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Важнейшей задачей при конструировании 
штаммов продуцентов является инактивация пу-
тей деградации целевого продукта. На сегодняш-
ний день известны три пути деградации треонина 
в клетках E. coli. Катаболизм треонина осущест-
вляется тремя группами ферментов: треонинде-
гидрогеназами, треонинальдолазами и треонин-
деаминазами. Главную роль в деградации трео-
нина играет треониндегидрогеназа, кодируемая 
геном tdh. Показано, что инактивация гена оказы-
вает положительный эффект на продукцию тре-
онина [1, 2]. Предположительно существует еще 
один ген, кодирующий НАД-зависимую треонин-
дегидрогеназу, – yiaY [3]. В литературе встреча-
ются противоречивые данные о фенотипе штам-
мов с делецией по гену yiaY [3, 4]. Инактивация 

гена ltaE, кодирующего треонинальдолазу, также 
приводит к увеличению продукции треонина [5]. 
Активностью треонинальдолазы обладает фер-
мент серингидроксиметилтрансфераза, кодируе-
мый геном glyA [6]. Однако инактивировать glyA 
в штамме продуценте нецелесообразно, так как 
в отсутствие glyA штамм становится ауксотро-
фом по глицину [7]. В клетках E. coli синтезиру-
ются две треониндеаминазы, кодируемые генами 
ilvA и tdcB. Делеция гена tdcB способствует повы-
шению продукции треонина так же, как и инак-
тивация других генов пути – деградации треони-
на [8]. К сожалению, блокировать полностью все 
пути деградации треонина невозможно. Штамм, 
несущий делецию гена ilvA, является ауксотро-
фом по изолейцину, что делает невозможным его 
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Сконструирован штамм Escherichia coli, в котором инактивированы все известные пути катаболизма 
треонина: Δtdh, ΔltaE, ΔilvA, ΔtdcB, ΔyiaY. В штамме ауксотрофе по изолейцину продемонстрирована 
возможность альтернативного пути синтеза изолейцина посредством экспрессии гетерологичной 
цитрамалатсинтазы из Leptospira interrogans. Отмечено, что сверхэкспрессия гена cimA негативно 
влияет на продукцию треонина. Разработана система для регулируемой экспрессии генов на основе 
индуцируемого промотора PLtetO-1 репрессора tetR тетрациклинового оперона. Получен штамм 
продуцент треонина В-1201, в котором ген cimA экспрессирован под регулируемым промотором. 
В ходе культивирования штамма В-1201 в ферментере показана корреляция продуктивности 
треонина и уровня экспрессии гена cimA определена концентрация индуктора, при которой 
достигается максимальная продукция треонина. 
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применение в крупном производстве. Успешным 
подходом по конструированию продуцентов яв-
ляется поиск мутаций, приводящих к неполной 
инактивации треониндеаминазы. 

В настоящей работе с целью повышения уров-
ня продукции треонина было предложено инак-
тивировать все возможные пути деградации ами-
нокислоты, а именно конструировать штамм, не-
сущий делеции Δtdh, ΔyiaY, ΔltaE, ΔtdcB, ΔilvA. 
После введения делеции ∆ilvA штамм потерял 
способность синтезировать изолейцин. Для вос-
становления прототрофности по изолейцину 
без потери конверсии треонина было предложе-
но экспрессировать в штамме продуценте гете-
рологичный ген cimA из Leptospira interrogans, 
кодирующий цитрамалатсинтазу [9]. Фермент 
CimA способствует реакции превращения пиру-
вата в цитрамалат. Несмотря на то, что в клет-
ках E. coli данный фермент не синтезируется, ци-
трамалат может быть превращен в альфа-кето
бутират ферментами изопропилмалатизомеразой 
и изопропилмалатдегидрогеназой, кодируемыми 
генами биосинтеза пути лейцина, leuCD и leuB, 
соответственно (рис. 1). Далее из альфа-кетобу-
тирата синтезируется изолейцин. Таким образом, 
посредством экспрессии гетерологичного гена 
cimA L. interrogans в клетках E. coli, несущих де-
лецию ∆ilvA, изолейцин синтезируется по альтер-
нативному пути, не из треонина, а из пирувата.

Использование «цитрамалатного пути» син-
теза альфа-кетобутирата в Escherichia coli нашло 
широкое применение для синтеза пропанола, бу-
танола, а также бета-оксимасляной кислоты и ее 
полимеров [10]. Однако, несмотря на очевидное 
преимущество синтеза изолейцина из альфа-ке-
тобутирата по “цитрамалатному пути», в литера-
туре не освещена возможность его использова-
ния при конструировании штаммов-продуцентов 
аминокислот.

Цель работы – использование «цитрамалатного 
пути» синтеза изолейцина в штаммах-продуцен-
тах треонина E. сoli. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Штаммы и среды
Культивирование штаммов проводили в 

жидкой питательной среде LB, г/л: бакто-триптон, 
10; дрожжевой экстракт, 5; NaCl, 10. Для приго-
товления агаризованной LB в среду добавляли 
агар-агар (Panreac, Испания), 20 г/л. Отбор штам-
мов прототрофных по изолейцину проводили на 

чашках с агаризованной средой М9 [11]. Для вы-
ращивания ауксотрофных штаммов в среду М9 
добавляли L-изолейцин, 50 мг/л (Sigma, США).

При необходимости в среды вносили анти-
биотики (AppliChem, Германия): ампициллин, 
50  мкг/мл; тетрациклин 12,5 мкг/мл; канамицин 
100 мкг/мл; хлорамфеникол, 10 мкг/мл; спектино-
мицин (Кирин) (Медокеми Лтд, Кипр), 75 мкг/мл. 
Штаммы, полученные на основе MG1655, растили 
на средах с увеличенной концентрацией ампицил-
лина (250 мкг/л) и хлорамфеникола (25 мкг/мл).

Штаммы и плазмиды, используемые в работе, 
указаны в табл. 1 и 2. 

В работе использовали реактивы и фермен-
ты для молекулярной биологии: эндонуклеазы ре-
стрикции, Т4 лигазу, Pfu ДНК полимеразу (Ther-
mo Fisher Scientific, США).

Используемые в работе олигонуклеоти-
ды были синтезированы компанией «Евроген» 
(Россия) и центром коллективного пользования  
ГосНИИгенетика (табл. 3). 

Подготовку компетентных клеток и трансфор-
мацию методом электропорации проводили со-
гласно [12]. Конструирование плазмид выполня-
ли в штамме XL1-Blue, если не указано иное.

Трансдукцию фагом Р1 осуществляли соглас-
но методике [11].

Для интеграции ДНК-фрагментов в хромосо-
му E. coli по гомологичной рекомбинации исполь-
зовали хелперную плазмиду pKD46.

Ферментация в пробирках
Штаммы выращивали на чашках с агари-

зованной средой LB в течение 24 ч при 37 °С. 
Для  приготовления инокулята использовали по-
севную среду следующего состава, г/л: дрожже-
вой экстракт (Biospringer, Франция) – 35; глю-
коза – 2,5; NaCl – 2,5; KH2PO4 – 2,5. В пробирки 
объемом 50  мл, с рабочим объемом 2 мл посев-
ной среды вносили биомассу клеток до стартово-
го значения ОП660 0,1 ед. Пробирки инкубирова-
ли на роторной качалке в течение 5 ч. при 37 °С и 
скоростью перемешивания 220 об./мин. 

Для основного процесса ферментации ис-
пользовали среду следующего состава, г/л: глю-
коза (Roquette Freres, Франция) – 40; (NH4)2SO4 
(Химмед, Россия) – 30; кукурузный экстракт 
(Roquette Freres, Франция) – 10; KH2PO4 (Хим-
мед) – 2,5; MgSO4·7H2O (Химмед) – 2; лимон-
ная кислота (Sigma, США) – 0,192; FeSO4·7H2O 
(Химмед) – 0,03; MnSO4·H2O (Химмед) – 0,021; 
СаСО3 (Sigma)  – 20; рН 7,0. Растворы глюко-
зы с концентрацией 400 г/л, раствор MnSO4·H2O 
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Рис. 1. Схема биосинтеза разветвленных аминокислот. Названия ферментов заменены обозначениями кодирующих 
генов. Черным цветом обозначены реакции, проходящие в штаммах дикого типа в условиях аэробного роста на среде с 
глюкозой; серым цветом – реакции, не протекающие в этих условиях. Ген cimA является гетерологичным (см. коммен-
тарии в тексте). Acet-CoA – ацетил-кофермент; Ala – аланин; Cit-Mal – цитратмалат; Citrac – цитраконат; DMC – диме-
тилцитраконат; Glu – глютамат; Ile – изолейцин; Leu – лейцин; NADH – никотинамидадениндинуклеотид; NADPH – 
никотинамидадениндинуклеотидфосфат; Pyr – пируват; Thr – треонин; Val – валин; α,β-DHIV – α,β-дигидрокси-изо-
валерат; α,β-DH-β-MV – α,β-дигидрокси-β-метилвалерат; α-AB-α-E – α-аминобутеноат; α-Acet-Lact – α-ацетолактат; 
α-Acet-α-HB – α-ацето-α-гидроксибутират; α-IB – α-иминобутаноат; α-IPM – α-изопропилмалат; α-KB – α-кетобути-
рат; α-KG – α-кетоглутарат; α-KIC – α-кето-изокапроат; α-KIV – α-кето-изовалерат; α-K-β-MV – α-кето-β-метилвале-
рат; β-IPM – β-изопропилмалат; β-M-Mal – β-эритро-метилмалат

Fig. 1. The scheme of branched amino acids biosynthesis. Black color indicates reactions occurring in wild-type strains un-
der aerobic growth conditions on a medium with glucose. Gray color indicates reactions that do not occur under these condi-
tions. The cimA gene is heterologous (see comments in the text). Acet-CoA – acetyl coenzyme A; Ala – alanine; Cit-Mal – cit-
ramalate; Citrac – citraconate; DMC – dimethyl citraconate; Glu – glutamate; Ile – isoleucine; Leu – leucine; NADH – Nic-
otinamide adenine dinucleotide; NADPH – Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; Pyr – pyruvate; Thr – threonine; 
Val – valine; α,β-DHIV – α,β-dihydroxy-isovalerate; α,β-DH-β-MV – α,β-hydroxy-β-methylvalerate; α-AB-α-E – α-amino-
but-α-enoate; α-Acet-Lact – α-acetolactate; α-Acet-α-HB – α-aceto-α-hydroxybutyrate; α-IB – α-iminobutanoate ; α-IPM – 
α-Isopropylmalate;  α-KB – α-ketobutyrate; α-KG – α-ketoglutatrate; α-KIC – α-keto-isocaproate; α-KIV – α-keto-isovaler-
ate; α-K-β-MV – α-keto-β-methyl-valerate; β-IPM – β-isopropylmalate; β-M-Mal – β-erythro-methylmalate
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Т а б л и ц а  1
Штаммы, используемые в работе
Strain used in the work

Штамм Генотип Источник
XL1-Blue recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR1,7 supE4,4 relA,1 lac, [F′proAB, lacIqZΔM15, 

Tn10 (Tetr )]
ВКПМ

MG1655 ilvG-, rfb-50, rph-1, ВКПМ

MG1655Z1 rph-1, lacIq, PN25-tetR, SpR [15]
B-632 supE, ∆lacI, ∆tdh, Ptac-thrAfbrBC, ∆poxB-ltaE(MGF-016), ∆ybiV, ∆sstT, ∆tdcBCDE, 

∆ytfG-Ptrc-pycA
ВКПМ

В-849 supE, Ptac-thrAfbrBC, ∆ilvA::∆ilvA::λattL-SpR-λattR ВКПМ
В-926 supE, ∆lacI, ∆tdh, Ptac-thrAfbrBC, ∆poxB-ltaE(MGF-016), ∆ybiV, ∆sstT, ∆tdcBCDE, 

∆ytfG-Ptrc-pycA, ∆ilvA::λattL-SpR-λattR
Настоящая 

работа

B-1044 supE, ilvA442, tdh::Tn5, Pthr-thrA∆BC, ∆tdcBCDE, ∆sstT ВКПМ
В-1091 supE, ilvA442, tdh::Tn5, Pthr-thrA∆BC, ∆tdcBCDE,  

∆sstT, ∆yiaY::λattL-SpR-λattR -Ptrc-cimA-TrrnB
Настоящая 

работа

В-1122 supE, ∆lacI, ∆tdh, Ptac- thrAfbrBC, ∆poxB-ltaE(MGF-016), ∆ybiV, ∆sstT, ∆tdcBCDE, 
∆ytfG-Ptrc-pycA, ∆ilvA::λattB

То же

В-1127 supE, ∆lacI, ∆tdh, Ptac- thrAfbrBC, ∆poxB-ltaE(MGF-016), ∆ybiV, ∆sstT, ∆tdcBCDE, 
∆ytfG-Ptrc-pycA, ∆ilvA::λattB, ∆yiaY:: λattL-SpR-λattR-Ptrc (phi10)-cimA-TrrnB 

» »

B-1201 supE, ∆lacI, ∆tdh, Ptac- thrAfbrBC, ∆poxB-ltaE(MGF-016), ∆ybiV, ∆sstT, ∆tdcBCDE, 
∆ytfG-Ptrc-pycA, ∆ilvA::λattB, ∆yiaY::cat-sacB-tetR-PLtetO-1(phi10)-cimA-TrrnB

» »

Т а б л и ц а  2
Плазмиды, используемые в работе
Plasmids used in the work

Плазмида
Длина плазмиды, тпн, 

(маркеры устойчивости  
к анктибиотикам)

Репликон Основные элементы Источник

pKD46 6,3 (AmpR Ts) pSC101 araC, bla, Para-gamma, beta,exo [13]

pZE21lux 9,5 (KmR) colE1 aphA, T(0), PLtetO-1-lux operon [14]

pICA 5,8 (AmpR CmR SacBS) pMB1 bla, λattR-cat-λattL [16]

pMW118-λattR-
cat-λattL

5,8 (AmpR CmR) pSC101 bla, cat, sacB [16]

pMW118-λattL-
cat-λattR-TrrnB

5,6 (AmpR CmR) pSC101 bla, λattR-cat-λattL- TrrnB [17]

pINT-xis 5,9 (AmpR) pSC101 ts Bla, Prm-xis,-int [18]
pZA31MCS 2,1 (CmR) p15A PLtetO-1, TrrnB T1, cat-T(0) Expressys, 

Германия

pZE21 2,2 (KmR) colE1 aphA, T(0), PLtetO-1 » »

p-cimA-1 4,4 (AmpR) pMB1 bla, cimA IDT Integrated DNA 
Technologies, США

pMW118 4,2 kb (AmpR) pSC101 bla Nippon Gene, 
Япония

pACYC184 4,2 (TcR CmR) p15A cat, tetA ВКПМ
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Т а б л и ц а  2  ( О ко н ч а н и е )

Плазмида
Длина плазмиды, тпн, 

(маркеры устойчивости  
к анктибиотикам)

Репликон Основные элементы Источник

pBTB-1 3,8 kb (AmpR) pMB1 araC, PBAD, bla » »

pUC19 2,7 kb (AmpR) pMB1 bla » »
pISA 6,1 (AmpR  SpR) pSC101 bla, aadA Настоящая 

работа

pMW-λattL-SpR-
λattR-Ptrc(phi10)-
cimA-TrrnB

7,5 (AmpR  SpR) pSC101 bla, λattL-aadA-T(0)-λattR-TrrnB, 
Ptrc(phi10)-cimA-TrrnB

» »

pMW-λattL-SpR-
λattR-TrrnB

5,8 (AmpR  SpR) pSC101 Bla, λattL-aadA-T(0)-λattR-TrrnB » »

pUC19-TsoxR 2,8 (AmpR) pMB1 bla, TsoxR » »

pUC-cat 3,4 (AmpR CmR) pMB1 bla, cat » »

pLtet1 4,1 (SpR) pSC101 PN25-tetR, aadA-T(0) » »
pLtet2 4,3 (SpR) pSC101 PN25-tetR, aadA-T(0), PLtetO-1,  

TrrnB T1
» »

pLtet9 2,6 (KmR) colE1 aphA, T(0),  
PLtetO-1-cat (EcoRI/BamHI)

» »

pLtet10 2,9 (KmR CmR ) colE1 aphA, T(0), PLtetO-1-cat » »

pLtet11 4,0 (SpR) pSC101 PN25-tetR, TsoxR, aadA-T(0), TrrnB 
T1

» »

pLtet12 4,1 (SpR CmR ) colE1 PN25-tetR-TsoxR, aadA-T(0), TrrnB 
T1, PLtetO-1-cat

» »

pLtet13 3,4 (SpR) colE1 PN25-tetR-TsoxR, aadA-T(0), TrrnB 
T1, PLtetO-1

» »

pLtet14 5,4 (CmR SacBS) colE1 PN25-tetR-TsoxR, cat-sacB-T(0), 
TrrnB T1, PLtetO

» »

с концентрацией 2,1 г/л, и 1М раствор MgSO4·7H2O 
стерилизовали отдельно автоклавированием при 
121 °С в течение 40 мин. Отдельно готовили во-
дный раствор FeSO4·7H2O с концентрацией 2 г/л. 
Для полного растворения сульфата железа в рас-
твор вносили серную кислоту до рН 2,0. Получен-
ный раствор стерилизовали фильтрованием через 
мембрану диаметром пор 22 мкм. Навески СаСО3 
по 40  мг стерилизовали автоклавированием при 
121 °С в течение 40 мин в стеклянных пробирках 
объемом 50 мл. Непосредственно перед фермен-
тацией в стерильной емкости смешивали все ком-
поненты среды и разливали по 2 мл в пробирки с 
навесками мела.

Затем в пробирки с ферментационной средой 
засевали инокулят до ОП660 0,1 ед. Клетки куль-
тивировали в течение 24 ч при 37 °С на роторной 
качалке со скоростью 220 об./мин. По окончании 

ферментации концентрацию накопленного в сре-
де L-треонина определяли методом ВЭЖХ с по-
мощью прибора Waters 2695 (Alliance, США).

Ферментация штаммов в ферментерах 
Культуру клеток выращивали на чашках с ага-

ризованной LB-средой течение 24 ч при 37  °С. 
Для  приготовления инокулята использовали по-
севную среду такую же, как для выращивания по-
севного материала для пробирочной ферментации. 
В  качалочные колбы объемом 750 мл с рабочим 
объемом 15 мл посевной среды вносили суспен-
зию клеток до получения ОП660 0,1 ед. Колбы ин-
кубировали на качалке при скорости 220 об./мин и 
при температуре 37 °С до достижения ОП660 5–6 ед.

Для выращивания посевного материала в фер-
ментере КФ-103 (объем 3 л) («Проинтех», Россия) 
готовили посевную среду следующего состава, г/л: 



47Биотехнология  2019  Т. 35  № 4

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ АЛЬТЕРНАТИВНОГО ПУТИ СИНТЕЗА ИЗОЛЕЙЦИНА

глюкоза – 60; кукурузный экстракт – 12; KH2PO4 – 
1,25; (NH4)2SO4 – 1; MgSO4·7Н2О  – 1; пенога-
ситель Бреокс (Волгохимнефть)– 0,5; лимонная 
кислота – 0,14; FeSO4·7Н2О – 0,03; MnSO4·Н2О – 
0,021. Смешивали все компоненты среды, за ис-
ключением глюкозы, стерилизовали в ферментере 
автоклавированием в течение 40 мин при 121 °С. 
Отдельно стерилизовали раствор моногидрата 
глюкозы с концентрацией 770 г/л. После остыва-
ния среды в ферментер вносили 92 мл стерильно-
го раствора моногидрата глюкозы. Засевали ино-
кулят, выращенный в колбах, до стартового значе-
ния ОП660 0,003 ед.

Культивирование проводили в ферментере с ра-
бочим объемом 1 л при 39 °С, при перемешивании 
700 об./мин, при аэрации 1,0 л/мин, при рН 6,9 с 
титрованием 25% (об.) водным аммиаком. Культи-
вирование проводили до достижения ОП660 25 ед.

Биосинтез L-треонина 

Основной процесс биосинтеза выполняли в 
среде следующего состава, г/л: глюкоза – 15; ку-
курузный экстракт – 10; KH2PO4 – 2,5; MgSO4× 
×7Н2О – 1,5; FeSO4·7Н2О – 1,03; (NH4)2SO4 – 0,5; 
пеногаситель Бреокс – 0,5; MnSO4·Н2О – 0,021. 
Смешивали в ферментере все компоненты, кро-
ме глюкозы, и стерилизовали автоклавировани-
ем в течение 40 мин при 121 °С. После остывания 
среды вносили в ферментер 23 мл стерильного 
раствора моногидрата глюкозы с концентрацией 
770  г/л. Посевную культуру, выращенную в по-
севном ферментере, вносили до расчетного значе-
ния ОП660 2 ед.

Культивирование проводили при 33 °С с на-
чальным рабочим объемом среды 1 л, при на-
чальной скорости перемешивания 500 об./мин, 

Т а б л и ц а  3
Праймеры, используемые в работе
Primers used in the work

Праймер Последовательность 5´- >3´
SpecmycF AACAGACATCGATGCTAGCGGCGCTTTAGTTTTGTTCCG
SpecmycR ACAAGCCCATGGGATTTTGGTCATGACTAGTGC

yiaYinsF-new ATCCTCAGTAAGCTGCCCGCCCTTTTTTACACTTTCAGGAGTGTGTTATGTCCCT 
GCAGGTCGACTAGA

yiaYinsR-new AGTTGAAAAAGCGGCTAACAATTTGCCAGCCGTTGTGGAAATGATGATTACCAA 
GCTGCAAAAAGAGTTT

NotPn25f AACGCGGCCGCTGTAAGTTAGCGCGAATTGTC
Pn25r CTAATCTAGACATATCTATTCGGGGCGGGATTT
TetRf GCCCCGAATAGATATGTCTAGATTAGATAAAAGT
TetRaatR CATCCGGATATCGACGTCTAAGAGCGCAAGGTGATTTTTGTCTT
aadAaatF CTTAGACGTCGATATCCGGATG
t0-3resR GTTAGCGGCCGCATTAATCTTACTGTACAAGTGCTTGGATTCTCACCAATAA
BspLtetFnew GAATGTACACTTTCGTCTTCACCTCGAGT
VspTrrnR GCATTAATATAAAACGAAAGGCCCAGTCTT

RBScatF GACCGAATTCATTAAAGAGGAGAGGTCTCAAATGGAGAAAAAAATCACTGG 
ATATAC

catXmaR TAGCACGCGTCCTAGGTCTCGCTTACGCCCCGCCCTG
Sox-F AGTCAGACGTCGATATCATTCAGGACGAGCC
Sox-R ATGCAGACGTCCCGCGGAACAAAACTAAAGC
tetunioF GCCCAGTAGTAGGTTGAGGTAGTGCTTGGATTCTCACC

tetunioR ATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGGAAACCGTTGT 
GGTCTCCCTTGCTCAGTATCTCTATCACT

cimAuniR *(phi10) CTCTCAAAGTTACGTCTAAAATTTCCAATCGGGTTTCCACTTTCGTCATATGTATA 
TCTCCTTCTTAAA

cimAtetF ATCCTCAGTAAGCTGCCCGCCCTTTTTTACACTTTCAGGAGTGTGTTATGTAGTG 
CTTGGATTCTCACC
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аэрации 1,0 л/мин, при рН 6,9 с титрованием 25% 
(масс.) водным аммиаком. Значение рО2 поддер-
живали на уровне 20% с использованием каскад-
ной регулировки скорости вращения мешалки до 
1200 об./мин.

Для подпитки готовили раствор моногидрата 
глюкозы с концентрацией 51,1% (мас.), раствор 
стерилизовали автоклавированием отдельно в те-
чение 30 мин при 121 °С. По исчерпании глюко-
зы в ферментационной среде начинали подпитку 
со скоростью 3,47 г глюкозы/(ч∙л нач. объема), да-
лее непрерывно увеличивали скорость до 13,8 г 
глюкозы/(ч·л нач. объема) в течение 14 ч. Затем 
скорость подачи поддерживали на уровне 13,8 г 
глюкозы/(ч∙л нач. объема) до окончания процес-
са. Культивирование продолжали в течение 36 ч. 
По окончании процесса количество накопленного 
в среде L-треонина определяли методом ВЭЖХ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Интеграция гена cimA Leptospira interrogans 
в хромосому E. coli с одновременной 
инактивацией в ней гена yiaY 

Нуклеотидная последовательность гена cimA 
L. interrogans serovar Lai (Genebank DQ 978311.1 
GI: 1166646701) была синтезирована вместе с 
промотором Ptrc и 5'-UTR phi10 (IDT Integrated 
DNA Technologies, США) и клонирована в соста-
ве плазмиды p-cimA-1. Конструкция ограничена 
сайтами для клонирования BamHI и Acc65I.

Ген устойчивости к спектиномицину aadA был 
амплифицирован по праймерам SpecmycF, Spec-
mycR, матрицей послужила хромосома штам-
ма MG1655Z1. ПЦР продукт рестрицировали по 
Bsu15I и NcoI и лигировали с плазмидой pMW118-
λattR-cat-λattL, обработанной сходным образом. 
В результате была получена плазмида pISA.

Ранее описанная в литературе плазмида 
pMW118-λattR-cat-λattL-TrrnB была рестрициро-
вана по BglII и XbaI, липкие концы были зачище-
ны Pfu полимеразой. В полученный вектор кло-
нирован фрагмент рестрикции плазмиды pISA, 
обработанной по Acc65I, PaeI и Pfu полимера-
зой для удаления липких концов, несущий маркер 
устойчивости к спектиномицину, фланкирован-
ный λattL и λattR сайтами. Результирующая плаз-
мида pMW-λattL-SpR-λattR-TrrnB была обработа-
на эндонуклеазами рестрикции BamHI / Acc65I 
и лигирована с продуктом рестрикции плазми-
ды p-cimA-1, обработанной сходным образом. 
Сконструированная плазмида была названа pMW- 
λattL-SpR-λattR -Ptrc(phi10)-cimA-TrrnB.

Интегративную конструкцию для одновре-
менной инактивации гена yiaY и сверхэкспрессии 
гена cimA получали путем амплификации методом 
ПЦР с плазмиды pMW-λattL-SpR-λattR-Ptrc(phi10)-
cimA-TrrnB по праймерам: yiaYinsF-new, yiaY-
insR-new. Праймеры содержат на 5´-конце по 
50  н.о., комплементарных последовательностям 
выше и ниже положения гена yiaY, включая старт- 
и стоп-кодоны. Полученной кассетой, размером 
3970 пн, трансформировали компетентные клетки 
штамма B1044/pKD46. Трансформантов отбира-
ли на чашках с добавлением канамицина и спек-
тиномицина. Присутствие целевой вставки под-
тверждали методом ПЦР. Клон с подтвержденным 
генотипом был обозначен В-1091. После интегра-
ции кассеты от ORF гена yiaY в хромосоме оста-
вались старт- и стоп-кодоны. Схема локуса гена 
yiaY после интеграции кассеты ∆yiaY::λattL-SpR-
λattR-Ptrc(phi10)-cimA-TrrnB приведена на рис. 2.

Инактивация гена ilvA в хромосоме  
штамма-продуцента треонина

Ранее в ГосНИИгенетика был сконструирован 
штамм продуцент L-треонина E. coli В-632 (табл. 1). 
В указанном штамме инактивированы три гена, 
участвующие в деградации треонина, кодирующие 
треониндегидрогеназу (∆tdh), треонинальдолазу 
(∆ltaE) и треониндеаминазу (∆tdcB). Также в штам-
ме сверхэкспрессированы гены треонинового опе-
рона с десенсибилизирующей мутацией под силь-
ным конститутивным промотором (Ptac-thrAfbrBC), 
экспрессирована пируваткарбоксилаза (∆ytfG-Ptrc-
pycA), инактивированы пути транспорта треонина 
внутрь клетки (∆sstT, ∆tdcC) и удален ген, кодиру-
ющий пируватоксидазу (∆poxB). Все перечислен-
ные модификации были направлены на повышение 
биосинтеза треонина, инактивацию боковых путей 
метаболизма и блокирование транспорта аминокис-
лоты внутрь клетки. Благодаря их наличию штамм 
является продуцентом и перспективным штаммом 
хозяином для дальнейших модификаций. 

Для повышения продуктивности в штамме 
был инактивирован основной путь деградации 
L-треонина, осуществляемый треониндеамина-
зой IlvA. В геном штамма была внесена интегра-
тивная кассета ilvA::λattL-SpR-λattR посредством 
трансдукции фагом Р1. В качестве донора ДНК 
использовали клетки штамма В-849. Трансдук-
тантов отбирали на агаризованной среде с добав-
лением спектиномицина. Высев трансформантов 
на минимальную среду М9 подтвердил нали-
чие ауксотрофности по изолейцину. Отобранный 
штамм был обозначен как В-926. Для удаления 
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кассеты с селективным маркером, компетентные 
клетки штамма В-926 трансформировали плазми-
дой pINT-xis. Трансформантов отбирали по устой-
чивости к ампициллину, затем высевали методом 
реплик на среду с добавлением и без добавле-
ния спектиномицина. В клонах, чувствительных 
к спектиномицину, произошло выщепление мар-
кера устойчивости по att-сайтам фага λ. Потерю 
маркеров также подтверждали методом ПЦР.

Элиминацию плазмиды pINT-xis проводили 
рассевом клонов на среде без добавления анти-
биотиков при 37 °С. Отобранный клон, чувстви-
тельный к ампициллину и спектиномицину, был 
назван В-1122. В нем инактивированы четыре 
гена, участвующие в деградации треонина: ∆tdh, 
∆tdcB, ∆ltaE, ∆ilvA. Полный генотип штамма 
В-1122 – [supE, ∆lacI, ∆tdh, Ptac-thrAfbrBC, ∆poxB-
ltaE(MGF-016), ∆ybiV, ∆sstT, ∆tdcBCDE, ∆ytfG-
Ptrc-pycA, ∆ilvA::λattB].

Экспрессия гена cimA под конститутивным 
промотором в штамме-продуценте L-треонина

Для сверхэкспрессии гена cimA под регуля-
цией конститутивного промотора Ptrc в штам-
ме В-1122 конструкция ∆yiaY::attL-SpR-attR-
Ptrc(phi10)-cimA-TrrnB была перенесена трансдук-
цией фагом Р1 из хромосомы выше описанного 
штамма В-1091. Отбор трансдуктантов проводи-

ли на чашках со средой LA с добавлением спекти-
номицина. Подтверждение генотипа отобранных 
клонов проводили методом ПЦР.

Таким образом, был получен штамм-проду-
цент, обозначенный как B-1127 (см. табл. 1), у 
которого были  инактивированы все известные 
гены, участвующие в деградации треонина, в 
том числе ген ilvA, а в хромосому был интегри-
рован ген cimA, экспрессирующий под конститу-
тивным промотором цитрамалатсинтазу из Lepto-
spira interrogans [supE, ∆lacI, ∆tdh, Ptac- thrAfbrBC, 
∆poxB-ltaE(MGF-016), ∆ybiV, ∆sstT, ∆tdcBCDE, 
∆ytfG-Ptrc-pycA, ∆ilvA::λattB, ∆yiaY:: λattL-SpR-λat-
tR-Ptrc (phi10)-cimA-TrrnB].

Клоны были посеяны методом реплики на 
чашках с агаризованной минимальной средой М9 
с добавлением (50 мг/л) и без добавления изолей-
цина. Все проверенные клоны оказались прототро-
фами по изолейцину; подтверждено, что экспрес-
сия гена cimA комплементирует ауксотрофность 
по изолейцину, вызванную делецией гена ilvA.

В пробирках была проведена сравнительная 
ферментация полученных штаммов В-632, В-926 
и В-1127, как описано в разделе Условия экспери-
мента (рис. 3). 

Как видно из рис. 3, делеция гена ilvA значи-
тельно увеличивает продукцию треонина с 11,5 до 
14,4 г/л при культивировании в ферментационной 

Рис. 2. Схема интеграции гена cimA L. interrogans в хромосому E. coli с одновременной инактивацией в ней гена yiaY: 
1 – схема нативного локуса yiaY; 2 – схема интегративной конструкции для экспресси cimA под конститутивным промо-
тором Ptrc; 3 – схема делеции локуса yiaY (∆yiaY::λattL-SpR-λattR-Ptrc(phi10)-cimA-TrrnB). Стрелки – сайты отжига прай-
меров, незакрашенные области – гомологичные последовательности ДНК, по которым прошла рекомбинация

Fig. 2. The scheme of cimA L. interrogans integration into E. coli chromosome with simultaneous inactivation of yiaY: (1), 
the scheme of the native yiaY locus; (2), the scheme of an integrative construction for expressing cimA under constitutive 
promoter Ptrc; (3), scheme of deletion yiaY locus (∆yiaY::λattL-SpR-λattR-Ptrc (phi10)-cimA-TrrnB). The arrows indicate the 
sites of primer annealing, the open areas indicate homologous DNA sequences

aldByiaY

∆yiaY
ATG

∆yiaY
TAA

yiaYinsR-new

yiaYinsF-new

selB

1

2

3

attR T(0)

T(0)

attL

attL

Ptrc
TrrnB

TrrnB

cimA

cimA

SDphi10

SDphi10
Ptrc

Sp

SpattR
selB aldB



50

ВЫБОРНАЯ и др.

Biotechnology  2019   V. 35   No. 4

среде без добавления изолейцина, и с 10,9 до 
15,1 г/л при внесении изолейцина в концентрации 
50 мг/л. Однако при сверхэкспрессии гена cimA в 
штамме с делецией гена ilvA наблюдалось значи-
тельное снижение уровня биосинтеза аминокис-
лоты. Можно предположить, что сверхэкспрессия 
гена цитрамалатсинтазы под контролем сильно-
го конститутивного промотора приводит к излиш-
нему оттоку пирувата на синтез изолейцина, что 
уменьшает общую конверсию глюкозы в треонин. 
Для проверки этого предположения были скон-
струированы штаммы, в которых транскрипция 
гена cimA осуществлялась под контролем регули-
руемого промотора.

Конструирование матричной плазмиды  
для регулируемой экспрессии генов

Для регулируемой экспрессии гена cimA был 
выбран промотор PLtetO-1,ввиду его хорошо изу-
ченного механизма регуляции транскрипции [19]. 
Промотор характеризуется строгой зависимостью 
количества синтезируемой мРНК от концентрации 
индуктора. В качестве индуктора применяют анги-
дротетрациклин (АТс), который связывается с бел-
ком-репрессором TetR. В отсутствие или при низ-
кой концентрации АТс в клетке белок-репрессор 
обратимо соединяется с оператором tetO1 и пре-
пятствует транскрипции с промотора PLtetO-1. Таким 
образом, конструирование штаммов, в которых 
транскрипция гена cimA осуществляется под кон-
тролем регулируемого промотора, предполагает 
не только замену нативного промотора на PLtetO-1, 

а также введение в геном tetR. Была разработана 
универсальная матричная плазмида pLtet14 для 
регулируемой экспрессии различных генов E. сoli 
(рис. 4), схема конструирования которой приведе-
на в электронном виде в дополнительном матери-
але к статье (рис. S1 (Дополнительный материал)).

Кассету SC-tetR-PLtetO-1 для индуцируемой экс-
прессии генов получали посредством ПЦР-ам-
плификации с матричной плазмиды по прайме-
рам, гомологичным промоторной области ис-
следуемого гена. Праймеры подбирали таким 
образом, чтобы кассета встраивалась непосред-
ственно перед старт-кодоном исследуемого гена. 
При необходимости в последовательность прай-
мера, комплементарного промотору PLtetO-1, до-
бавляли различные SD-последовательности. Ген 
cat, обеспечивающий устойчивость к хлорамфе-
николу, позволил отобрать трансформанты, несу-
щие интегративную кассету SC-tetR-PLtetO-1. Кассе-
та могла быть удалена из хромосомы посредством 
гена sacB – маркера негативной селекции.

Экспрессия гена cimA под контролем 
регулируемого промотора в штамме 
продуценте L-треонина

Для оптимизации уровня экспрессии гена 
cimA были сконструированы штаммы, в которых 
перед старт-кодоном гена cimA была интегриро-
вана кассета, содержавшая промотор PLtetO-1, 5´-не-
транслируемую область гена phi10 фага T7, ре-
прессор tetR и два селективных маркера – cat, 
sacB. Схема делеции локуса ∆yiaY::SC-tetR-PLtetO-1 

(phi10)-cimA-TrrnB показана на рис. 4 (ч. 3). Пер-
вичную матрицу для экспрессии гена cimA полу-
чили амплификацией по паре праймеров tetunioF 
и tetunioR, в качестве матрицы для ПЦР использо-
вали ДНК плазмиды pLtet14. 

Вторым раундом ПЦР по праймерам 
cimAuniR*(phi10) и cimAtetF были добавлены к 
кассете участки гомологии длиною по 50 пн выше 
и ниже гена yiaY. Полученным ПЦР продуктом 
трансформировали компетентные клетки штам-
ма B-1127/pKD46. Трансформантов отбирали на 
чашках с агаризованной средой LB c добавлени-
ем хлорамфеникола. В результате трансформации 
были отобраны три клона, которые провере-
ны ферментацией треонина в пробирках при 
концентрациях ATc 0, 10, 200 нг/мл (рис. 5).  

Рис. 3. Результаты ферментации треонина в пробир-
ках штаммов В-632, В-926 и В-1127 с добавлением 
(50 мг/л) и без добавления изолейцина в фермента-
ционную среду. По результатам пяти независимых 
повторностей определены средние значения и стан-
дартное отклонение продукции треонина

Fig. 3. The results of threonine fermentation of tstrains 
B-632, B-926 and B-1127 in test tubes with and without 
addition (50 mg/L) of isoleucine. Based on the results 
of five independent replications, the mean and standard 
deviation of threonine production was determined
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В  зависимости от степени индукции экспрес-
сии гена cimA продукция треонина менялась: при 
низкой концентрации индуктора она была повы-
шена, но при внесении высокой его концентра-
ции (200  нг/мл) она могла оставаться прежней 
(клон 1) или немного снижаться (клон 2), или не-
много повышаться (клон 3).

Именно клон 2 выбран для дальнейшей 
работы, ему присвоен номер В-1201. Гено-
тип штамма – [supE, ∆lacI, ∆tdh, Ptac- thrAfbrBC, 
∆poxB-ltaE(MGF-016), ∆ybiV, ∆sstT, ∆tdcBCDE, 
∆ytfG-Ptrc-pycA, ∆ilvA::λattB, ∆yiaY::cat-sacB-tetR- 
PLtetO-1(phi10)-cimA-TrrnB].

Результаты ферментации штамма В-1201 в 
ферментере приведены на рис. 6. Согласно по-
лученным данным при концентрации индуктора 
25–50 нг/мл достигается максимальное значение 
продукции треонина (рис. 6b). Максимальный уро-
вень конверсии треонина получен при ATc 25 нг/мл 
(рис. 6c). При увеличении концентрации индукто-
ра, продукция треонина снижается, при этом воз-
растает оптическая плотность культуры (рис. 6a, 
6b).  Полученные данные коррелируют с результа-
тами пробирочной ферментации штамма B-1127, в 
котором ген цитрамалатсинтазы был экспрессиро-
ван под сильным конститутивным промотором Ptrc.
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Рис. 4. Схема интеграции гена cimA L. interrogans под регулируемым промотором в хромосому E. coli с одновремен-
ной инактивацией в ней гена yiaY. 1 – схема плазмиды pLtet14. BpiI/EcoRI (95 пн) – фрагмент плазмиды pZE21, не-
сущий промотор PLtetO-1; EcoRI/BamHI – фрагмент плазмиды pUC-cat, содержащий SD-последовательность гена cat; 
BamHI/Ecl136II (1057 пн) – фрагмент плазмиды pZE21, содержащий  репликон colE1 и терминатор T(0), Ecl136II/
AatII (3141 пн) – фрагмент, несущий маркеры прямой и обратной селекции, гены cat и sacB, соответственно; AatII/
BpiI (88 пн) – фрагмент, несущий терминатор транскрипци TsoxR; BpiI/BpiI (990 пн) – фрагмент содержит репрессор 
terR под промотором PN25; 2 – схема интегративной конструкции для экспрессии cimA под регулируемым промотором 
PLtetO-1; 3 – схема делеции локуса yiaY (∆yiaY::SC-tetR-PLtetO-1(phi10)-cimA-TrrnB). Стрелки – сайты отжига праймеров, 
незакрашенные области – гомологичные последовательности ДНК, по которым прошла рекомбинация 

Fig. 4. The scheme of integration of cimA L. interrogans under regulated promoter into the E. coli chromosome with simul-
taneous inactivation of the yiaY. (1), the scheme of plasmid pLtet14 the plasmid includes the following elements: BpiI/EcoRI 
(95 bp) – a fragment of plasmid pZE21 carrying the PLtetO-1 promoter; EcoRI/BamHI – fragment of the plasmid pUC-cat con-
taining the SD sequence of the cat gene; BamHI/Ecl136II (1057 bp) – a fragment of plasmid pZE21 containing replicon 
colE1 and terminator T(0); Ecl136II/AatII (3141 bp) – fragment carrying markers of direct and negative selection, cat and 
sacB genes, respectively; AatII/BpiI (88 bp) – fragment carrying the TsoxR transcription terminator; BpiI/BpiI (990 bp) – the 
fragment contains the terR repressor under the PN25 promoter; (2), the scheme of an integrative construction for expressing 
cimA under regulated promoter PLtetO-1;(3), the scheme of deletion yiaY locus (∆yiaY::SC-tetR-PLtetO-1(phi10)-cimA-TrrnB) The 
arrows indicate the sites of primer annealing, the open areas indicate homologous DNA sequences



52

ВЫБОРНАЯ и др.

Biotechnology  2019   V. 35   No. 4

Полученные результаты не дают точного от-
вета на вопрос, каким образом сверхэкспрессия 
гена cimA снижает продукцию треонина, и связа-
но ли уменьшение продукции с оттоком пирувата 
на синтез изолейцина или оно вызвано другими 
механизмами в клетке. 

Итак, в настоящей работе успешно про-
демонстрирована возможность использова-
ния альтернативного пути синтеза изолейци-

на в штаммах-продуцентах треонина. С целью 
повышения продуктивности в штамме про-
дуценте B-926 были инактивированы основ-
ные пути биодеградации треонина ΔtdcB, Δtdh, 
ΔltaE, ΔilvA. Несмотря на то, что В-926 явля-
ется ауксотрофом по изолейцину, при культи-
вировании в пробирках для роста и продук-
ции треонина штамму достаточно того количе-
ства изолейцина, который присутствует в среде 
на основе кукурузного экстракта. Однако при 

Рис. 5. Результаты ферментации в пробирках трансформантов с регулируемой экспрессией гена cimA при различных 
концентрациях индуктора ангидротетрациклина (АТс, нг/мл)

Fig. 5. The results of fermentation of transformants with regulated expression of the cimA gene in tubes at various concentra-
tions of the anhydrotetracycline inducer (ATc, ng/mL)
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Рис. 6. Результаты ферментации штамма В-1201 в 
ферментере при различных концентрациях индук-
тора ангидротетрациклина: a – максимальное зна-
чение оптической плотности, ед.; b – концентрация 
треонина в КЖ на финальный час ферментации, 
г/л; c – конверсия глюкозы в треонин на 30-й час 
ферментации, %

Fig. 6. The results of the fermentation of strain B-1201 
in fermenter at various concentrations of the anhydro-
tetracycline (5, 10, 25, 100, 500 ng / mL): (a), the max-
imum value of optical density, U, (b), threonine con-
centration at the final hour of fermentation, g/L, (c), the 
conversion value at 30 hours of fermentation,%
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культивировании в ферментере, когда титр кле-
ток возрастает более чем в 10 раз по сравнению 
с ферментацией в пробирках, для роста кле-
ток не хватает аминокислот, присутствующих 
в среде. При культивировании штамма B-926 в 
ферментере для комплементации ауксотрофно-
сти в среду вносили 0,5 г/л изолейцина (данные 
не представлены).

Для возвращения прототрофности по изолей-
цину в геном штамма был интегрирован гетеро-
логичный ген cimA. С целью подбора оптималь-
ного уровня экспрессии гена cimA была разрабо-
тана система для регулируемой экспрессии генов 
на основе промотора PLtetO-1. Данная система яв-
ляется универсальной и не требует специальной 
подготовки штамма. Регуляция экспрессии целе-
вого гена происходит посредством добавления в 
среду индуктора, ангидротетрациклина. По ре-
зультатам ряда ферментаций проведен подбор 
концентрации индуктора, при которой достига-
ется максимальная продукция треонина, а имен-
но свыше 100 г/л при концентрации ATc 25 нг/мл 
в ферментере. Показано, что увеличение уровня 
сверхэкспрессии гена cimA приводит к увеличе-
нию уровня компенсации ауксотрофности и к пе-
реключению метаболизма с синтеза треонина на 
синтез биомассы. 

Дальнейшие исследования предполагают 
скрининг ферментов цитрамалатсинтаз из раз-
личных источников и направленную модифика-
цию ферментов с целью уменьшения сродства к 
пирувату, а также подбор конститутивных промо-
торов с оптимальным уровнем экспрессии, обе-
спечивающим, максимальное накопление треони-
на в ферментационной среде.
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Abstract – An E. coli strain in which all known pathways of threonine catabolism were inactivated 
(Δtdh, ΔltaE, ΔilvA, ΔtdcB, ΔyiaY) has been constructed. The possibility of an alternative pathway for the 
isoleucine synthesis by expressing heterologous citramalate synthase from Leptospira interrogans in an E. 
coli strain carrying the ΔilvA deletion was demonstrated. It was observed that the cimA overexpression has 
a negative effect on the threonine production. We developed a system for regulated gene expression based 
on the inducible promoter PLtetO and TetR repressor of the tetracycline operon. A threonine producing strain 
B-1201 in which the cimA gene is expressed under the control of the regulated promoter was constructed. A 
correlation of the threonine productivity and the expression level of the cimA gene was shown by culturing 
the B-1201 strain in fermenter. The optimal inductor content for the maximum threonine accumulation was 
also determined.
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