
Гам ма- бу ти ро лак тон (ГБЛ) — про мыш лен -
но зна чи мый хи ми кат, на хо дя щий ши ро кое при ме -
не ние в по ли мер ной хи мии, при син те зе пес ти ци -
дов, гер би ци дов, ви та ми нов и ле кар с т вен ных
средств. В нас то я щее вре мя ГБЛ по лу ча ют хи ми -
чес ким син те зом пу тем гид ри ро ва ния ма ле и но во -
го ан гид ри да или же де гид ри ро ва ния 1,4-бутан -
диола — ве ществ, яв ля ю щих ся про дук та ми неф те -
пе ре ра бот ки [1]. Од на ко ГБЛ лег ко об ра зу ет ся при

цик ли за ции 4-гидроксимасляной кис ло ты (4-ГМК), 
яв ля ю щей ся ин тер ме ди а том цен т раль но го ме та бо -
лиз ма ряда мик ро ор га низ мов, что обус лов ли ва ет
по тен ци аль ную воз мож ность по лу че ния дан но го
ве щес т ва пу тем мик роб но го син те за из во зоб нов -
ля е мо го сырья. Тем не ме нее, не дос та точ ная изу -
чен ность пред с та ви те лей со от вет с т ву ю щих ви -
дов мик ро ор га низ мов ог ра ни чи ва ет воз мож ность
соз да ния на их ос но ве про мыш лен ных штам мов — 
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Ис с л е до ва  ние а эроб но  го би о син т е за 4 -гидр оксимасляной
кис  ло ты клет к а  ми Es cher ichia  col i  при  ге те  ро ло г ич ной
эк с  прес с ии ге  на 2-кетогл утара т-де кар бок с и ла зы

Ген Rv1248c (kgd) Mycobacterium tuberculosis был эк с прес си ро ван в ре ком би нан т -
ном штам ме E. coli с инак ти ви ро ван ны ми пу тя ми сме шан но кис лот но го бро же ния и
ана э роб ной ге не ра ции аце тил - КоА, а так же с мо ди фи ци ро ван ной сис те мой тран с -
пор та и фос фо ри ли ро ва ния глю ко зы и из ме нен ной ре гу ля ци ей гена ydfG, ко ди ру ю -
ще го NADPH-зависимую де гид ро ге на зу гид рок си кар бо но вых кис лот. Ус та нов ле но, 
что при ин тен сив ном фор ми ро ва нии 2-кетоглутарата в ходе аэроб ной ути ли за ции
глю ко зы син тез 4-гидроксимасляной кис ло ты ре ком би нан т ным штам мом E. coli воз -
мо жен не толь ко при пря мой кон вер сии 2-кетоглутарата в сук ци нат - по лу аль де гид
под дей с т ви ем чу же род ной фер мен та тив ной ак тив нос ти, но и в ре зуль та те вов ле че -
ния со от вет с т ву ю ще го ин тер ме ди а та цик ла три кар бо но вых кис лот в кас кад на тив -
ных би о хи ми чес ких ре ак ций. Ин ду ци ро ван ная эк с прес сия гена 2-кетоглута рат- де -
карбоксилазы в клет ках ре ком би нан т но го штам ма обес пе чи ва ла эф фек тив ную кон -
вер сию 2-кетоглутарата в про из вод ные сук ци нат - по лу аль де ги да; при этом кон цен т -
ра ция син те зи ро ван ной 4-гидроксимасляной кис ло ты дос ти га ла 0,3 мМ и ли ми ти -
ро ва лась, по- ви ди мо му, ак тив нос тью фер мен та, ка та ли зи ру ю ще го тер ми наль ную
ста дию вос с та нов ле ния пред шес т вен ни ка. 

Клю че вые сло ва: 4-гидроксимасляная кис ло та, 2-кетоглутарат-декарбоксилаза, Escherichia coli.

                                 
Гу ле вич Ан д рей Юрь е вич, Ско неч ный Ми ха ил Сер ге е вич, Су хо жен ко Алек сей Вла ди ми ро вич, Ско ро хо до ва Алек сан д ра Юрь ев -
на, Де ба бов Вла ди мир Геор ги е вич.

Спи сок со кра ще ний: ВЭЖХ — вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; ГБЛ — гам ма-бу ти ро лак тон; 4-ГМК — 4-гид ро -
кси мас ля ная кис ло та; ИПТГ — изоп ропил--D-ти о га лак то зид; КЖ — ку ль ту ра ль ная жид кость; ПЦР — по ли ме раз ная цеп ная
ре ак ция; СПА — сук ци нат-по лу аль де ги д; сре да LB — сре да Лу риа-Бер та ни; ЦТК — цикл три кар бо но вых кис лот; NADPH —
ни ко ти на ми да де нин ди нук ле о тид фос фат вос ста нов лен ный.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



про ду цен тов 4-ГМК. Бла го да ря хо ро шо изу чен но -
му ме та бо лиз му и раз ви то му ген но -ин же нер но му
ин с тру мен та рию бак те рии E. coli тра ди ци он но ис -
поль зу ют ся для соз да ния на их ос но ве вы со ко эф -
фек тив ных ре ком би нан т ных про ду цен тов хи ми -
чес ких ве ществ с вы со кой до бав лен ной сто и мос -
тью. 4-ГМК не яв ля ет ся при род ным ме та бо ли том
кле ток E. coli, вмес те с тем об ла да ю щих ак тив -
нос тью ок си до ре дук таз, спо соб ных осу щес т в -
лять фор ми ро ва ние 4-ГМК при вос с та нов ле нии
сук ци нат - по лу аль де ги да (СПА). С би о хи ми чес -
кой точ ки зре ния СПА мо жет быть рас с мот рен как 
про дукт де кар бок си ли ро ва ния 2-кетоглутарата
или вос с та нов ле ния  сук ци нил - КоА, кон сер ва тив -
ных ин тер ме ди а тов цик ла три кар бо но вых кис лот
(ЦТК). Дей с т ви тель но, ана э роб ный би о син тез
4-ГМК из глю ко зы в ре зуль та те ка та ли за со от вет с -
т ву ю щих ре ак ций ге те ро ло гич ны ми фер мен та ми
был про де мон с т ри ро ван в клет ках E. coli [2] и
Mannheimia succiniciproducens [3]. Сле ду ет от ме -
тить, что би о син тез 4-ГМК с фор ми ро ва ни ем
СПА из 2-кетоглутарата бо лее тер мо ди на ми чес ки
вы го ден, чем из сук ци нил - КоА, бла го да ря про цес -
су не об ра ти мо го де кар бок си ли ро ва ния суб с т ра та
[4]. Вмес те с тем, ана э роб ная кон вер сия глю ко зы
в 4-ГМК с учас ти ем ок си да тив ной вет ви ЦТК соп -
ря же на с ге не ра ци ей из бы точ ных вос с та нов лен -
ных эк ви ва лен тов и та ким об ра зом яв ля ет ся окис -
ли тель но- вос с та но ви тель но нес ба лан си ро ван ной.
В дан ной свя зи аэроб ные ус ло вия пред с тав ля ют -
ся бо лее пред поч ти тель ны ми для ре а ли за ции эф -
фек тив ных про цес сов мик роб но го син те за 4-ГМК 
из глю ко зы.

Целью дан ной ра бо ты яв ля лось ис с ле до ва -
ние прин ци пи аль ной воз мож нос ти аэроб но го би о -
син те за 4-ГМК из глю ко зы клет ка ми E. coli при ге -
те ро ло гич ной эк с прес сии 2-кетоглутарат- декарбо -
ксилазы.

УСЛО ВИЯ ЭК С ПЕ РИ МЕН ТА

Бак те ри аль ные штам мы, прай ме ры,
плаз ми ды и сре ды. Ис поль зо ван ные в ра бо те
штам мы, праймеры и плаз ми ды пред с тав ле ны в
табл. 1. Штамм E. coli SGM1.0ptsG PLglk PtacgalP 
[5], обоз на чен ный как MSG1.0, был взят в ка чес т ве 
ис ход но го для кон с т ру и ро ва ния ис поль зо ван ных
в ра бо те ре ком би нан т ных штам мов. Бак те рии
куль ти ви ро ва ли в бо га тых сре дах LB, SOB и SOC
[6] с до бав ле ни ем при не об хо ди мос ти ам пи цил ли -
на (100 мкг/мл) или хло рам фе ни ко ла (30 мкг/мл).

Ре а ген ты. Ис поль зо ва ли пре па ра ты рес т -
рик таз и Т4 ДНК-ли га зы (Fermentas, Лит ва), ДНК-
 по ли ме ра зы Taq (Fermentas) и Phusion (Finnzymes, 

Фин лян дия). Оли го нук ле о тид ные прай ме ры (см.
табл. 1) были син те зи ро ва ны в ЗАО “Син тол” (Рос -
сия). По лу чен ные ПЦР-п ро дук ты очи ща ли с по -
мощью элек т ро фо ре за в ага роз ном геле и вы де ля -
ли, ис поль зуя QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, 
США). Ком по нен ты пи та тель ных сред, соли и дру -
гие ре а ген ты были про из вод с т ва Panreac (Ис па -
ния) и Sigma (США).

Кон с т ру и ро ва ние штам мов и плаз мид.
Все хро мо сом ные мо ди фи ка ции осу щес т в ля ли с
ис поль зо ва ни ем ме то ди ки, раз ра бо тан ной Да цен -
ко и Ван нер [7].  Кон с т ру и ро ва ние фраг мен та
ДНК для за ме ны на тив ной ре гу ля тор ной об лас ти
гена ydfG ис кус с т вен ным ге не ти чес ким эле мен -
том Ptrc-ideal-4-SD10, со дер жа щим эф фек тив но
реп рес си ру ю щий ся силь ный LacI-зависимый про -
мо тор и эф фек тив ный сайт свя зы ва ния ри бо сом
гена 10 из фага Т7, осу щес т в ля лось в нес коль ко
ста дий. На пер вой ста дии с по мощью ПЦР был по -
лу чен фраг мент ДНК, со дер жа щий в на ча ле учас -
ток уз на ва ния BglII, про мо тор Ptrc-ideal-4, пос ле до -
ва тель ность SD гена 10 из фага Т7 и на ко нец 36 ну -
к ле о ти дов, ком п ле мен тар ных 5-кон цу ко ди ру ю -
щей об лас ти гена ydfG. Фраг мент по лу ча ли в два
эта па. На пер вом эта пе в ка чес т ве мат ри цы ис поль -
зо ва ли плаз ми ду pMW-Olac-ideal-Ptrc/Olac-ideal-lacZ [8]
и на этой ос но ве по лу чи ли фраг мент ДНК, со дер -
жа щий в на ча ле учас ток уз на ва ния BglII, про мо -
тор Ptrc-ideal-4 и часть пос ле до ва тель нос ти SD гена
10 из фага Т7. ПЦР про во ди ли с при ме не ни ем
прай ме ров Р1 и Р2. По лу чен ный ПЦР-п ро дукт
слу жил мат ри цей в сле ду ю щем ра ун де ПЦР с ис -
поль зо ва ни ем прай ме ров Р1 и Р3. Прай мер Р3 со -
дер жал об ласть, ком п ле мен тар ную 3-кон цу про -
мо то ра Ptrc-ideal-4, пос ле до ва тель ность SD гена 10 
из фага Т7 и 36 нук ле о ти дов из рам ки счи ты ва ния
гена ydfG. Па рал лель но осу щес т в ля ли вто рую ста -
дию кон с т ру и ро ва ния фраг мен та ДНК: фраг -
мент, со дер жа щий учас ток уз на ва ния BglII, мар -
кер ус той чи вос ти к хло рам фе ни ко лу (ген cat) и 36
нук ле о ти дов, го мо ло гич ных учас т ку ДНК, не пос -
ред с т вен но пред шес т ву ю ще му ко ди ру ю щей об -
лас ти гена ydfG, был по лу чен при по мо щи ПЦР с
ис поль зо ва ни ем прай ме ров P4 и P5 и плаз ми ды
pMW118-(attL-Cm-attR) [9] в ка чес т ве мат ри -
цы.  По лу чен ные фраг мен ты ДНК были об ра бо та -
ны эн до нук ле а зой рес т рик ции BglII и ли ги ро ва ны 
Т4 ДНК-ли га зой. Про дукт ли ги ро ва ния ам п ли фи -
ци ро ва ли с ис поль зо ва ни ем прай ме ров P3 и P4.
По лу чен ный ПЦР-п ро дукт был ис поль зо ван для
ин тег ра ции в хро мо со му штам ма E. coli MG1655,
не су ще го плаз ми ду- по мощ ник pKD46. Со от вет с т -
вие зап ла ни ро ван ной и эк с пе ри мен таль но по лу -
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 ГУ ЛЕ ВИЧ и др.

Та б ли  ца  1

Ис по ль зо ван ные штам мы, плаз ми ды и нук ле о тид ные прай ме ры

Объ ект Ге но тип, по сле до ва те ль ность Ис точ ник, ссыл ка

Штамм

MG1655 Штамм E. coli ди ко го типа (ВКПМ B-6195) ВКПМ

MSG1.0 E. coli MG1655 (ackA-pta, poxB, ldhA, adhE,
ptsG, PLglk, PtacgalP)

[5]

MSGM1.0 E. coli MG1655 (ackA-pta, poxB, ldhA, adhE,
ptsG, PLglk, PtacgalP, Ptrc-ideal-4-ydfG)

Дан ная ра бо та

MSGM1.1 E. coli MG1655 (ackA-pta, poxB, ldhA, adhE,
ptsG, pflB, PLglk, PtacgalP, Ptrc-ideal-4-ydfG)

То же

Плаз ми да

pMW-Olac-ideal-Ptrc/
Olac-ideal-lacZ

pSC101, bla, Olac-ideal-Ptrc/Olac-ideal-lacZ [8]

pMW118-
(attL-Cm-attR)

pSC101, bla, cat, attL-cat-attR [9]

pKD46 pINT-ts, bla, ParaB-gam-bet-exo [7]

pMWts-Int/Xis pSC101-ts, bla, PR-xis-int, cIts857 [10] 

pMW119 pSC101, bla, cat Gen Bank AB005476.2

pMW119-kgd pMW119, Rv1248c M. tuberculosis Дан ная ра бо та

Прай мер

Р1 5-tgcgacagatctgaattgtgagcgctcacaattggatc-3 Дан ная ра бо та

Р2 5-cttcgctcacaattccacacattataattgtgagcgctcacaatgtcaac-3 То же

Р3 5-aaaacctgccgttgctccagttactaaaacgatcat
 atgtatatctccttcgctcacaattccacacattata-3

–”–

Р4 5-tgttattgacacacaaaagcgttgaggaacagtga
 gcgctcaagttagtataaaaaagctgaac-3

–”–

Р5 5-ctagtaagatcttgaagcctgcttttttatactaagttgg-3 –”–

Р6 5-cgaggtgttccatagcgtag-3 –”–

Р7 5-ctcctgcaaccgttcctgg-3 –”–

Р8 5-catgtccgagcttaatgaaaagttagccacagcctg
cgctcaagttagtataaaaaagctgaac-3

–”–

Р9 5-ttacatagattgagtgaaggtacgagtaataacgtctgaagcctgc
ttttttatactaagttgg-3

–”–

Р10 5-gtcatttacctgcgtgaaaacg-3 –”–

Р11 5-gacattgcggtgtttctccag-3 –”–

Р12 5-agtaattctagaaggagcagacatggccaacataagttcaccattc-3 –”–

Р13 5-gacagtgaattctacgccgagcatcggcttacc-3 –”–



чен ной нук ле о тид ной пос ле до ва тель нос ти но во го 
ре гу ля тор но го эле мен та, встав лен но го в по лу чен -
ных кло нах пе ред ко ди ру ю щей об лас тью гена
ydfG, было под т вер ж де но сек ве ни ро ва ни ем с по -
мощью прай ме ров P6 и P7.

Ли ней ный фраг мент ДНК для инак ти ва ции
гена pflB, со дер жа щий мар кер ус той чи вос ти к хло -
рам фе ни ко лу (ген cat), по лу ча ли при по мо щи
ПЦР с ис поль зо ва ни ем пар прай ме ров P8, P9 и
плаз ми ды pMW118-(attL-Cm-attR) [9] в ка чес т -
ве мат ри цы. По лу чен ный фраг мент ДНК был ин -
тег ри ро ван в хро мо со му штам ма E. coli MG1655,
не су ще го плаз ми ду- по мощ ник pKD46. Факт со от -
вет с т вия пред по ла га е мой и по лу чен ной эк с пе ри -
мен таль но струк ту ры хро мо со мы отоб ран но го
штам ма с ин ди ви ду аль но инак ти ви ро ван ным ге -
ном pflB под т вер ж да ли ПЦР-а на ли зом с по мощью 
пар ло кус - с пе ци фич ных прай ме ров P10 и P11.

Штам мы MSGM1.0 и MSGM1.1 были скон с -
т ру и ро ва ны  путем вве де ния по лу чен ных ин ди ви -
ду аль ных мо ди фи ка ций в хро мо со му штам ма
MSG1.0 с по мощью пос ле до ва тель ных P1-зави си -
мых тран с дук ций [6]. Уда ле ние мар ке ра, флан ки -
ро ван но го att-сайтами  фага лям б да, из хро мо сом
це ле вых штам мов про во ди ли с ис поль зо ва ни ем
плаз ми ды pMWts-Int/Xis, как опи са но ра нее [10].

Ген Rv1248c (kgd) Mycobacterium tuber cu -
losis, ко ди ру ю щий 2-кетоглутарат- декарбо кси ла -
зу (КФ 4.1.1.71), был кло ни ро ван в сос та ве плаз ми -
ды pMW119. Фраг мент ДНК, со дер жа щий ген kgd
с пос ле до ва тель нос тью SD гена aroG E. coli был
по лу чен с по мощью ПЦР с ис поль зо ва ни ем в ка -
чес т ве мат ри цы хро мо со мы штам ма M. tuber -
culosis H37Rv и прай ме ров P12 и P13. Этот
ПЦР-п ро дукт был в даль ней шем пос ле до ва тель но 
об ра бо тан эн до нук ле а за ми рес т рик ции XbaI и
EcoRI. Па рал лель но дей с т вию тех же эн до нук ле -
аз была под вер г ну та плаз ми да pMW119. По лу чен -
ные ли ней ные фраг мен ты ДНК, со дер жа щие ген
kgd и боль ший XbaI-EcoRI фраг мент плаз ми ды
pMW119, были ли ги ро ва ны с по мощью Т4
ДНК-ли га зы. Данной ли газ ной смесью тран с фор -
ми ро ва ли штамм E. coli MG1655 c пос ле ду ю щим
от бо ром ApR-трансформантов на ага ри зо ван ной
сре де LB, со дер жа щей 100 мг/л ам пи цил ли на.  Вы -
де лен ная по стан дар т ной ме то ди ке из со от вет с т ву -
ю щих тран с фор ман тов плаз ми да была наз ва на
pMW-kgd. Кор рек т ность нук ле о тид ной пос ле до ва -
тель нос ти гена kgd в сос та ве по лу чен ной плаз ми -
ды под т вер ж да ли сек ве ни ро ва ни ем. 

Тран с фор ма цию штам ма MSGM1.1 плаз ми -
да ми pMW119 и pMW-kgd осу щес т в ля ли по стан -
дар т ной ме то ди ке.

Куль ти ви ро ва ние штам мов для би о син те -
за 4-гидроксимасляной кис ло ты. Клет ки штам -
ма MSGM1.1 [pMW-kgd], а так же кон т роль ных
штам мов MSGM1.1 [pMW119] и MG1655 вы ра щи -
ва ли в те че ние ночи в сре де LB при 37°. По лу чен -
ные ноч ные куль ту ры (0,05 мл) раз бав ля ли в
100 раз, до бав ляя 4,95 мл сре ды LB, со дер жа щей
или не со дер жа щей 10 г/л глю ко зы, и ин ку би ро ва -
ли в те че ние 24 ч в про бир ках раз ме ром 20200 мм
с вен ти ли ру е мы ми проб ка ми при 37° на ро тор ной
ка чал ке при 250 об/мин. Ин дук цию эк с прес сии ге -
нов kgd и ydfG осу щес т в ля ли при до бав ле нии
ИПТГ до ко неч ной кон цен т ра ции 1 мМ. При ра бо -
те со штам ма ми MSGM1.1 [pMW-kgd] и
MSGM1.1 [pMW119] сре ды до пол ни тель но со дер -
жа ли 100 мкг/мл ам пи цил ли на. Кле точ ные сус пен -
зии цен т ри фу ги ро ва ли в те че ние 10 мин при
10000 g и в по лу чен ных су пер на тан тах оп ре де ля -
ли кон цен т ра цию сек ре ти ро ван ных ме та бо ли тов.
Все эк с пе ри мен ты пов то ря ли не ме нее трех раз,
ре зуль та ты пов тор ных эк с пе ри мен тов варь и ро ва -
ли в ди а па зо не зна че ний, не пре вы ша ю щих 15%.

Ана ли ти чес кие ме то ды. Кон цен т ра цию
ор га ни чес ких кис лот в куль ту раль ной жид кос ти
(КЖ), ос во бож ден ной от би о мас сы цен т ри фу ги ро -
ва ни ем, оп ре де ля ли ме то дом ВЭЖХ с ис поль зо ва -
ни ем сис те мы Waters HPLC system (Waters, США).
При ме ня ли ион -эк с к лю зи он ную ко лон ку Rezex
ROA-Organic Acid H+ (8%) (3007,8 мм, 8 мкм,
Phenomenex, США) с де тек ци ей при дли не вол ны
210 нм. В ка чес т ве под виж ной фазы ис поль зо ва ли 
вод ный рас т вор сер ной кис ло ты (2,5 мМ) со ско -
рос тью по то ка 0,5 мл/мин. 

Иден ти фи ка цию и ко ли чес т вен ный ана лиз
4-ГМК в КЖ осу щес т в ля ли ме то дом га зо вой хро -
ма тог ра фии с мас с - с пек т ро мет ри чес ким де тек ти -
ро ва ни ем. Про бо под го тов ка вклю ча ла эк с трак цию
це ле во го ана ли та из КЖ, упа ри ва ние эк с трак та в
токе азо та и де ри ва ти за цию с по лу че ни ем три ме -
тил си лиль но го про из вод но го. Га зох ро ма то- мас с -
 с пек т ро мет ри чес кий ана лиз про во ди ли на га зо -
вом хро ма тог ра фе Agilent 6890N, уком п лек то ван -
ном мас с - се лек тив ным де тек то ром Agilent 5975
MSD (Agilent, США). Сис те ма была ос на ще на ка -
пил ляр ной ко лон кой Agilent DB-5MS дли ной 30 м,
внут рен ним ди а мет ром 0,25 мм и тол щи ной плен -
ки 0,25 мкм. В ка чес т ве га за- но си те ля ис поль зо ва -
ли ге лий. Про бу вво ди ли в ис па ри тель в ре жи ме
де ле ния по то ка 1:20; тем пе ра ту ра ис па ри те ля и ин -
тер фей са сос тав ля ла 230. Тем пе ра тур ная прог -
рам ма тер мос та та ко лон ки была сле ду ю щей: на -
чаль ная изо тер ма — 3 мин при 60 с пос ле ду ю -
щим ли ней ным гра ди ен том до 230 со ско рос тью
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5/мин; ко неч ная изо тер ма — 5 мин при 230.
Иони за ция ана ли та была про ве де на с по мощью
элек т рон но го уда ра. Тем пе ра ту ра ион но го ис точ -
ни ка мас с - с пек т ро мет ра сос тав ля ла 230. Мас с -а на -
ли за тор фун к ци о ни ро вал в ре жи ме ска ни ро ва ния
в ди а па зо не 40—400 m/z. Иден ти фи ка цию и ко ли -
чес т вен ный ана лиз про во ди ли с по мощью прог -
рам мы AMDIS и стан дар ти зи ро ван ной базы мас с -
 с пек т ров NIST 2008. Для иден ти фи ка ции 4-ГМК
ис поль зо ва ли биб ли о теч ные дан ные (ин декс удер -
жи ва ния и мас с - с пектр).

РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

Аэроб ный би о син тез 4-ГМК клет ка ми E. co -
li был ис с ле до ван с ис поль зо ва ни ем нап рав лен но
скон с т ру и ро ван но го штам ма MSGM1.1, об ла да ю -
ще го инак ти ви ро ван ны ми ге на ми ackA, pta, poxB,
ldhA, adhE, ptsG, pflB, ко ди ру ю щи ми аце тат ки на -
зу (КФ 2.7.2.1), фос фот ран са це ти ла зу (КФ 2.3.1.8),
пи ру ва ток си да зу (КФ 1.2.5.1), лак тат де гид ро ге на -
зу (КФ 1.1.1.28), аль де гид/ал ко голь - де гид ро ге на -
зу (КФ 1.1.1.1/1.2.1.3), пи ру ват - фор ми ат - ли а зу
(КФ 2.3.1.54) и пер ме а зу глю ко зы, со от вет с т вен -
но, а так же уси лен ной эк с прес си ей ге нов galP, glk, 
ydfG, ко ди ру ю щих H+-сим пор тер га лак то зы, глю -
ко ки на зу (КФ 2.7.1.2) и де гид ро ге на зу гид рок си -
кар бо но вых кис лот (КФ 1.1.1.276). Дан ный
штамм был по лу чен при пос ле до ва тель ной за ме -
не в штам ме MSG1.0 на тив ной ре гу ля тор ной об -
лас ти гена ydfG ис кус с т вен ным про мо то ром
Ptrc-ideal-4 [8] и де ле ции гена pflB. Штамм MSG1.0
был выб ран в ка чес т ве ба зо во го по то му, что в ре -
зуль та те инак ти ва ции в нем пу тей сме шан нокис -
лот но го бро же ния и мо ди фи ка ции сис те мы тран с -
пор та и фос фо ри ли ро ва ния глю ко зы дан ный
штамм спо со бен аэроб но пот реб лять глю ко зу без
ха рак тер ной для кле ток E. coli ин тен сив ной сек ре -
ции в сре ду про дук тов из бы точ но го ме та бо лиз ма
[5]. В клет ках E. coli нес коль ко фер мен тов по тен -
ци аль но спо соб ны ка та ли зи ро вать вос с та нов ле -
ние СПА в 4-ГМК: NADPH-зависимая аль де гид ре -
дук та за YqhD (КФ 1.1.1.2), NADH-зависимая 3-суль -
фолактальдегид-редуктаза YihU (КФ 1.1.1.61) и
NADPH-зависимая де гид ро ге на за гид рок си кар бо -
но вых кис лот YdfG (КФ 1.1.1.276). Пос коль ку об -
ра зо ва ние 2-кетоглутарата в ЦТК соп ря же но с ге -
не ра ци ей NADPH, в ка чес т ве тер ми наль но го фер -
мен та для би о син те за 4-ГМК в нас то я щей ра бо те
бы ла выб ра на одна из двух ука зан ных NADPH-
 зависимых ок си до ре дук таз — де гид ро ге на за YdfG.
Так как в клет ках E. coli аце тил - КоА, не об хо ди -
мый для фун к ци о ни ро ва ния ЦТК, син те зи ру ет ся

в за ви си мос ти от ус ло вий аэра ции либо пи ру ват де -
гид ро ге на зой, либо пи ру ват - фор ми ат - ли а зой, ген
pflB в штам ме MSGM1.1 был инак ти ви ро ван с
целью обес пе че ния воз мож нос ти ис к лю чи тель но
аэроб но го об ра зо ва ния 2-кетоглутарата в ок си да тив -
ной час ти ЦТК. Для при да ния клет кам спо соб нос ти
кон вер ти ро вать 2-кетоглутарат в СПА ген Rv1248c
(kgd) M. tuberculosis, ко ди ру ю щий 2-кетоглутарат-
 декарбоксилазу (КФ 4.1.1.71), был вве ден в
штамм MSGM1.1 в сос та ве плаз ми ды pMW119
под кон т ро лем LacI-зависимого про мо то ра PlacUV5.

Для ис с ле до ва ния би о син те за 4-ГМК штам -
мы MG1655, MSGM1.1 [pMW119] и MSGM1.1
[pMW119-kgd] куль ти ви ро ва ли при ин тен сив ной
аэра ции в бо га той сре де LB, со дер жа щей 10 г/л
глю ко зы. В дан ных ус ло ви ях ак тив ность 2-кето -
глутарат-дегидрогеназы в клет ках E. coli зна чи -
тель но сни же на [11], что обус лов ли ва ет, в час т нос -
ти, сек ре цию глу та ми но вой кис ло ты, про из вод но -
го 2-кетоглутарата, му тан та ми, де фи цит ны ми по
фос фот ран са це ти ла зе [12]. Та ким об ра зом, при ве -
ден ные ус ло вия куль ти ви ро ва ния дол ж ны спо соб -
с т во вать по вы ше нию дос туп нос ти 2-кетоглу та ра -
та для би о син те за це ле во го ве щес т ва. Ста тис ти -
чес ки дос то вер ные кон цен т ра ции ме та бо ли тов,
сек ре ти ро ван ных штам ма ми в ре зуль та те 24 ч
куль ти ви ро ва ния, при ве де ны в табл. 2.

Ос нов ным про дук том ути ли за ции глю ко зы
штам мом MG1655 ожи да е мо яв ля лась ук сус ная
кис ло та, зна чи тель ные ко ли чес т ва ко то рой были
на коп ле ны штам мом в ре зуль та те эф фек та из бы -
точ но го ме та бо лиз ма. При этом штамм не сек ре ти -
ро вал зна чи мые ко ли чес т ва дру гих ме та бо ли тов
за ис к лю че ни ем яб лоч ной и ян тар ной кис лот и не
син те зи ро вал 4-ГМК. Фо но вая про дук ция яб лоч -
ной и ян тар ной кис лот, от ме чен ная для всех штам -
мов при куль ти ви ро ва нии в сре де LB с глю ко зой,
яв ля лась, оче вид но, ре зуль та том ак ти ва ции гли ок -
си лат но го шун та [13] (см. табл. 2).

В от сут с т вие эк с прес сии ге нов ydfG и kgd
штам мы MSGM1.1 [pMW119] и MSGM1.1
[pMW119-kgd] в от ли чие от штам ма MG1655 на -
кап ли ва ли зна чи тель но мень шие ко ли чес т ва ук -
сус ной кис ло ты, сек ре ти руя при этом в сре ду
2-кетоглутарат. Не о жи дан ным яв лял ся дос то вер -
ный син тез штам ма ми зна чи мых ко ли честв
4-ГМК (0,1 мМ) (см. табл. 2). Пос коль ку син тез
4-ГМК наб лю дал ся и для штам ма MSGM1.1
[pMW119], не не су ще го ген ге те ро ло гич ной
2-кетоглутарат-декарбоксилазы, дан ный факт сви -
де тель с т во вал о спо соб нос ти ре ком би нан т ных
штам мов E. coli в оп ре де лен ных ус ло ви ях син те -
зи ро вать це ле вое ве щес т во в ре зуль та те дей с т вия
на тив ных фер мен тов. 

50 Биотехнология, 2015, № 2

 ГУ ЛЕ ВИЧ и др.



При ин дук ции эк с прес сии ге нов kgd и ydfG
син тез 4-ГМК штам мом MSGM1.1 [pMW119-kgd] 
по вы шал ся на фоне рез ко воз рос ше го об ра зо ва -
ния ян тар ной кис ло ты. От сут с т вие в сре де
2-кетоглутарата сви де тель с т во ва ло при этом о его 
эф фек тив ной ути ли за ции в клет ках штам ма под
дей с т ви ем 2-кетоглутарат-декарбоксилазы. СПА,
про дукт де кар бок си ли ро ва ния 2-кетоглутарата, яв -
ля ет ся об щим суб с т ра том ок си до ре дук таз, ка та ли -
зи ру ю щих ре ак ции  вос с та нов ле ния и окис ле ния
аль де гид ной груп пы с фор ми ро ва ни ем 4-ГМК и
ян тар ной кис ло ты, со от вет с т вен но. Так, если фор -
ми ро ва ние 4-ГМК из СПА воз мож но в ре зуль та те
про яв ле ния со от вет с т ву ю щей ак тив нос ти бел ка -
ми YqhD, YihU и YdfG, то за окис ле ние СПА с об -
ра зо ва ни ем ян тар ной кис ло ты в клет ках E. coli от -
вет с т вен ны NADP+-за ви си мая сук ци нат - по лу аль -
де гид - де гид ро ге на за GabD (КФ 1.2.1.79) и
NAD+-за ви си мая сук ци нат - по лу аль де гид - де гид -
ро ге на за Sad (КФ 1.2.1.24). При этом из вес т но,
что эк с прес сия гена sad зна чи тель но воз рас та ет в

при сут с т вии СПА и фи зи о ло ги чес кой ролью фер -
мен та Sad яв ля ет ся за щи та клет ки от ток сич но го
эф фек та дан но го ве щес т ва [14]. Та ким об ра зом,
по лу чен ные ре зуль та ты сви де тель с т ву ют о низ -
кой эф фек тив нос ти выб ран ной де гид ро ге на зы
YdfG в от но ше нии кон вер сии СПА в 4-ГМК. Син -
тез 4-ГМК из СПА в ис с ле до ван ных штам мах, ве -
ро ят но, ка та ли зи ро вал ся аль тер на тив ны ми фер -
мен та ми. При ин ду ци ро ван ной эк с прес сии ге те -
ро ло гич ной 2-кетоглутарат-декарбоксилазы у
штам ма MSGM1.1 [pMW119-kgd] ба заль ная ак -
тив ность со от вет с т ву ю ще го фер мен та(ов) была
не дос та точ на для эф фек тив но го вос с та нов ле ния
об ра зу ю ще го ся СПА, что обус лов ли ва ло ком пен -
са тор ное окис ле ние пос лед не го в ян тар ную кис ло -
ту под дей с т ви ем сук ци нат - по лу аль де гид - де гид -
ро ге наз.

На ри сун ке по ка за ны воз мож ные пути об ра -
зо ва ния 4-ГМК и ян тар ной кис ло ты в ис с ле до ван -
ных ре ком би нан т ных штам мах. Так, в от сут с т вие
2-кетоглутарат-декарбоксилазы, при сни жен ной

Биотехнология, 2015, № 2 51

ИС С ЛЕ ДО ВА НИЕ АЭРОБ НО ГО БИ О СИН ТЕ ЗА 4-ГИДРОКСИМАСЛЯНОЙ КИС ЛО ТЫ КЛЕТ КА МИ Escherichia coli

Та б ли  ца  2

Ста ти сти че ски до сто вер ные кон цен т ра ции ме та бо ли тов, син те зи ро ван ных ис сле до ван ны ми
штам ма ми при ку ль ти ви ро ва нии в аэроб ных усло ви ях

Штамм ИПТГ

Пи ро-
ви но град ная 

кис ло та,
мМ

Ук сус ная
кис ло та,

мМ

Яб лоч ная
кис ло та,

мМ

Ян тар ная
кис ло та,

мМ

2-Ке то-
глу та ро вая

кис ло та,
мМ

4-Гид ро кси-
мас ля ная
кис ло та,

мМ

Сре да LB + 10 г/л глю ко зы

MG1655 – 0,7 57,0 1,2 1,6 – –

MSGM1.1
[pMW119]

– 3,8 7,0 1,1 1,8 2,5 0,1

MSGM1.1
[pMW119-kgd]

– 3,9 6,8 1,0 1,9 2,4 0,1

MSGM1.1
[pMW119-kgd]

+ 3,3 9,3 1,7 6,0 – 0,3

Сре да LB

MG1655 – 0,5 2,0 – – – –

MSGM1.1
[pMW119]

– – – 1,0 1,6 – –

MSGM1.1
[pMW119-kgd]

– – – 1,0 1,7 – –

MSGM1.1
[pMW119-kgd]

+ – – 1,1 1,7 – –



ак тив нос ти 2-кетоглутарат-дегидрогеназы и ин -
тен сив ном фор ми ро ва нии 2-кетоглутарата син тез
СПА у штам ма MSGM1.1 и его про из вод ных воз -
мо жен в ре зуль та те пе ре а ми ни ро ва ния 2-кетоглу -
тарата и 4-аминобутирата под дей с т ви ем 4-амино -
бутират-аминотрансферазы GabT (КФ 2.6.1.19).
L-Глутамат, об ра зу ю щий ся при пе ре а ми ни ро ва -
нии, или же сфор ми ро ван ный в ре зуль та те пря мо -
го ами ни ро ва ния 2-кетоглутарата под дей с т ви ем
глу та мат де гид ро ге на зы GdhA или глу та мат син та -
зы GltBD (К.Ф. 1.4.1.4), мо жет слу жить ис точ ни -
ком 4-аминобутирата. Ре ак ция де кар бок си ли ро ва -
ния L-глутамата с об ра зо ва ни ем 4-аминобутирата
в клет ках E. coli ка та ли зи ру ет ся глу та мат де кар бок -
си ла за ми GadA и GadB (КФ 4.1.1.15). При сут с т -
вие 2-кетоглутарат-декарбоксилазы у штам ма
MSGM1.1 [pMW119-kgd] обес пе чи ва ет до пол ни -
тель ную воз мож ность пря мо го об ра зо ва ния СПА
из 2-кетоглутарата. Сфор ми ро ван ный в ре зуль та -
те дей с т вия тех или иных фер мен тов СПА мо жет
быть в даль ней шем вос с та нов лен в 4-ГМК или же
окис лен с об ра зо ва ни ем ян тар ной кис ло ты со от -
вет с т ву ю щи ми ок си до ре дук та за ми.

По- ви ди мо му, воз мож ность прак ти чес кой
ре а ли за ции ука зан ных пу тей би о син те за пред по -
ла га ет не об хо ди мость эф фек тив но го фор ми ро ва -

ния в клет ке клю че во го ме та бо ли та- п ред шес т вен -
ни ка 2-кетоглутарата на ря ду со сни жен ной ин тен -
сив нос тью его вов ле че ния в кон ку рен т ные ре ак -
ции цен т раль но го ме та бо лиз ма. 

С целью про вер ки дан ной ги по те зы ана ли -
зи ро ва ли про дук цию ме та бо ли тов штам ма ми
MG1655, MSGM1.1 [pMW119] и MSGM1.1
[pMW119-kgd] при аэроб ном куль ти ви ро ва нии в
сре де LB без до бав ле ния глю ко зы. Сре да LB сум -
мар но со дер жит до 2 г/л глу та ми но вой кис ло ты и
глу та ми на, ко то рые ис поль зу ют ся мик ро ор га низ -
ма ми в ка чес т ве ос нов но го ис точ ни ка 2-кетоглу -
тарата [15]. При этом из вес т но, что сво бод ные
ами но кис ло ты, вхо дя щие в сос тав сре ды LB, спо -
соб ны под дер жи вать рост кле ток E. coli лишь в те -
че ние око ло 3 ч и пол нос тью ис че за ют из в сре ды
спус тя 3,5 ч куль ти ви ро ва ния [16]. Кро ме того, ак -
тив ность 2-кетоглутарат-дегидрогеназы в клет ках 
E. coli при аэроб ном куль ти ви ро ва нии в сре де LB
без глю ко зы приб ли зи тель но в 2,2 раза выше, чем
в сре де LB с глю ко зой [11]. Та ким об ра зом, в дан -
ных ус ло ви ях дос туп ность 2-кетоглутарата для
син те за СПА дол ж на быть сни же на. Дей с т ви тель -
но, при куль ти ви ро ва нии в сре де LB штам мы сек -
ре ти ро ва ли лишь нез на чи тель ные ко ли чес т ва ор -
га ни чес ких кис лот, не фор ми руя за мет но го ко ли -
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Воз мож ные пути об ра зо ва ния 4-ГМК и ян тар ной кис ло ты в ис с ле до ван ных ре ком би нан т ных штам мах (циф ры в круж -
ках): 1 — глу та мат де гид ро ге на за GdhA/глу та мат син та за GltBD (КФ 1.4.1.4); 2 — глу та мат де кар бок си ла за А/Б GadA/GadB (КФ
4.1.1.15); 3 — 4-аминобутират-аминотрансфераза GabT (КФ 2.6.1.19); 4 — 2-кетоглутарат-декарбоксилаза Kgd (КФ 4.1.1.71); 
5 — NADP+-за ви си мая сук ци нат - по лу аль де гид - де гид ро ге на за GabD (КФ 1.2.1.79) / NAD+-за ви си мая сук ци нат - по лу аль де гид -
 де гид ро ге на за Sad (КФ 1.2.1.24); 6 — NADPH-зависимая аль де гид ре дук та за YqhD (КФ 1.1.1.2) / NADH-зависимая 3-сульфо -
лактальдегид-редуктаза YihU (КФ 1.1.1.61) / NADPH-зависимая де гид ро ге на за гид рок си кис лот YdfG (КФ 1.1.1.276); 7 —
2-кетоглутарат-дегидрогеназа SucAB, сук ци нил - Кo A- син та за SucCD (КФ 6.2.1.5). Ко сая оз на ча ет «или — или»



чес т ва 2-кето глу тарата (см. табл. 2). Син тез
4-ГМК ожи да е мо от сут с т во вал не толь ко у штам -
мов MG1655, MSGM1.1 [pMW119], но и у штам -
ма MSGM1.1 [pMW119-kgd] даже в слу чае ин ду -
ци ро ван ной эк с прес сии гет ро ло гич ной 2-кето глу -
тарат- декарбо ксилазы. Та ким об ра зом, по лу чен -
ные дан ные под т вер ж да ли ра нее сде лан ное пред -
по ло же ние и поз во ля ли зак лю чить, что ком по нен -
ты сре ды LB не мог ли слу жить ис точ ни ком
4-ГМК.

Ре зуль та ты нас то я ще го ис с ле до ва ния сви де -
тель с т ву ют о том, что при аэроб ной ути ли за ции
глю ко зы син тез 4-ГМК ре ком би нан т ны ми штам -
ма ми E. coli воз мо жен не толь ко при пря мой кон -
вер сии 2-кетоглутарата в СПА под дей с т ви ем чу -
же род ной фер мен та тив ной ак тив нос ти, но и в ре -
зуль та те вов ле че ния со от вет с т ву ю ще го ин тер ме -
ди а та ЦТК в кас кад на тив ных би о хи ми чес ких ре -
ак ций ме та бо лиз ма азо та и кис лот ной ус той чи вос -
ти. Нес мот ря на то, что би о син тез 4-ГМК из глю -
ко зы с пря мым де кар бок си ли ро ва ни ем 2-кето глу -
тарата яв ля ет ся на и бо лее тер мо ди на ми чес ки вы -
год ным, вы яв ле ние воз мож нос ти би о син те за це ле -
во го ве щес т ва на тив ным фер мен та тив ным ап па ра -
том E. coli от к ры ва ет ши ро кие воз мож нос ти для
гиб ко го кон с т ру и ро ва ния со от вет с т ву ю щих ре -
ком би нан т ных штам мов - п ро ду цен тов. Вмес те с
тем, по лу чен ные ре зуль та ты под т вер ж да ют вы со -
кий по тен ци ал ге те ро ло гич ной эк с прес сии 2-кето -
глутарат-декарбоксилазы для вов ле че ния 2-кето -
глу тарата в би о син тез про из вод ных от СПА ве -
ществ. При этом эф фек тив ность син те за не пос ред -
с т вен но 4-ГМК клет ка ми мо дель но го штам ма
MSGM1.1 [pMW119-kgd], по- ви ди мо му, ли ми ти -
ро ва лась ис к лю чи тель но низ кой ак тив нос тью фер -
мен та, ка та ли зи ру ю ще го тер ми наль ную ста дию
вос с та нов ле ния СПА.

Ав то ры вы ра жа ют бла го дар ность сот руд ни -
ку Ин с ти ту та мо ле ку ляр ной би о ло гии им. В.А. Эн -
гель гар д та Рос сий с кой ака де мии наук Д.В. Зи мен -
ко ву за пре дос тав лен ную хро мо сом ную ДНК
штам ма  M. tuberculosis H37Rv.

По лу че но 6.04.15
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Stu dy  on Aero bic  Bi o syn  t  he sis of
4-Hyd ro xy bu ty r ic Acid by Es c  he ric  hia co  l i
Cells with  He te  ro  lo  gi  cal  Ex  p res si on of
2-Ke tog lu ta ra te  De car  bo xy la  se Gene

The My co bac te ri um tu ber cu lo sis Rv1248c(kgd) gene has 
been ex p res sed in the re com bi nant Es c he ric hia co li stra in with
the inac ti va ted pat h wa ys of mi xed-acid fer men ta ti on and aero bic
ge ne ra ti on of ace tyl-CoA, and also with mo di fi ed sys tems of glu -
co se tran s port and phos p ho ry la ti on, and gene ydfC re gu la ti on (the 
lat ter en co ding the NADPH- de pen dant de hyd ro ge na se of hyd ro -
car bo xy lic acids). It was es tab lis hed that on the bac k g ro und of the 
in ten se for ma ti on of 2-ke tog lu ta ra te du ring the glu co se aero bic
uti li za ti on, the di rect con ver si on of 2-ke tog lu ta ra te to suc ci na te
se mi al de hy de un der the ac ti on of an exo ge no us en zy ma tic ac ti vi -
ty is not the only pat h way for the syn t he sis of 4-hyd ro xybu ty ric
acid by the re com bi nant E. co li stra in. This pro cess can also pro -
ce ed via the in vol ve ment of the ap prop ri a te in ter me di a te of the
TCA cyc le in a cas ca de of na ti ve bi oc he mi cal re ac ti ons. The in -
du ced 2-ke tog lu ta ra te-de car bo xy la se gene ex p res si on in the re -
com bi nant stra in pro vi ded the ef fi ci ent con ver si on of 2-ke tog lu -
ta ra te to suc ci na te se mi al de hy de de ri va ti ves which en su red the
yield of the syn t he si zed 4-hyd ro xy bu ty ric acid up to 0.3 mM and
se e med to be li mi ted by the ac ti vi ty of the en zy me res pon sib le for
the ter mi nal sta ge of the pre cur sor re duc ti on.

Key words: Es c he ric hia co li, 4-hyd ro xy bu ty ric acid,
2-ke tog lu ta ra te de car bo xy la se.
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