
Фу ма ро вая, яб лоч ная и ян тар ная кис ло ты от -
но сят ся к со е ди не ни ям, спо соб ным слу жить в ка -
чес т ве “стро и тель ных бло ков” в про мыш лен ном
син те зе ши ро ко го спек т ра ве ществ с вы со кой до -
бав лен ной сто и мос тью, вклю чая рас т во ри те ли и
по ли ме ры для ис поль зо ва ния в ла кок ра соч ной,
тек с тиль ной, ав то мо биль ной и фар ма ко ло ги чес -
кой от рас лях про мыш лен нос ти [1]. В нас то я щее
вре мя по лу че ние дан ных ве ществ ос но вы ва ет ся
на низ ко э ко ло гич ном энер го- и ре сур со зат рат ном
неф те хи ми чес ком син те зе. Од на ко, яв ля ясь кон -

сер ва тив ны ми ин тер ме ди а та ми цен т раль но го ме -
та бо лиз ма мно жес т ва ор га низ мов, ука зан ные ди -
кар бо но вые кис ло ты по тен ци аль но мо гут быть по -
лу че ны в ре зуль та те мик роб но го син те за из во зоб -
нов ля е мо го сырья. Из вес т ные при род ные про ду -
цен ты в силу сво их ха рак те рис тик не мо гут на се -
год няш ний день обес пе чить ос но ву эко но ми чес ки 
оп рав дан ных про мыш лен ных про цес сов би о тех но -
ло ги чес ко го по лу че ния фу ма ро вой, яб лоч ной и ян -
тар ной кис лот [2]. Вмес те с тем, в пос лед ние годы
зна чи тель ный прог ресс был дос тиг нут в соз да нии 
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Гены frdAB и sdhAB, ко ди ру ю щие ком по нен ты фу ма рат ре дук та зы и сук ци нат де гид -
ро ге на зы, бы ли де ле ти ро ва ны 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 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 при ге те ро ло гич ной эк с прес сии гена пи ру ват кар бок -
си ла зы. В ус ло ви ях ана э ро би о за ро ди тель с кий штамм эф фек тив но кон вер ти ро вал
глю ко зу в ян тар ную кис ло ту, не син те зи руя за мет ных ко ли честв фу ма ро вой и яб лоч -
ной кис лот. При ин ди ви ду аль ной де ле ции ге нов frdAB му тан т ный штамм сбра жи вал
глю ко зу с об ра зо ва ни ем ян тар ной кис ло ты со сни жен ной эф фек тив нос тью, сек ре ти -
руя при этом за мет ные ко ли чес т ва яб лоч ной и фу ма ро вой кис лот. Ин ди ви ду аль ная де -
ле ция ге нов sdhAB в ро ди тель с ком штам ме не ока зы ва ла зна чи тель но го вли я ния на
эф фек тив ность фор ми ро ва ния ос нов но го про дук та бро же ния. Сов мес т ная инак ти ва -
ция фу ма рат ре дук та зы и сук ци нат де гид ро ге на зы в клет ках скон с т ру и ро ван но го
штам ма по вы ша ла ана э роб ную кон вер сию глю ко зы в фу ма ро вую и яб лоч ную кис ло -
ты при ак ти ва ции гли ок си лат но го шун та и сни же нии вкла да в фор ми ро ва ние це ле -
вых про дук тов вос с та но ви тель ной вет ви цик ла три кар бо но вых кис лот.
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со от вет с т ву ю щих ре ком би нан т ных про ду цен тов
на ос но ве та ких тра ди ци он ных для про мыш лен -
ной би о тех но ло гии мик ро ор га низ мов, как Esche ri -
chia coli [3—6] и Saccharomyces cere visiae [7, 8].
Тем не ме нее, с ис поль зо ва ни ем нап рав лен но скон -
с т ру и ро ван ных штам мов в нас то я щий мо мент ре а -
ли зо ва но толь ко круп но тон наж ное би о тех но ло ги -
чес кое про из вод с т во ян тар ной кис ло ты [9]. Та ким 
об ра зом, раз ра бот ка под хо дов к соз да нию вы со ко -
эф фек тив ных мик роб ных про ду цен тов фу ма ро вой
и яб лоч ной кис лот ос та ет ся ак ту аль ной за да чей.

В клет ках E. coli и S. cerevisiae яб лоч ная и
ян тар ная кис ло ты мо гут об ра зо вы вать ся в ре ак ци -
ях как цик ла три кар бо но вых кис лот (ЦТК), так и
гли ок си лат но го шун та, тог да как фу ма ро вая кис ло -
та яв ля ет ся ис к лю чи тель но ин тер ме ди а том ЦТК.
Бу ду чи фа куль та тив ны ми ана э ро ба ми, E. coli и S. ce -
revisiae по тен ци аль но спо соб ны эф фек тив но осу -
щес т в лять ана э роб ные про цес сы би о син те за це ле -
вых ди кар бо но вых кис лот — ин тер ме ди а тов вос с -
та но ви тель ной вет ви ЦТК. Пре и му щес т вом ана э -
роб ных про цес сов в дан ном слу чае яв ля ет ся воз -
мож ность дос ти же ния вы со ких по ка за те лей кон -
вер сии суб с т ра та в про дукт. Вы со кие те о ре ти чес -
кие зна че ния ко эф фи ци ен та кон вер сии в со от вет с -
т ву ю щих ана э роб ных про цес сах обус лов ле ны фик -
са ци ей СО2 в ходе би о син те за це ле вых со е ди не -
ний. Рас ту щая эмис сия тех но ло ги чес ких пар ни ко -
вых га зов до пол ни тель но сти му ли ру ет раз ра бот ку 
тех но ло гий, ос но ван ных на пог ло ще нии уг ле кис -
ло го газа в про цес сах ана э роб но го би о син те за.

Ра нее нами был нап рав лен но скон с т ру и ро -
ван штамм E. coli MSG1.0 (MG1655 ackA-pta,
poxB, ldhA, adhE, ptsG, PL-glk, Ptac-galP) с целью
его ис поль зо ва ния в ка чес т ве ба зо во го для соз да -
ния вы со ко эф фек тив ных про ду цен тов ин тер ме ди -
а тов ме та бо ли чес ко го узла фос фо е нол пи ру ват/ок -
са ло а це тат/аце тил - КоА и их про из вод ных[10]. 

Целью дан ной ра бо ты яв ля лось ис с ле до ва -
ние ана э роб но го би о син те за фу ма ро вой, яб лоч ной
и ян тар ной кис лот про из вод ны ми штам ма E. coli
MSG1.0 с инак ти ви ро ван ны ми ге на ми frdAB и
sdhAB, ко ди ру ю щи ми ком по нен ты фу ма рат ре дук -
таз но го (КФ 1.3.5.4) и сук ци нат де гид ро ге наз но го
(КФ 1.3.5.1) фер мен та тив ных ком п лек сов, для соз -
да ния в даль ней шем вы со ко эф фек тив ных мик роб -
ных про ду цен тов фу ма ро вой и яб лоч ной кис лот. 

УСЛО ВИЯ ЭК С ПЕ РИ МЕН ТА

Бак те ри аль ные штам мы, плаз ми ды и
сре ды. Ис поль зо ван ные в ра бо те штам мы и плаз -
ми ды пред с тав ле ны в таб ли це. Штамм E. coli
SGM1.0ptsG PLglk PtacgalP [10], обоз на чен ный

как MSG1.0, был ис ход ным 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 [11] с до бав ле ни ем при не об хо ди -
мос ти ам пи цил ли на (30 мкг/мл, ОАО «Син тез»,
Рос сия) или хло рам фе ни ко ла (100 мкг/мл, Sigma,
США).

Ре а ген ты. Ис поль зо ва ли ДНК-по ли ме ра зу
Taq (Fermentas, Лит ва). Оли го нук ле о тид ные прай -
ме ры (см. таб ли цу) син те зи ро ва ли 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, при ме няя 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 Pan -
reac (Ис па ния) и Sigma.

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 не ром [12].  Ли ней ные фраг мен ты ДНК
для инак ти ва ции ге нов  frdAB и sdhAB, со дер жа -
щие 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 P1 и P2, P3 и P4 и плаз ми ды
pMW118-(attL-Cm-attR) [13] в ка чес т ве мат ри -
цы. По лу чен ные фраг мен ты ДНК были ин ди ви ду -
аль но ин тег ри ро ва ны 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 мых и по лу чен ных
эк с пе ри мен таль но струк тур хро мо сом отоб ран -
ных штам мов с ин ди ви ду аль но инак ти ви ро ван ны -
ми ге на ми frdAB и sdhAB под т вер ж да ли с по -
мощью ПЦР-а на ли за, ис поль зуя пары ло кус - с пе -
ци фич ных прай ме ров P5 и P6, P7 и P8.

Штам мы MSG1.0 frdAB, MSG1.0 sdhAB и 
MSG1.0 frdAB sdhAB были скон с т ру и ро ва ны
пу тем 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 P1-зависимых тран с дук ций [11]. 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 [14]. Тран с фор ма цию штам мов 
плаз ми дой pPYC [15] 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
ди кар бо но вых кис лот. Клет ки штам мов MSG1.0
sdhAB [pPYC], MSG1.0 frdAB [pPYC], MSG1.0
frdAB sdhAB [pPYC] и кон т роль но го штам ма
MSG1.0 [pPYC] вы ра щи ва ли в те че ние ночи в сре -
де М9, со дер жа щей 2 г/л глю ко зы, при 37°. К 5 мл
ноч ной куль ту ры до бав ля ли 45 мл сре ды М9, со -
дер жа щей 10 г/л глю ко зы и 4 мл рас т во ра ней т ра -
ли зо ван но го до pH 7,0 кис лот но го гид ро ли за та
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пше нич но го глю те на (Cargill, Еф ре мо во, Рос сия),
с со дер жа ни ем рас т во рен но го су хо го ве щес т ва
115 г/л. По лу чен ную куль ту ру вы ра щи ва ли в кол -
бах объ е мом 750 мл при 37° на ро тор ной ка чал ке

при 250 об/мин в те че ние 10 ч, за тем цен т ри фу ги -
ро ва ли в те че ние 15 мин при 2000 g и 4°. Оса док
ре сус пен ди ро ва ли в 15 мл сре ды М9, со дер жа щей 
10 г/л глю ко зы и 10 г/л NaHCO3. В даль ней шем
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АНА Э РОБ НЫЙ БИ О СИН ТЕЗ ИН ТЕР МЕ ДИ А ТОВ ВОС С ТА НО ВИ ТЕЛЬ НОЙ ВЕТ ВИ ЦИК ЛА

Штам мы, плаз ми ды и оли го нук ле о тид ные прай ме ры, ис по ль зо ван ные в ра бо те

Объ ект Ге но тип, по сле до ва те ль ность Ссыл ка, кол лек -
ция

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

[10], кол лек ция
ла бо ра то рии

MSG1.0
frdAB

E. coli MG1655 ackA-pta, poxB, ldhA,  adhE, ptsG, 
PLglk, PtacgalP, frdAB

Дан ная ра бо та

MSG1.0
sdhAB

E. coli MG1655 ackA-pta, poxB, ldhA,  adhE, ptsG, 
PLglk, PtacgalP, sdhAB

То же

MSG1.0
frdAB sdhAB

E. coli MG1655 ackA-pta, poxB, ldhA,  adhE, ptsG, 
PLglk, PtacgalP, sdhAB, frdAB

–”–

Плаз ми да

pMW118-(attL 
-Cm-attR)

pSC101, bla, cat, attL-cat-attR [13], кол лек ция
ла бо ра то рии

pKD46 pINT-ts, bla, ParaB-gam-bet-exo [12], CGSC,
Йель ский

уни вер си тет

pMWts-Int/Xis pSC101-ts, bla, PR-xis-int, cIts857 [14], кол лек ция
ла бо ра то рии 

pPYC pMW119 с кло ни ро ван ным ге ном пи ру ваткар бок си ла зы (pycA) 
из B. subtilis

[15], кол лек ция
ла бо ра то рии

Прай мер

P1 5-cgtgcaaacctttcaagccgatcttgccattgtaggcgctcaagttagtataaaaaagctgaac-3  Дан ная ра бо та

P2 5-ttagcgtggtttcagggtcgcgataagaaagtcttttgaagcctgcttttttatactaagttgg-3 То же

P3 5-gatgaaattgccagtcagagaatttgatgcagttgtcgctcaagttagtataaaaaagctgaac-3 –”–

P4 5-ttacgcattacgttgcaacaacatcgacttgatatgtgaagcctgcttttttatactaagttgg-3 –”–

P5 5-ggagcagtggaatagcgttc-3 –”–

P6 5-cgtcattggccgtacatacg-3 –”–

P7 5-gtgttgaccgactacgttaaac-3 –”–

P8 5-ctgatgcgctgcgcttatcag-3 –”–



куль ту ру ин ку би ро ва ли в те че ние 24 ч в про бир -
ках объ е мом 15 мл, зак ры тых за вин чи ва ю щи ми -
ся крыш ка ми, при 37° на ро тор ной ка чал ке при
250 об/мин. Все сре ды до пол ни тель но со дер жа ли
100 мкг/мл ам пи цил ли на (ООО “Син тез”, Рос сия).

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 и ос та точ ной глю ко зы. 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 щем 10%.

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 Waters HPLC system (Waters, США). При ме -
ня ли ион -эк с к лю зи он ную ко лон ку Rezex ROA- Or -
ganic Acid H+ (8%) (300  7,8 мм, 8 мкм, Pheno me -
nex, 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. Для из ме ре ния кон цен т ра ции
глю ко зы сис те ма была уком п лек то ва на реф рак тив -
ным де тек то ром Waters 2414 и ко лон кой Spheri -
sorb-NH2 (4,6  250 мм, 5 мкм, Waters). Под виж -
ной фа зой слу жи ла смесь аце то нит рил—эти ла це -
тат—вода (объ ем ное со от но ше ние 76:4:20) при
ско рос ти по то ка 1 мл/мин.

РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

Ана э роб ный би о син тез фу ма ро вой, яб лоч -
ной и ян тар ной кис лот клет ка ми E. coli при инак -
ти ва ции ге нов frdAB и sdhAB был ис с ле до ван с ис -
поль зо ва ни ем в ка чес т ве ба зо во го штам ма
MSG1.0 с де ле ти ро ван ны ми ге на ми ackA, pta,
poxB, ldhA, adhE и ptsG, 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 ват ок 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) и пер ме а зу глю ко -
зы, со от вет с т вен но, а так же при уси лен ной эк с -
прес сии ге нов galP и glk, ко ди ру ю щих H+-сим пор -
тер га лак то зы и глю ко ки на зу (КФ 2.7.1.2). Штамм
MSG1.0 был выб ран в ка чес т ве ба зо во го в силу
того, что в ре зуль та те инак ти ва ции в нем ос нов -
ных пу тей сме шан но кис 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 к эф фек тив -
но му вов ле че нию ин тер ме ди а тов ме та бо ли чес ко -
го узла фос фо е нол пи ру ват/ок са ло а це тат/аце тил -
 КоА в ре ак ции вос с та но ви тель ной вет ви ЦТК и
гли ок си лат но го шун та [10]. Для при да ния клет -

кам спо соб нос ти кон вер ти ро вать гли ко ли ти чес ки
сфор ми ро ван ную пи ро ви ног рад ную кис ло ту в
ока са ло а це тат (пря мой ме та бо лит - п ред шес т вен -
ник в ана э роб ном би о син те зе це ле вых ди кар бо но -
вых кис лот) в штамм MSG1.0 и его про из вод ные
вво ди ли плаз ми ду pPYC [15], ко то рая кон с ти ту -
тив но эк с прес си ру ет ген pycA Bacillus subtilis, ко -
ди ру ю щий пи ру ват кар бок си ла зу (КФ 6.4.1.1).
Пос коль ку из вес т но, что клет ки E. coli с инак ти ви -
ро ван ны ми ге на ми pta, ldhA и adhE нес по соб ны к
ана э роб но му рос ту [16], для ха рак те рис ти ки про -
дук ции це ле вых ди кар бо но вых кис лот скон с т ру и -
ро ван ны ми штам ма ми ис поль зо ва ли двух с та дий -
ную аэроб но -а на э роб ную фер мен та цию. Со от вет -
с т ву ю щий про цесс вклю чал ста дию аэроб но го на -
коп ле ния би о мас сы и пос ле ду ю щую ста дию ана э -
роб но го би о син те за.

Ре ак ции вос с та но ви тель ной час ти ЦТК
вклю ча ют вос с та нов ле ние ок са ло а це та та в яб лоч -
ную кис ло ту под дей с т ви ем ма лат де гид ро ге на зы
Mdh (КФ 1.1.1.37), пос ле ду ю щую кон вер сию яб -
лоч ной кис ло ты в фу ма ро вую под дей с т ви ем изо -
фер мен тов фу ма ра зы FumA, FumB, FumC (КФ
4.2.1.2) и фи наль ное вос с та нов ле ние фу ма ро вой
кис ло ты в ян тар ную, ка та ли зи ру е мое фу ма рат ре -
дук таз ным фер мен та тив ным ком п лек сом FrdABCD
(КФ 1.3.5.4). В ходе ре ак ций гли ок си лат но го шун -
та ок са ло а це тат и аце тил - КоА кон вер ти ру ют ся в
яб лоч ную и ян тар ную кис ло ты в ре зуль та те пос ле -
до ва тель но го дей с т вия цит рат син та зы GltA (КФ
2.3.3.16), ако ни таз AcnA и AcnB, а так же изо цит -
рат ли а зы AceA (КФ 4.1.3.1) и ма лат син та зы AceB
(КФ 2.3.3.9). 

В со от вет с т вии с этим един с т вен ной воз -
мож нос тью ана э роб но го ре о кис ле ния об ра зо вав -
ше го ся в ре зуль та те гли ко ли за NADH у штам ма
MSG1.0 [pPYC] яв ля ет ся би о син тез ян тар ной кис -
ло ты пу тем сов мес т но го фун к ци о ни ро ва ния вос с -
та нов лен ной вет ви ЦТК и гли ок си лат но го шун та.
Дей с т ви тель но, в ус ло ви ях ана э ро би о за штамм
MSG1.0 [pPYC] эф фек тив но кон вер ти ро вал глю -
ко зу в ян тар ную кис ло ту с мо ляр ным вы хо дом,
сос тав ля ю щим око ло 1,45 моль/моль (ри су нок, а). 
При этом фу ма ро вая и яб лоч ная кис ло ты от сут с т -
во ва ли сре ди про дук тов бро же ния, фор ми ру е мых
штам мом MSG1.0 [pPYC]. 

Ра нее было по ка за но, что де ле ция в штам -
ме- п ро ду цен те ян тар ной кис ло ты E. coli KJ060 ге -
нов, ко ди ру ю щих изо фер мен ты фу ма ра зы, не при -
во ди ла к син те зу зна чи мых ко ли честв яб лоч ной
кис ло ты, в то вре мя как про дук ция дан но го ве щес т -
ва рез ко воз рас та ла при инак ти ва ции фу ма рат ре -
дук та зы [5]. В свя зи с этим гены frdAB были де ле -
ти ро ва ны в штам ме MSG1.0 с целью оцен ки вли я -
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ния инак ти ва ции фу ма рат ре дук та зы на рас п ре де -
ле ние фу ма ро вой, яб лоч ной и ян тар ной кис лот
сре ди про дук тов ана э роб но го сбра жи ва ния глю ко -
зы. В ре зуль та те со от вет с т ву ю щей мо ди фи ка ции
по лу чен ный штамм MSG1.0 frdAB [pPYC] сбра -
жи вал глю ко зу в ян тар ную кис ло ту с эф фек тив -
нос тью, вдвое сни жен ной по срав не нию с ро ди -
тель с ким штам мом, сек ре ти руя при этом за мет -
ные ко ли чес т ва яб лоч ной и фу ма ро вой кис лот
(см. ри су нок, а). Штамм син те зи ро вал яб лоч ную
кис ло ту с мо ляр ным вы хо дом око ло 0,15 моль/моль,
а ян тар ную кис ло ту с вы хо дом око ло 0,73 моль/моль
при со от но ше нии со от вет с т ву ю щих про дук тов
0,21:1 (см. ри су нок, б). В ходе гли ок си лат но го
шун та яб лоч ная и ян тар ная кис ло ты фор ми ру ют -
ся в эк ви мо ляр ном ко ли чес т ве. Та ким об ра зом,
низ кое мо ляр ное со от но ше ние син те зи ро ван ных
штам мом яб лоч ной и ян тар ной кис лот и еще бо -
лее низ кое мо ляр ное со от но ше ние фу ма ро вой и
ян тар ной кис лот (см. ри су нок, б) сви де тель с т во ва -
ло о про те ка нии в штам ме пол но го кас ка да ре ак -
ций вос с та но ви тель ной вет ви ЦТК. 

В от сут с т вие фу ма рат ре дук та зы вос с та нов -
ле ние фу ма ро вой кис ло ты в ян тар ную у штам ма
MSG1.0 frdAB [pPYC], по всей ви ди мос ти, ка та -
ли зи ро ва лось сук ци нат де гид ро ге на зой. Этот фер -
мент, ка та ли зи ру ю щий об ра ти мую ре ак цию окис -
ле ния ян тар ной кис ло ты в фу ма ро вую, яв ля ет ся
учас т ни ком ок си да тив но го ЦТК, и эк с прес сия ге -
нов со от вет с т ву ю ще го sdh-оперона в ус ло ви ях
ана э ро би о за стро го реп рес си ро ва на. Тем не ме -

нее, было по ка за но, что сук ци нат де гид ро ге на за
спо соб на фун к ци о наль но за ме щать фу ма рат ре дук -
та зу [17]. Бо лее того, из вес т но, что эк с прес сия ге -
нов sdh-оперона воз рас та ет при аэроб ном куль ти -
ви ро ва нии штам мов E. coli, де фи цит ных по фу ма -
рат ре дук та зе [18]. В нас то я щей ра бо те клет ки
штам ма MSG1.0 и его про из вод ных вы ра щи ва ли в 
ус ло ви ях аэра ции, что обес пе чи ва ло вы со кую ос -
та точ ную ак тив ность сук ци нат де гид ро ге на зы в
ана э роб ной би о син те ти чес кой фазе.

На фоне ин так т ной фу ма рат ре дук та зы инак -
ти ва ция сук ци нат де гид ро ге на зы не ока зы ва ла зна -
чи тель но го вли я ния на эф фек тив ность ана э роб но -
го би о син те за ян тар ной кис ло ты штам мом
MSG1.0 [pPYC] и не при во ди ла к би о син те зу зна -
чи мых ко ли честв фу ма ро вой и яб лоч ной кис лот
со от вет с т ву ю щим штам мом MSG1.0 sdhAB
[pPYC] (см. ри су нок, а). Та ким об ра зом, сук ци нат -
де гид ро ге на за была инак ти ви ро ва на в штамме
MSG1.0 frdAB [pPYC]. По лу чен ный штамм
MSG1.0 frdAB sdhAB [pPYC] син те зи ро вал яб -
лоч ную, фу ма ро вую и ян тар ную кис ло ты в мо ляр -
ном со от но ше нии 0,64:0,33:1 при рез ко сни жен -
ном пот реб ле нии глю ко зы (см. ри су нок, б). Эти
дан ные ука зы ва ют, что ос нов ным пу тем би о син те -
за яб лоч ной и ян тар ной кис лот у штам ма MSG1.0
frdAB sdhAB [pPYC] яв ляе тся гли ок си лат ный
шунт, в то вре мя как око ло 30% сфор ми ро ван ной
яб лоч ной кис ло ты в даль ней шем кон вер ти ру ют ся
в фу ма ро вую кис ло ту под дей с т ви ем фу ма ра зы,
фер мен та вос с та но ви тель ной вет ви ЦТК. 
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Ре ак ции гли ок си лат но го шун та, так же как
и кон вер сия яб лоч ной кис ло ты в фу ма ро вую, про -
те ка ют без окис ле ния NADH. Сле до ва тель но, фор -
ми ро ва ние це ле вых ди кар бо но вых кис лот при ана -
э роб ной ути ли за ции глю ко зы штам мом MSG1.0
frdAB sdhAB [pPYC] не было сба лан си ро ва но в
окис ли тель но- вос с та но ви тель ном пла не, вы зы -
вая тор мо же ние гли ко ли за из бы точ ны ми вос с та -
нов лен ны ми эк ви ва лен та ми. 

В от сут с т вие сук ци нат де гид ро ге на зы и фу -
ма рат ре дук та зы ЦТК яв ля ет ся ра зом к ну тым и не
мо жет снаб жать рас ту щие клет ки ок са ло а це та -
том. Сле до ва тель но, при аэроб ном рос те штам ма
MSG1.0 frdAB sdhAB [pPYC] в бо га той ком би -
ни ро ван ной сре де с глю ко зой де фи цит ок са ло а це -
та та, воз ни ка ю щий пос ле ис чер па ния дос туп ной
ас па ра ги но вой кис ло ты, мог вы зы вать в клет ках
ком пен са тор ную ак ти ва цию гли ок си лат но го шун -
та. Дей с т ви тель но, ана лиз спек т ра ме та бо ли тов,
сек ре ти ру е мых штам ма ми в ходе аэроб но го рос -
та, по ка зал зна чи тель ное на коп ле ние ян тар ной
кис ло ты в сре де куль ти ви ро ва ния штам ма MSG1.0
frdAB sdhAB [pPYC] (дан ные не при ве де ны).
Пос коль ку из вес т но, что ак тив ность 2-кето глу -
таратдегидрогеназы в клет ках E. coli при аэроб -
ном рос те в бо га тых сре дах с глю ко зой зна чи тель -
но сни же на [19], дан ный факт под т вер ж дает пред -
по ло же ние о вы со кой ак тив нос ти гли ок си лат но го
шун та в клет ках штам ма MSG1.0 frdAB sdhAB
[pPYC]. 

Та ким об ра зом, сов мес т ная инак ти ва ция фу -
ма рат ре дук та зы и сук ци нат де гид ро ге на зы у штам -
ма E. coli, де фи цит но го по ос нов ным пу тям сме -
шан но кис лот но го бро же ния, при во ди ла к вы ра -
жен но му по вы ше нию ана э роб но го би о син те за фу -
ма ро вой и яб лоч ной кис лот при из бы точ ной ак ти -
ва ции гли ок си лат но го шун та и сни же нии вкла да в 
фор ми ро ва ние це ле вых про дук тов вос с та но ви -
тель ной вет ви ЦТК. При этом в ре зуль та те воз ни -
ка ю ще го окис ли тель но- вос с та но ви тель но го дис -
ба лан са рез ко сни жа лось ана э роб ное пот реб ле ние 
глю ко зы со от вет с т ву ю щим штам мом. Вмес те с
тем, ин ди ви ду аль ная инак ти ва ция фу ма рат ре дук -
та зы не поз во ля ла обес пе чить эф фек тив ный би о -
син тез фу ма ро вой и яб лоч ной кис лот и ос нов ным
про дук том сбра жи ва ния глю ко зы му тан т ным
штам мом ос та ва лась ян тар ная кис ло та.

По лу чен ные эк с пе ри мен таль ные дан ные
сви де тель с т ву ют, что от сут с т вие фу ма рат ре дук та -
зы и сук ци нат де гид ро ге на зы яв ля ет ся клю че вым
тре бо ва ни ем для ана э роб ной про дук ции фу ма ро -
вой и яб лоч ной кис лот клет ка ми нап рав лен но
скон с т ру и ро ван ных штам мов E. coli. Тем не ме -
нее, ра бо ты по соз да нию со от вет с т ву ю щих про -

мыш лен ных про ду цен тов пред по ла га ют даль ней -
шую мо ди фи ка цию цен т раль но го ме та бо лиз ма ре -
ком би нан т ных штам мов, нап рав лен ную на обес пе -
че ние оп ти маль но го ба лан са меж ду рос то вы ми
пот реб нос тя ми клет ки и эф фек тив нос тью фун к ци о -
ни ро ва ния це ле вых би о син те ти чес ких пу тей. 

Ра бо та вы пол не на при фи нан со вой под дер -
ж ке Ми нис тер с т ва об ра зо ва ния и на у ки Рос сий с -
кой Фе де ра ции в рам ках МЦП ЕАЭС “Ин но ва ци -
он ные би о тех но ло гии” (го су дар с т вен ный кон т -
ракт № 14.М04.12.0007).

По лу че но 9.11.15
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Ana ero bic  Bi o syn t  he sis of In te r me di  a -
tes  of  Re du cing Branch of Tr i car  bo xy  l ic
Acids Cyc le by Es c  he ric  hia co l i  Stra  in with
Inac t i  va ted  frdAB and sdhAB  Ge nes

Ge nes frdAB and sdhAB en co ding com po nents of fu ma ra -
te re duc ta se and suc ci na te de hyd ro ge na se have been de le ted in a
re com bi nant E. co li stra in with the inac ti va ted pat h wa ys of mi -
xed-acid fer men ta ti on and mo di fi ed sys tem of the glu co se tran s -
port and phos p ho ry la ti on at the he te ro lo gi cal ex p res si on of the
py ru va te car bo xy la se gene. Un der ana ero bic con di ti ons, the pa -
ren tal stra in ef fec ti ve ly con ver ted glu co se into suc ci nic acid wit -
ho ut syn t he si zing sig ni fi cant amo unts of fu ma ric or ma lic acid.
When the frdAB ge nes were in di vi du al ly de le ted, the mu tant stra -
in was cha rac te ri zed by a low-ef fi ci ent glu co se fer men ta ti on with
the for ma ti on of suc ci nic acid along with sec re ting of con si de rab -
le amo unts of ma lic and suc ci nic acids. The in di vi du al de le ti on of
the sdhAB ge nes in the pa ren tal stra in fa i led to have a vi sib le ef -
fect on the ef fec ti ve ness of the for ma ti on of the ma jor pro duct of
fer men ta ti on. The com bi ned inac ti va ti on of fu ma ra te re duc ta se
and suc ci na te de hyd ro ge na se in the con s t ruc ted stra in en han ced
the glu co se anaero bic con ver si on into fu ma ric and ma lic acids
du ring the ac ti va ti on of the gly o xy la te by-pass and decreased
con t ri bu ti on of the re du cing branch of the TCA cyc le to the for -
ma ti on of the tar get pro ducts.

Key words: Es c he ric hia co li, fu ma ra te re duc ta se, fu ma ric 
acid, ma lic acid, suc ci na te de hyd ro ge na se, suc ci nic acid.
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