الکترونب

 مطرح کرد. ی پایینپروتون بازدهجبران  یبرا پاسخ شبکه،

توده متابولیکی این تفاوت در بازده انرژی، تغییر در نحوه تخصیص کربن در شبکه است. تشکیل زیستپیامد 

. مرتبط استمین انرژی و عوامل احیاکننده ات ازمان بتنها به مقدار کربن در دسترس وابسته نیست، بلکه هم

انرژی  تولید، هرچه بازده سازیدر هر سه شبیه یکسان سوکسینات نرخ مصرف ثابت و بنابراین، در شرایط

مین نیازهای انرژی در مسیرهای کاتابولیکی اکسید اترا برای کمتر باشد، شبکه سهم بیشتری از کربن ورودی 

و در مقابل، کاهش بازده تبدیل کربن  2COصورت . این افزایش هزینه کاتابولیکی، خروج بیشتر کربن بهکندمی

به دلیل هزینه کاتابولیکی بیشتر، بیشترین  bd دارد. بر این اساس، مسیرهمراه توده را بهورودی به زیست

ثرتر انرژی، وم تولیدبا  like-3aaمسیر ، دهدتوده را نشان میو کمترین بازده تبدیل کربن به زیست 2COخروج 

رفتاری میانی دارد. بنابراین،  3cbb مسیر اکسیداز دهد واختصاص می تودهتشکیل زیستکربن بیشتری را به 

های تنفسی و کاهش رشد، هر دو بازتاب تخصیص متفاوت کربن در پاسخ به بازده انرژی شاخه 2COافزایش 

 هستند.

 2Oنسبت به مصرف  ییانتها اکسیدازهاییتوکروم عملکرد س یتحساسیل تحل. 3-3

 like-3aa ,در حضور اکسیدازهای 2O مصرف گام به گام یشبه افزابه صورت مجزا( ) یتنفس یرمس سهپاسخ 

 , bd3cbb  آورده شده است.  3در شکل مورد بررسی قرار گرفت که نتایج آن 
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3aa-سه اکسیداز انتهایی  در مسیرهای تنفسی وابسته به  (B) و نرخ ویژه رشد (Nبر شار نیتروژناز ) 2O: اثر نرخ مصرف 3شکل 

like، 3cbb و bd.  

Figure 3. Effect of O2 uptake rate on nitrogenase flux (N) and specific growth rate (B) in respiratory pathways 

associated with the terminal oxidases aa3-like, cbb3, and bd. 

ابتدا  یردر هر سه مس یتروژنازنشار و نرخ ویژه رشد  ،2O مصرف یشبا افزاشود که مشاهده می 3در شکل 

و  یانرژ یدتول ،2Oبه  یدسترس یانم هینهنقطه بیابد. در میکاهش  هینهبه نقطه ب یدنو پس از رس یشافزا

از رسیدن به نقطه بهینه هر  قبل برقرار شده است. یاز تعادل نسبیتروژنرشد و ن یبرا عوامل احیاکننده ینمات

 2Oمصرف نرخ زیرا افزایش است، همراه نیتروژناز  ونرخ ویژه رشد  با افزایش 2Oمسیر تنفسی، افزایش مصرف 

و فعالیت نرخ ویژه رشد ین انرژی، از امو ت PMF، ایجاد کنندهاحیاعوامل اکسیداسیون  واسطهبه دتوانمی

دلیل به  bd و like-3aa، 3cbb اکسیدازهایتوده با تولید زیستنیتروژناز پشتیبانی کند. در این ناحیه تفاوت 

بعد از نقطه و ورود به ناحیه  2Oنرخ با افزایش بیشتر باشد. متفاوت هر مسیر می پروتونیبازده  استوکیومتری و

با مقدار  2Oمصرف پس از و یافته کاهش نیتروژناز  ونموده و نرخ ویژه رشد ، این رفتار تغییر 2Oبهینه مصرف 
¹⁻h ¹⁻mmol gDW 2/6  از آنجا که در تحلیل حساسیت،  شوند.اکسیداز برابر میمقادیر مذکور برای هر سه

، افزایش این قید شبکه را شودمیصورت یک قید مشخص به شبکه اعمال در هر مرحله به 2O میزان مصرف

سوکسینات  مصرف کهرحالی، دنمایدمی 2Oجهت مصرف و حذف  عوامل احیاکنندهجریان بیشتری از  به ملزم

 . ماندمیثابت باقی 

محصولات  عنوانبه 2Hو  2COمصرفی، تولید  2Oمنظور تکمیل تحلیل حساسیت سیستم تنفسی به میزان به

با فعالیت نیتروژناز، هیدروژنازها و بازتوزیع عوامل احیاکننده  2Hخروجی از شبکه نیز مورد بررسی قرار گرفتند. 

میان مسیرهای آنابولیک، اکسیداسیون مصرف کربن  تواند نحوهمی 2COکه تغییرات شار ارتباط دارد، درحالی

شده برای در دامنه در نظر گرفته 2Hو  2COتغییرات شار خروج  4شکل توده را نشان دهد. و تشکیل زیست
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 .bd و like-3aa، 3cbbاکسیداز انتهایی در مسیرهای تنفسی وابسته به  2CO  و 2Hبر شارهای خروج  2O: اثر نرخ مصرف 4شکل 

Figure 4. Effect of O2 uptake rate on H₂ and CO₂ export fluxes in respiratory pathways associated with the 

terminal oxidases aa3-like, cbb3, and bd. 

 2O، 2Hمصرف اما با افزایش شود. عنوان محصول تولید و از سلول خارج میبه 2O، 2Hمقادیر پایین مصرف در 

 این کاهش. رسدمیبه صفر  2Oبعد از نقطه بهینه مصرف و در ناحیه یافته تدریج کاهش بهخروجی از سلول 

و مشارکت در مسیرهای بازیافت آن در بازتوزیع و تامین عوامل  2Hدر راستای افزایش استفاده داخلی از 

3aa-مقدار میانی و  3cbbبیشترین،  bdبهینه، مسیر قبل از نقطه در ناحیه احیاکننده مورد نیاز شبکه است. 

like کمترین شار خروج H₂  این تفاوت با بازده پروتونی و شار دهدمیرا نشان از سلول .ATP تر سنتاز پایین

شرایطی که با هدایت سهم  خوانی دارد،همو فعالیت آنابولیک کمتر  نرخ ویژه رشدو در نتیجه  bd اکسیداز در

بازده انرژی و رشد  like-3aaمسیر  . در مقابل، دره استهمراه شد 2Hبه مسیر تولید  NADHبیشتری از شار 

 .استهمراه از سلول  2Hدر فرایندهای آنابولیک و خروج کمتر  کنندهاحیا عواملبالاتر با مصرف بیشتر 

از سلول  2CO دهد. تولید وخروج ای را نشان مینیز در هر سه مسیر اکسیدازی الگویی دو مرحله ₂CO شار

یابد و در نقطه بهینه به کمینه مقدار کاهش می ویژه رشدو نرخ  2Oدر محدوده قبل از نقطه بهینه با افزایش 

مصرفی، بعد از نقطه بهینه  2O دهد. درنشان میروند افزایشی س از نقطه بهینه که پدرحالیرسد، خود می

به سمت زنجیره  طوری که سهم بیشتریبه کندو عوامل احیاکننده تغییر می الکترون ، الگوی توزیع2Oمصرف 

 2CO  خروج سوکسینات، افزایش مصرفبا توجه به ثابت بودن . در نتیجه شودهدایت می 2Oتنفسی و احیای 

 در 2CO خروجبهینه، بیشترین مقدار قبل از نقطه ناحیه در افتد. نرخ ویژه رشد اتفاق می کاهشزمان با هم

رشد نرخ ویژه . شودمیمشاهده  like-3aa مسیر و کمترین مقدار در 3cbbمسیر ، مقدار میانی در bd مسیر

  2COصورت و خروج بیشتر آن به تودهزیستتشکیل با ورود کمتر کربن به فرایندهای  bd مسیر کمتر در
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رشد بالاتر با مصرف بیشتر کربن در فرایندهای آنابولیک و خروج  like-3aa مسیر دره ک، درحالیستهمراه ا

توده زیستکننده اجزای مینتامسیرهای  ) های آنابولیکجریانلازم به ذکر است که . باشدمیهمراه  2COکمتر 

متناسب با میزان نرخ ویژه رشد تغییر ها و ...( و همچنین فعالیت نیتروژناز لیپید، PHBاسیدهای آمینه، مانند 

 شبکهدر پس از نقطه بهینه، نحوه تخصیص منابع دهد که نمایند. در مجموع نتایج بدست آمده نشان میمی

به افزایش عملکرد آنابولیک تبدیل همواره کند و افزایش فعالیت اکسیداتیو تغییر میهای متابولیکی واکنش

  .شودنمی

های عملکردی سه اکسیداز پس از نقاط بهینه و بررسی دلیل مشابه شدن نرخ تر تفاوتر بررسی دقیقمنظوبه

های بیوشیمیایی شبکه مورد بررسی قرار گرفت و مشخص شد که ویژه رشد در این ناحیه، توزیع شار واکنش

وجود ندارد.  2Oاز نظر  های اصلی مربوط به سه اکسیداز به دلیل استوکیومتری مشابهتفاوتی در شار واکنش

های ایجاد شده کننده و پروتونهای مرتبط با سیستم تولید و مصرف انرژی که مرتبط با عوامل احیااما واکنش

شدن فعال ها دهند. بررسی بیشتر این واکنشهای قابل توجهی نشان میباشند تفاوتدر سیستم تنفسی می

تجمیع و محاسبه منظور داد. بهرا نشان شده تولیدنرژی اضافه نمودن اانرژی برای تلف  1های بیهودهچرخه

سازی هر یک از اکسیدازها و مقایسه عملکرد آنها، بیشینه کردن شار واکنش دقیق انرژی اضافه در شبیه

ATPM  .شار واکنش  سازیبیشینهدر مقدار ثابت نرخ رشد پیشنهاد شدATPM معین منبع تحت مقادیر 

مانده سه مسیر تنفسی در تامین نرخ ویژه رشد، یک معیار مشترک برای مقایسه ظرفیت باقی و 2O، یکربن

های بیهوده در مقدار شار شده در تمام چرخهتلف هایATPبا استفاده از این روش  .کندانرژی را فراهم می

های اصلی برابر سازیباشد. از آنجا که شار این واکنش در همه شبیهقابل مشاهده می ATPMآزاد واکنش 
¹⁻h ¹⁻mol gDWm 1  ده در این روش کسر آمدستدر نظر گرفته شده بود، این مقدار باید از حداکثر بهثابت

 تلف شود بدست آید.  2Oای که لازم است در مورد هر اکسیداز در مقادیر بالای گردد تا مقدار انرژی اضافه

 h ¹⁻mmol gDW⁻¹ برابر سوکسیناتو  h ¹⁻mmol gDW 8⁻¹ر رابب  2Oمصرف در سه اکسیداز عملکرد ، در ادامه

شده است با روش  h 08736/0⁻¹برابر رخ ویژه رشد که منجر به ن 2Oدر ناحیه بعد از نقطه بهینه مصرف  5/3

 like-3aa، 3cbb در مسیر اکسیدازهای ATPM بیشینه شار هاسازیفوق مورد بررسی قرار گرفت. در این شبیه

دست آورده شد. بنابراین، با وجود به h ¹⁻mmol gDW 080/11⁻¹و  073/15، 050/27بر اترتیب بربه bd و

مقدار   3cbbمنجر به بیشترین اتلاف انرژی،  like-3aaمشابه بودن نرخ ویژه رشد و نیتروژناز، مسیر اکسیداز 

بیانگر آن است که   ATPMدهد. این تفاوت در ظرفیت قابل پشتیبانی کمترین اتلاف را نشان می bdمیانی و 

همگرایی خروجی نرخ ویژه رشد و نیتروژناز ناشی از برابر شدن ظرفیت انرژی مسیرها نیست و ظرفیت تولید 

بازده  است که تفاوت درنکته مهم آن شود. انرژی ناشی از بازده متفاوت پروتونی اکسیدازها همچنان حفظ می

در شود. تفسیر  بیشتر ATP وپروتون بیشتر یک میان بهصورت یک رابطه مستقیم و یکبهد پروتونی نبای

، پیامد این تفاوت در سطح شبکه از طریق تغییر در توزیع شارهای مرتبط با استوکیومتری چارچوب مدل

بررسی مصرف  ATPM کنترلهدف از بنابراین،  یابد.کاهش بازتاب می-موازنه انرژی، پروتون و اکسایش

                                                 
1 Futile cycle 
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زایی سه مسیر اکسیدازی تحت شرایط ها نبود بلکه این کنترل برای مقایسه یکپارچه ظرفیت انژیپروتون

 یکسان انجام شد.

ثابت سوکسینات مصرف در نماید. پذیر میرا امکانیک تفسیر منسجم از رفتار شبکه دست آمده درکل، نتایج به

سه مسیر باشد. اگر چه توده نمیتولید زیستکننده مین انرژی دیگر تنها عامل تعیینانقطه بهینه، تپس از 

، قیود مشترک مربوط به 2Oافزایش مصرف مواردی مانند اند، متفاوت تولید انرژیتنفسی از نظر ظرفیت 

وجود  کاهش-اکسایشه سازهای آنابولیک و موازنمین پیشات عوامل احیاکننده،به  تخصیص کربن، دسترسی

توده مشابه شدن تولید زیستکنند. بنابراین، محدود میتوده و فعالیت نیتروژناز را تولید زیستظرفیت دارند که 

تحت قیود مشترک شبکه  تودهزیستعنوان همگرایی باید بهمصرفی برای سه اکسیداز  2Oدر مقادیر بالای 

 ،like-3aa کسیدازهاییکسان ازایی فسی یا ظرفیت انرژییکسان شدن عملکرد تن و به معنایتفسیر شود 

 3cbb و bd باشد.نمی   

  در حضور و غیاب آنزیم bdبا اکسیداز مقایسه توزیع شارها هنگام رشد . 3-4
NADH6 

، واکنش bdکسیداز ابه در مسیر وابسته  انتقال الکترون یرهبه زنج عوامل احیاکنندهنقطه ورود برای بررسی اثر 

NADH6 یگزینجا یرمس رفت که در عدم فعالیت این مسیر پمپ کننده پروتون،اگرچه انتظار می شد. یرفعالغ 

NADH5 سازی ی فعالجانشان داد که شبکه به یجنتا، فعال شودNADH5، شامل  یگزینجا یرهایاز مس

SDH ،HYD  2وH-NDH 2 تامین برایQH  و عوامل احیاکننده مورد نیاز مسیرbd این. نمایداستفاده می 

و  5NADH ،2QHشدن بدون فعال توانندیم HYD و SDH یراقابل توجه است، ز یکیاز نظر متابول یجهنت

، NADH6 سازیهنگام غیرفعال ین،کنند. بنابرا ینمارا ت bd یرمس یتادامه فعال یلازم برا عوامل احیاکننده

دیگر نمایان شده است. الکترون کننده  ینمات یرمسبازتوزیع شار میان چند جایگزین نشده و  NADH5 مسیر

کاهش و -های پیشین درباره نقش این مسیرها در تامین الکترون، حفظ تعادل اکسایشاین یافته ها با گزارش

 یومتریاستوک یتاز مز یناش تواندیانتخاب ماین . [26, 6]پشتیبانی از موازنه انرژی شبکه همخوانی دارد 

 یزشبکه ن یو انرژ یدر حفظ تعادل پروتون ،2QH ینعلاوه بر تام یرهامس ینا یراباشد، ز یگزینجا یرهایمس

تغییر مسیرهای تامین  5شکل  دارد. PMFاز  یبانیدر پشت ینقش محدودتر NADH5نقش دارند، در مقابل، 

2QH  6و عوامل احیاکننده را در حضور و عدم حضورNADH دهد.ها را نشان میسازیه شبیهدر نقاط بهین 
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 .NADH6 ها هنگام رشد در حضور )اعداد قرمز پایین( و غیاب )اعداد مشکی بالا( واکنشمقایسه شار برخی از واکنش :5 شکل

Figure 5. Comparison of selected reaction fluxes during growth in the presence (red values shown below) and 

absence (black values shown above) of the NADH6 reaction. 

طور آورده شده است. همان 6در شکل  6NADHدر حضور و غیاب آنزیم  2Oتحلیل حساسیت رشد به مصرف 

به ( h ¹⁻mmol gDW 2/6⁻¹) ترییینپا 2Oمصرف  در bd مسیر ،6NADH ردر حضوشود که مشاهده می

در مقابل، رسد. یم h ¹⁻mmol gDW 492/0⁻¹برابر  و فعالیت نیتروژناز h 124/0⁻¹برابر  نرخ ویژه رشد یشینهب

آغاز شده ( h ¹⁻mmol gDW 9/6⁻¹) یبالاتر 2Oثر شبکه از وم یت، فعال6NADH سازیغیرفعالدر حالت 

کاهش ( h ¹⁻mol gDWm  435/0⁻¹)( و فعالیت نیتروژناز h 110/0⁻¹) بیشینه نرخ ویژه رشدنقطه  کهدرحالی

 یشینهبه ب یابیدست ی، شبکه براکننده پروتونییر پمپمس یابکه در غ دهدینشان م ییجاجابه ینایابند. می

 یست. همراه ن یستیبا بهبود بازده ز 2O مصرف یشافزا یندارد، اما ا یازن یشتریب 2Oمصرف به  رشد

می  NADHاز  ی، بخشعوامل احیاکننده یبرا یتنفس یرهزنج یکم بودن تقاضا ه دلیلبلازم به ذکر است، 

 یتزمان با تثبهم یزن یتروژناز. ن(5شود )قابل مشاهده در شکل یلتبد 2Hبه  2NAD_Hواکنش  یقاز طرتواند 

2N، 2H 2ین از ا ی. بخشکندیم یدتولH توسط  تواندیمHYD یددر تول یرمستقیمطور غمصرف شود و به 

2QH  یبه صورت محصول جانب یزن یگرنقش داشته باشد، بخش د یتنفس یرهبه زنجو ورود عوامل احیاکننده 
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الکترون را  یاناز جر شیبخ 2Hوابسته به  یر، مس6NADH یتدر عدم فعال ین،. بنابراشودیاز شبکه خارج م

 .کندیم یبانیپشت NADH5به  یممستق یبدون وابستگ

 

 
و  (+) در حضور bdی اکسیداز انتهای( در مسیر تنفسی وابسته به B) نرخ ویژه رشد و (Nشارهای نیتروژناز )بر  2Oمصرف نرخ اثر : 6شکل 

 .NADH6( -) عدم حضور

Figure 6. Effect of O2 uptake rate on nitrogenase flux (N) and specific growth rate (B) in the bd-dependent 

respiratory pathway in the presence (+) and  absence (−) of the NADH6 reaction. 

اگرچه  یگزین،جا یرهایکه مس دهدینشان م NADH6 سازیغیرفعالپس از  یتروژنازو ن نرخ ویژه رشدکاهش 

 با معادلیگزینی جا یرا حفظ کنند، از نظر بازده انرژ یتنفس یرهبه زنج عوامل احیاکننده یانجر توانندیم

6NADH 2 مصرف یش. با افزایستندنO، یرمس یتقاضا bd بخشو  شودیم یشترب عوامل احیاکننده یبرا 

به رشد  یصقابل تخص ATPسهم الکترون و  یجه،. در نتشودیم یتهدا 2O یایبه سمت اح عواملاز  یشتریب

 ماند. یم یباق تریینپا NADH6نسبت به حالت حضور  یدو خروج ینشار ا یشینهو ب یابدیکاهش م یتروژنازو ن

به دلیل ثابت بودن نرخ شده و شبکه  یشترب عوامل احیاکنندهبه  bd یر اکسیدازمس یازن ،2O مصرف یشافزا با

 یهاواکنش یجهت برخ یط،شرا ین. در اشودیماین عوامل مواجه  ینمات یتبا محدودمصرف منبع کربنی، 

 یدبازتول یکه برابل یست،ن یفقط محصول جانب ید شدهتول 2H کهیطوربه کند،یم ییرکاهش تغ-یشاکسا

NADH ینمات یرمس زمان،م. هرودیکار مبه redFd 2مصرف پایین  . درکندیم ییرتغ یزنO،  2واکنش-

، 2O مصرف بالاتر اما در، کند یدتول NADH ،redFdبدون مصرف  تواندیم( OGS-2)اکسوگلوتارات سنتاز 

 یدشدهتول (KG-α) کتوگلوتارات-حالت، آلفا ینا در .شودیمصرف م redFd وجهت شار آن معکوس شده 

و  دهش( OGD-2یدروژناز )دهت اکسوگلوتارا-2واکنش یژه وبه ،NADH یدکنندهتول یرهایمس وارد تواندیم

 شود،یم یدبازتول Rnfو  Fix یرهایمس یقاز طر یشترب یازن مورد redFdکند. در مقابل،  یترا تقو NADHمخزن 

 . [15, 14]کنند یم یرپذرا امکان redFdو  NADH ،2QH یانمعوامل احیاکننده  یعکه بازتوز یرهاییمس
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 یعورود و توز یرهایبلکه مس شود،ینم یفقط باعث کاهش بازده انرژ NADH6 سازییرفعالمجموع، غ در

وابسته به  یرهایمس با عمدتا یین،پا redFdدر  ییبازآرا ین. ادهدیم ییرتغ یزرا ن bd یردر مسعوامل احیاکننده 

2H 2، اما در شودانجام میO یدبالاتر با بازتول NADHکاهش و مشارکت -یشاکسا هاینشجهت واک ییر، تغ

Fix/Rnf شود.  یهمراه م 

  NADH6آنزیم در غیاب bdاکسیداز  پذیری شارها باتغییرتحلیل  .3-5

 یناآورده شده است.  5در شکل  NADH6در غیاب  bdهای کلیدی مسیر برای واکنش FVA یلحلنتایج ت

 یهاجواب یدر فضا، زیرا محدود نیستفقط به یک جواب یکتا  NADH5شار بودن  صفر دهد کهتحلیل نشان می

و  محدودی داشتهبازه شار  HYD و SDHدر مقابل،  ماند.یز شار این واکنش نزدیک به صفر باقی مین ینهبه

، NADH6سازی در شرایط غیرفعال ین،بنابرا ماند.می بتثاینه به صورت تقریبی به یهاها در جوابآن یرمقاد

کند. در نتیجه، فعال نشدن استفاده می 2QHتامین عوامل احیاکننده و  یگزینجا یرهایاز مس شبکه بیشتر

NADH5  ،به معنای ناتوانی استوکیومتری یا ناکارآمدی ذاتی این واکنش نیست. در چارچوب قیود مدل

 اند.سیرهای جایگزین برای دستیابی به جواب بهینه کافی بودهم

 

 

 .NADH6غیاب در  bd اکسیداز یرمس یدیکل یهاواکنش یبرا FVA یلتحل یجنتا: 7شکل 

Figure 7. Flux variability analysis (FVA) results for key reactions in the bd oxidase pathway in the absence of 

NADH6.  

 گیری نتیجه. 4

با  NADH6هنگام فعالیت آنزیم داد که  در این پژوهش نشان ازتوباکتر وینلاندیسازی سیستم تنفسی شبیه

ترتیب بهمتفاوت و ( 2Oمول مصرف  5/0به ازای ) تولید انرژیهای بازده ،bd و like-3aa، 3cbb مسیرهای

مدل رشد های مختلف تنفسی در بکارگیری شاخهباشد. در نتیجه، می ATPمول  50/1و 25/2، 50/2برابر
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-در شبیه. بگذارد اثر 2N تثبیت و 2Oرشد، مصرف  کاهش،-تواند بر کارایی مصرف کربن، موازنه اکسایشمی

در بین  like-3aa ، مسیر2Oدر شرایط مصرف آزاد  (سوکسیناتمنبع کربنی ) یکسانمصرف سازی رشد با 

 سنتاز ATP( و h ¹⁻mmol gDW 622/0⁻¹)، شار نیتروژناز (h 157/0⁻¹) بیشترین نرخ ویژه رشداکسیدازها 

(¹⁻h ¹⁻mmol gDW 897/16 همراه با کمترین ) 2مصرفO (¹⁻h ¹⁻mmol gDW 608/4 ) دهد. در نشان میرا

( و h ¹⁻mmol gDW 495/0⁻¹)، شار نیتروژناز (h 125/0⁻¹) نرخ ویژه رشدمنجر به کمترین  bd سیرمقابل، م

ATP سنتاز (¹⁻h ¹⁻mmol gDW 507/12 و بیشترین ) 2مصرفO (¹⁻h ¹⁻mmol gDW 168/6) گردد و می

از نظر تولید انرژی، توانایی  bd بازدهدهد که مسیر کماین نتایج نشان می .داردیز عملکردی میانی ن 3cbb مسیر

دارد. اما این توانایی با هزینه کردن بیشتر منبع کربنی برای  2Oبیشتری در حفاظت از آنزیم نیتروژناز در برابر 

 شود.کننده لازم در سیستم تنفسی و در نتیجه کاهش رشد میکروارگانیسم همراه میتولید عوامل احیا

با افزایش مین انرژی او تالکترون تقویت انتقال دهنده ( نشان2Oرشد )نسبت به  یتحساس یلتحلآنالیزهای 

2O کربن بیشتری صرف ، کربن ورودی ثابتدلیل مقدار  بعد از این نقطه بهاما  باشد،تا یک نقطه بهینه می

یابد، میکاهش د رشدر سیستم تنفسی شده و در نتیجه نرخ ویژه  2Oلازم برای احیای  کنندهاحیا تولید عوامل

، منجر bdبازده کم در مسیر NADH6 ی آنزیمسازغیرفعالشود. که رشد برای هر سه مسیر یکسان میدرحالی

ردد، اما گیم (h ¹⁻mmol gDW 9/6⁻¹)به  2Oو افزایش مصرف  (h 110/0⁻¹به کاهش نرخ ویژه رشد به )

5NADH  فعال نبوده وSDH، HYD 2 وH-NDH نیاز شبکه را جبران  جریان الکترون مورد بخشی از

پذیری سیستم تنفسی با توجه به شرایط محیطی تطبیقدهنده در مجموع نتایج این تحقیق نشان. نمایندمی

که مدل حاضر بر قیود استوکیومتری استوار است و تنظیم  آنجا ازباشد. برای حفاظت از آنزیم نیتروژناز می

بینی عنوان پیشکند، نتایج باید بهنیتروژناز را بازنمایی نمیآنزیم بر  2Oبیان ژن، سینتیک آنزیمی و اثر مستقیم 

های هدفمند توانند مبنایی برای طراحی آزمایشها میبینیهای عملکردی شبکه تفسیر شوند. این پیشظرفیت

  باشند. 2N های تنفسی در رشد و تثبیتو بررسی تجربی نقش شاخه

تشکر  2Nسازی تثبیت های سرکار خانم دکتر مریم آفرین در مبحث مدلاز راهنمایی :و قدردانی تشکر. 5

  شود.و قدردانی می
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