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Замена веществ, получаемых нефтехимическим 
синтезом, продуктами микробных биотехнологий 
является важной частью современных стратегий 
устойчивого развития [1]. В соответствии с данным 
подходом синтез целевых промышленно-значимых 
соединений достигается с использованием направ-
ленно сконструированных микроорганизмов, спо-
собных конвертировать возобновляемое сырье рас-
тительной биомассы в ценные химикаты.

Одними из востребованных химической про-
мышленностью веществ, весьма перспективными 

для их эффективного биотехнологического произ-
водства, являются четырехуглеродные дикарбо-
новые кислоты: фумаровая, яблочная и янтарная. 
Эти соединения могут служить прямой заменой 
малеинового и фталевого ангидридов, использу-
емых в процессах органического синтеза цело-
го спектра производных с высокой добавленной 
стоимостью, которые находят применение в пи-
щевой, фармацевтической и автомобильной от-
раслях промышленности [2]. С биохимической 
точки зрения, соответствующие дикарбоксилаты 
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Сконструирован и охарактеризован бесплазмидный и безмаркерный штамм-продуцент янтарной 
кислоты Escherichia coli SGM2.0Pyc-int с инактивированными, за счет делеций генов ldhA, poxB, 
ackA, pta и adhE, основными путями смешанного брожения, конститутивно экспрессирующий гены 
aceEF-lpdA оперона, кодирующие компоненты пируватдегидрогеназного комплекса, и обладающий 
интегрированным в хромосому геном pycA Bacillus subtilis, кодирующим пируваткарбоксилазу. 
Исследована способность штамма синтезировать янтарную кислоту в ходе двухстадийной аэробно-
анаэробной ферментации с использованием в качестве субстратов сахаров лигноцеллюлозы. 
В продуктивной анаэробной фазе штамм SGM2.0Рус-int синтезировал янтарную кислоту из глюкозы, 
ксилозы и арабинозы, с молярными выходами, составляющими 1,41 моль/моль, 1,18 моль/моль  
и 1,18  моль/моль, соответственно. Полученный штамм обладает высоким потенциалом для 
разработки эффективных процессов получения янтарной кислоты из сахаров растительной биомассы.
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являются интермедиатами цикла трикарбоновых 
кислот (ЦТК), пути метаболизма, широко распро-
страненного у всех основных известных микро-
организмов. Природными продуцентами яблоч-
ной, фумаровой и янтарной кислот являются гри-
бы Aspergillus flavus, Aspergillus niger [3], Rhizopus 
oryzae [4] и анаэробные бактерии рубца крупно-
го рогатого скота Actinobacillus succinogenes [5], 
Anaerobiospirillum succiniciproducens [6] и Mann-
heimia succiniciproducens [7]. Тем не менее, био-
технологическое применение данных организмов 
ограничено их повышенными требованиями к 
компонентам питательных сред и потенциальной 
опасностью распространения соответствующих 
штаммов среди поголовья сельскохозяйственных 
животных [8]. Вместе с тем, в промышленной 
биотехнологии широкое применение нашла энте-
робактерия Escherichia сoli, наиболее изученный 
на сегодняшний день микроорганизм, в норме яв-
ляющийся симбионтным для человека и окружа-
ющих его представителей сосуществующей фау-
ны. В развитых странах в настоящее время с ис-
пользованием генетически измененных штаммов 
E.  coli реализовано крупнотоннажное производ-
ство, в частности, кормовых аминокислот, ком-
понентов биоразлагаемых пластиков, ферментов, 
лекарственных белков и других востребованных 
рынком продуктов [9, 10].

Ранее мы сконструировали штамм E. coli 
SGM2.0, дефицитный по основным путям сме-
шанного брожения и обладающий повышенной 
анаэробной активностью пируватдегидрогеназно-
го комплекса, способный к эффективной продук-
ции янтарной кислоты при гетерологичной экс-
прессии гена пируваткарбоксилазы Bacillus subti-
lis в составе низкокопийной плазмиды pPYC [11]. 
Однако, строгие нормы регулирования1 допускают 
к использованию в крупнотоннажном производ-
стве лишь безопасные и полностью охарактеризо-
ванные штаммы микроорганизмов, обладающих 
установленной структурой генома и не способные 
обмениваться генетической информацией с тра-
диционной микробиотой, распространенной в ме-
стах их промышленного применения, иными сло-
вами не содержащими плазмид и генов антибиоти-
ческой устойчивости. В качестве перспективных 
субстратов для микробной биотехнологии в на-
стоящее время рассматриваются гидролизаты лиг-
ноцеллюлозы, включающие в качестве основных 
сахаров глюкозу, ксилозу и арабинозу. Биосинте-

тические характеристики штамма-продуцента ян-
тарной кислоты SGM2.0 [pPYC] были определены 
исключительно с использованием глюкозы в каче-
стве единственного источника углерода.

Цель работы – создание бесплазмидного и 
безмаркерного штамма E. coli – продуцента ян-
тарной кислоты, производного SGM2.0, и оценка 
его биосинтетического потенциала при утилиза-
ции сахаров лигноцеллюлозы.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Бактериальные штаммы, плазмиды и среды 
Использованные в работе штаммы и плазми-

ды представлены в Таблице 1. Штамм E. coli K-12 
MG1655 (ВКПМ B-6195) и штамм E. coli MG1655 
Δppc [12], обозначенный как MG Δppc, а также 
ранее сконструированный штамм E. coli SGM2.0 
[11], эффективный продуцент янтарной кислоты, 
обладающий инактивированными путями сме-
шанного брожения и усиленной экспрессией ге-
нов aceEF-lpdA оперона, кодирующих компонен-
ты пируватдегидрогеназного комплекса, были 
использованы в качестве исходных для конструи-
рования всех полученных в работе штаммов. Бак-
терии культивировали в минимальной солевой 
среде М9, содержащей необходимый источник 
углерода, или в богатых средах LB, SOB и SOC 
[13], с добавлением при необходимости ампицил-
лина (100 мкг/мл, ОАО «Синтез», Россия) или 
хлорамфеникола (30 мкг/мл, Sigma, США).

Реагенты
Использовали эндонуклеазы рестрикции 

BglII, XbaI, Т4 ДНК-лигазу и ДНК полимеразу 
Taq (Thermo Scientific, Литва), а также ДНК поли-
меразу Kapa HiFi (Roche, Швейцария). Олигону-
клеотидные праймеры (Табл. 1) синтезировали в 
ООО «Евроген» (Россия). Полученные ПЦР-про-
дукты очищали с помощью электрофореза в ага-
розном геле и выделяли, используя QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen, США). Компоненты пита-
тельных сред, соли и другие реагенты производ-
ства Panreac (Испания) и Sigma (США).

Конструирование штаммов и плазмид
Все хромосомные модификации осуществля-

ли с использованием модифицированной [14] ме-
тодики Даценко и Ваннера [15]. Ген pycA B. subtilis,  

1Нормативная база РФ в области регулирования генно-инженерной деятельности и, в частности использования в промышлен- 
 ном производстве ГММ, является мозаичной и не охватывает всех аспектов данной проблемы как зарубежные аналоги, напри- 
 мер Закон США о контроле токсических веществ (Toxic Substance Control Act) – TSCA [http://www2.epa.gov/laws-regulations/ 
 summary-toxic-substances-control-act]. 
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кодирующий пируваткарбоксилазу, был интегри-
рован в хромосому штамма E. coli, производного 
MG1655, на место гена poxB. Конструирование 
фрагмента ДНК для замены кодирующей обла-
сти гена poxB искусственным генетическим эле-
ментом, содержащим ген cat, кодирующий хло-
рамфениколацетилтрансферазу, фланкированный 
сайтами attL и attR фага лямбда, сильный кон-
ститутивный промотор PL фага лямбда, сайт свя-
зывания рибосом гена pycA и кодирующую об-
ласть гена pycA из B. subtilis, осуществлялось в 
несколько стадий. Первоначально, с помощью 
ПЦР был получен фрагмент ДНК, содержащий 
сайт узнавания BglII, промотор PL, и сайт узнава-
ния XbaI. Использовали праймеры P1 и P2, и ДНК 
фага лямбда в качестве матрицы. Параллельно, 
с использованием праймеров P3 и P4, и плазми-
ды pMW118-(lattL-Cm-lattR) [14], был полу-
чен фрагмент ДНК, содержащий сайт узнавания 
BglII, ген cat, фланкированный аттечмент сайта-
ми фага лямбда, и 36 нуклеотидов, гомологичных 
5’-концевому участку кодирующей области гена 
poxB E. coli. Также был получен фрагмент ДНК, 
содержащий сайт узнавания XbaI, природный 

сайт связывания рибосом и кодирующую область 
гена pycA из B. subtilis, а также 36 нуклеотидов, 
комплементарных 3’-концевой области гена poxB 
E.  coli. В  качестве матрицы при ПЦР использо-
вали хромосомную ДНК штамма B. subtilis 168 и 
праймеры P5 и P6. Полученные фрагменты ДНК 
были обработаны эндонуклеазами рестрикции 
BglII и XbaI и лигированы с использованием Т4 
ДНК-лигазы. Продукт лигирования амплифици-
ровали с использованием праймеров P4 и P6.

Полученный фрагмент ДНК был использован 
для интеграции в хромосому штамма MG Δppc, 
несущего плазмиду-помощник pKD46. Целевые 
клоны отбирали на агаризованной LB среде с хло-
рамфениколом. Плазмиду pKD46 в отобранных 
клонах элиминировали и подтверждали факт на-
личия целевой модификации ПЦР анализом с по-
мощью локус-специфичных праймеров P7 и P8. 
Колонии с подтвержденным фактом интеграции 
гена pycA B. subtilis в локус гена poxB E. coli выра-
щивали на минимальной среде M9 с 0,2% глюко-
зы в качестве единственного источника углерода. 
Индивидуальные клоны штамма MG Δppc Pyc-
int, способные к росту на данной среде, содержа-

Та бл и ц а  1
Использованные штаммы, плазмиды и олигонуклеотидные праймеры.
Strains, plasmids, and oligonucleotide primers used in this study

Объект Генотип / Последовательность Ссылка
Штамм

MG1655 Штамм E. coli дикого типа (ВКПМ B-6195) ВКПМ
MG Δppc E. coli MG1655 Δppc [12]
MG Δppc Pyc-int E. coli MG1655 Δppc, poxB::λattR-cat-λattL-PL-pycABs Данная работа
SGM2.0 E. coli MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, PL-aceEF-lpdA [11]
SGM2.0Pyc-int E. coli MG1655 ∆ackA-pta, poxB::λattB-PL-pycABs, ∆ldhA, ∆adhE,  

PL-aceEF-lpdA (ВКПМ B-13285)
Данная 

работа, ВКПМ
Плазмида

pMW118- 
(lattL-Cm-lattR)

pSC101, bla, cat, λattL-cat-λattR [14]

pKD46 pINT-ts, bla, ParaB-λgam-bet-exo [15]
pMWts-Int/Xis pSC101-ts, bla, PR-λxis-int, cIts857 [16] 
pPYC pMW119 с клонированным геном пируваткарбоксилазы (pycA)  

из B. subtilis
[12]

Праймер
P1 5’-tgcgacagatctctcacctaccaaacaatgccc-3’ Данная работа
P2 5’-agtaattctagaacggccaatgcttcgtttc-3’ » »
P3 5’-ctagtaagatcttgaagcctgcttttttatactaagttgg-3’ » »
P4 5’-catgaaacaaacggttgcagcttatatcgccaaaaccgctcaagttagtataaaaaagctgaac-3’ » »
P5 5’-gacgtttctagaattatattccattcgggtaaggg-3’ » »
P6 5’-ttaccttagccagtttgttttcgccagttcgatcacctctataatctctgaagtcccc-3’ » »
P7 5’-gggagatctgctccttgaaattg-3’ » »
P8 5’-ggccatcatcgcttcgag-3’ » »
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ли ген pycA, кодирующий функционально актив-
ную пируваткарбоксилазу.  В дальнейшем, соот-
ветствие нуклеотидной последовательности pycA 
B. subtilis, интегрированного в хромосому штам-
ма E. coli MG Δppc Pyc-int, природной последо-
вательности соответствующего гена было под-
тверждено секвенированием.

Штамм SGM2.0Pyc-int был получен при вве-
дении соответствующей модификации в хромо-
сому штамма SGM2.0 с помощью неспецифиче-
ской трансдукции фагом Р1 [13]. Удаление мар-
кера, фланкированного att-сайтами фага лямбда, 
из хромосом целевых штаммов, проводили с ис-
пользованием плазмиды pMWts-Int/Xis, как опи-
сано ранее [16].

Трансформацию штамма SGM2.0 плазмидой 
pPYC [12] осуществляли по стандартной методи-
ке [13].

Культивирование штаммов
Для оценки ростовых характеристик клет-

ки штамма SGM2.0Pyc-int выращивали в тече-
ние ночи в 5 мл минимальной среды М9, содержа-
щей 2 г/л глюкозы, при 37 °C. Полученные куль-
туры разбавляли в 10 раз минимальной средой 
М9, содержащей 10 г/л дрожжевого экстракта и/
или 10 г/л углеводного источника углерода (глю-
козы, ксилозы или арабинозы), и выращивали в 
колбах объемом 750 мл при 37 °C на роторной ка-
чалке при 250 об./мин. в течение 6 ч. Оптическую 
плотность растущих культур определяли каждые 
2 часа при длине волны 600 нм.

Для оценки анаэробной продукции янтарной 
кислоты, клетки исследуемых штаммов SGM2.0 
[pPYC] и SGM2.0Pyc-int выращивали в течение 
ночи в минимальной среде М9, содержащей 2 г/л 
глюкозы и 10 г/л дрожжевого экстракта, при 37 °C. 
К 5 мл ночных культур добавляли 45 мл среды 
М9, содержащей 10 г/л дрожжевого экстракта, и 
выращивали в колбах объемом 750 мл при 37 °C 
на роторной качалке при 250  об./мин. в течение 
6 ч. Для дальнейшей оценки утилизации углево-
дного субстрата и продукции метаболитов в усло-
виях анаэробиоза, аэробно накопленную биомас-
су собирали центрифугированием. Осадки ресу-
спендировали в 15 мл среды М9, с концентрацией 
сахаров (глюкозы или ксилозы, или арабинозы) 
50 мМ и NaНСО3 100 мМ. Культуры инкубирова-
ли в течение 24 ч в закрытых крышками пробир-
ках объемом 15 мл при 37 °C на роторной качалке 
при 250 об./мин. В случае штамма SGM2.0 [pPYC] 
среды дополнительно содержали 100 мкг/мл ам-
пициллина. Биомассу клеток отделяли от культу-
ральной жидкости центрифугированием в течение 
10 мин при 10000 g и в полученных супернатан-

тах определяли концентрации секретированных 
метаболитов и остаточных сахаров. Все экспери-
менты повторялись не менее трех раз.

Аналитические методы
Концентрации органических кислот в культу-

ральных жидкостях, освобожденных от биомас-
сы центрифугированием, определяли методом 
ВЭЖХ с использованием системы Waters HPLC 
system (Waters, США). Использовали ион-экс-
клюзионную колонку Rezex ROA-Organic Acid 
H+ (8%) (300 x 7,8 mm, 8 μm, Phenomenex, США). 
В качестве подвижной фазы использовали водный 
раствор серной кислоты (2,5 мМ) со скоростью 
потока 0,5 мл/мин. Детекцию аналитов осущест-
вляли при длине волны 210 нм. Для измерения 
концентрации сахаров, система была укомплекто-
вана рефрактивным детектором Waters 2414 и ко-
лонкой Spherisorb-NH2 (4,6 x 250 mm, 5 μm, Wa-
ters, USA). Подвижной фазой служила смесь аце-
тонитрил/вода (объемное соотношение 75:25) при 
скорости потока 1 мл/мин. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе анаэробной утилизации углеводов 
штаммы E. coli дикого типа реализуют процесс 
смешанного брожения в зависимости от конкрет-
ного источника углерода, приводящий к форми-
рованию, в различных соотношениях, уксусной 
кислоты, этанола, молочной и муравьиной кис-
лот, а также янтарной кислоты. В частности, при 
анаэробном потреблении глюкозы клетки E. coli 
продуцируют, в общем случае, уксусную кислоту, 
этанол, молочную кислоту и муравьиную кислоту 
в соотношении 1:1:2:2, янтарная кислота является 
минорным продуктом, составляющим лишь око-
ло 5% от общего количества секретированных ме-
таболитов [17]. Ключевым предшественником в 
биосинтезе янтарной кислоты по восстановитель-
ной ветви ЦТК является щавелевоуксусная кисло-
та (ЩУК). К ключевым анаплеротическим фер-
ментам бактерий, ответственным за формирова-
ние ЩУК из гликолитических предшественников, 
относятся как карбоксилирующие фосфоенол-
пируват (ФЕП) фосфоенолпируваткарбоксила-
за (КФ 4.1.1.31) и фосфоенолпируваткарбокси-
киназа (КФ 4.1.1.49), так и пируваткарбоксилаза 
(КФ  6.4.1.1), использующая в качестве субстра-
та пировиноградную кислоту [18]. При этом фос-
фоенолпируваткарбоксилаза и пируваткарбокси-
лаза необратимо карбоксилируют соответствую-
щие субстраты с образованием ЩУК, а реакция, 
катализируемая фосфоенолпируваткарбоксикина-
зой обратима. Клетки E. coli природно обладают 
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обоими карбоксилирующими ФЕП ферментами, 
тогда как активность пируваткарбоксилазы у этой 
бактерии отсутствует. В результате, при утилиза-
ции гликолитических субстратов у E. coli основ-
ным анаплеротическим ферментом служит фос-
фоенолпируваткарбоксилаза [18]. С учетом того, 
что фосфоенолпируваткарбоксилаза конкуриру-
ет за общий метаболит предшественник, ФЕП, с 
синтезирующими пировиноградную кислоту гли-
колитическими пируваткиназами PykA и PykF 
(КФ 2.7.1.40), присутствие активности гетероло-
гичной пируваткарбоксилазы должно значитель-
но повышать гибкость и эффективность функцио-
нирования анаплеротических процессов в клетках 
E. coli и способствовать повышенному анаэроб-
ному синтезу янтарной кислоты.

При этом ключевые процессы анаэробной дис-
симиляции пирувата и его прямого производного, 
ацетил-КоА, в клетках E. coli связанны с основ-
ными реакциями смешанного брожения, катали-
зируемыми лактатдегидрогеназой (КФ  1.1.1.28),  
пируватоксидазой (КФ 1.2.5.1), ацетаткиназой 
(КФ 2.7.2.1), фосфотрансацетилазой (КФ 2.3.1.8) 
и бифункциональной алкоголь/альдегиддегидро-
геназой (КФ 1.1.1.1/1.2.1.3). В связи с этим, для 
обеспечения эффективного анаэробного биосин-
теза янтарной кислоты из гликолитического суб-
страта, соответствующие гены ldhA, poxB, ackA, 
pta и adhE были инактивированы в штамме E. coli 
MG1655, тогда как присутствие активности пи-
руваткарбоксилазы в результирующем штамме 
SGM2.0 было обеспечено за счет экспрессии гена 
pycA B. subtilis в составе плазмиды pPYC.

Бесплазмидный и безмаркерный штамм E. coli 
SGM2.0Pyc-int был получен в результате интегра-
ции гена pycA B. subtilis, под контролем сильно-
го конститутивного промотора PL фага лямбда, в 
хромосому родительского штамма на место де-
летированного гена poxB по областям гомологии, 
расположенным непосредственно на 5’- и 3’-кон-
цах кодирующей области соответствующего гена. 
В качестве реципиента первоначально был ис-
пользован штамм MG Δppc с делетированным ге-
ном, кодирующим фосфоенолпируваткарбоксила-
зу. Известно, что ppc мутанты E. coli не способ-
ны к синтезу ЩУК и являются ауксотрофами по 
интермедиатам ЦТК, в результате чего не способ-
ны расти на средах, содержащих в качестве источ-
ников углерода сахара [18]. Наличие в клетках 
штамма MG Δppc гена pycA, кодирующего функ-
ционально активную пируваткарбоксилазу, долж-
но было восстанавливать способность штамма к 
росту на минимальной среде, содержащей глюко-
зу в качестве единственного источника углерода. 
Таким образом, штамм MG Δppc был использо-

ван в качестве реципиента для дальнейшей вери-
фикации функциональной активности гетероло-
гичной пируваткарбоксилазы, кодируемой инте-
грированным в хромосому штамма геном pycA. 
После соответствующей проверки функциональ-
ности пируваткарбоксилазы в полученных инте-
грантах и последующего секвенирования, целе-
вая модификация была перенесена в хромосому 
штамма SGM2.0 в результате трансдукции фагом 
P1, приводя, в итоге, к получению целевого штам-
ма SGM2.0Pyc-int. 

Штамм SGM2.0, предшественник SGM2.0Pyc-
int, был сконструирован для эффективной про-
дукции янтарной кислоты в результате двухста-
дийной ферментации, включающей аэробную 
стадию накопления биомассы и последующую 
анаэробную продуктивную стадию. Таким об-
разом, углеводы лигноцеллюлозных гидролиза-
тов потенциально могли служить для штамма не 
только ключевыми субстратами для их анаэроб-
ной конверсии в целевой продукт покоящейся 
культурой, но и основными источниками углеро-
да и питательными факторами, обеспечивающи-
ми рост штамма в условиях аэрации. В этой свя-
зи, первоначально оценивали ростовые характе-
ристики полученного штамма SGM2.0Pyc-int при 
аэробном культивировании в среде М9, содержа-
щей, в качестве единственного источника углеро-
да, каждый из лигноцеллюлозных сахаров: глюко-
зу, арабинозу или ксилозу.

При культивировании в минимальной со-
левой среде с глюкозой и арабинозой в каче-
стве единственных источников углерода, штамм 
SGM2.0Pyc-int к 6 часам роста достигал поздней 
экспоненциальной фазы, тогда как рост штам-
ма на ксилозе был резко ограничен (Рис. 1а). При 
этом глюкоза выступала в качестве предпочти-
тельного питательного фактора, потребление ко-
торого обеспечивало максимальный рост куль-
туры. Наблюдаемая разница в способности лиг-
ноцеллюлозных шести- и пятичленных сахаров 
поддерживать рост культуры могла объясняться, 
в первую очередь, известным эффектом глюкоз-
ной катаболитной репрессии [19], а также пред-
почтительным потреблением клетками арабино-
зы, в качестве источника углерода, в сравнении 
с ксилозой [20]. С другой стороны, сниженный 
рост штамма на пятичленных сахарах мог быть 
связан с особенностями метаболизма метилглиок-
саля в соответствующем рекомбинанте. Известно, 
что при утилизации пентоз штаммы E. coli дико-
го типа способны к внутриклеточному формиро-
ванию потенциально токсичных количеств метил-
глиоксаля в результате дисбаланса в синтезе три-
озофосфатов [21, 22]. Существуют свидетельства 



8

СКОРОХОДОВА и др.

Biotechnology  2020   V. 36   No. 2

в пользу того, что соответствующий эффект более 
выражен, в частности, у штаммов дефицитных 
по путям смешанного брожения [23]. С учетом 
того, что наблюдаемый рост штамма в минималь-
ной среде и, соответственно, потребление углево-
дного субстрата были резко снижены в случае ис-
пользования в качестве единственного источника 
углерода ксилозы и в меньшей степени арабино-
зы, в дальнейшем оценивали эффект присутствия 
в среде культивирования дрожжевого экстракта, 
как основного ростового фактора, обеспечиваю-
щего формирование биомассы.

При культивировании в среде с дрожжевым 
экстрактом рост штамма SGM2.0Pyc-int был бо-
лее выражен в присутствии любого из использо-
ванных сахаров (рис. 1b). Накопление биомассы 
штаммом было сравнимо высоко в случае глю-
козы и арабинозы и лишь незначительно сниже-
но в случае ксилозы. Таким образом, наличие в 
среде дрожжевого экстракта не только обеспечи-
вало рост культуры, но снижало эффект остаточ-
ной катаболитной репрессии, способствуя ути-
лизации штаммом пятичленных сахаров. Можно 
было ожидать, что в результате аэробного выра-
щивания штамма SGM2.0Pyc-int в присутствии 
дрожжевого экстракта, последующее потребление 
пятичленных сахаров штаммом в продуктивной 
анаэробной фазе не будет подвержено негативно-
му влиянию катаболитной репрессии. При этом 
с учетом того, что конверсия сахаров в целевой 
продукт предпочтительней их расхода на поддер-
жание роста, биомассу штамма SGM2.0Pyc-int и 

контрольного штамма SGM2.0 [pPYC] для после-
дующей анаэробной продукции янтарной кисло-
ты накапливали в дальнейшем при аэробном куль-
тивировании в среде, содержащей только дрожже-
вой экстракт в качестве питательного субстрата.

Первоначально оценивали способность штам-
ма SGM2.0Pyc-int к анаэробной конверсии в це-
левой продукт, янтарную кислоту, традиционно-
го субстрата микробной биотехнологии – глю-
козы. В  качестве контроля использовали штамм 
прототип SGM2.0 [pPYC]. Поскольку последова-
тельности биохимических реакций, ответствен-
ные за анаэробное формирование янтарной кис-
лоты у штаммов идентичны, соответствующие 
рекомбинанты обладают одинаковым значени-
ем максимального теоретического выхода целе-
вого продукта, составляющим в случае глюкозы 
1,66  моль/моль [24]. Ранее сконструированный 
штамм SGM2.0 [pPYC] характеризуется высоким 
значением экспериментально достигаемого коэф-
фициента анаэробной конверсии глюкозы в ян-
тарную кислоту, ~1,42 моль/моль, составляющим 
85% от штамм-специфичного теоретического мак-
симума. Полученный бесплазмидный и безмар-
керный штамм SGM2.0Pyc-int анаэробно синте-
зировал янтарную кислоту из соответствующе-
го субстрата с выходом практически идентичным 
таковому штамма прототипа, ~1,41  моль/моль 
(табл.  2). В  качестве побочного продукта ути-
лизации глюкозы штамм SGM2.0Pyc-int, как и 
SGM2.0 [pPYC], накапливал уксусную кислоту. 
При этом доля данной примеси составляла лишь 

Рис. 1. Кривые роста штамма SGM2.0Pyc-int при аэробном выращивании в (а) минимальной среде М9, содержащей 
1 – 10 г/л глюкозы, 2 – 10 г/л арабинозы, 3 – 10 г/л ксилозы; (b): минимальной среде М9 с 10 г/л дрожжевого экстрак-
та: 1 – только дрожжевой экстракт, 2 – дрожжевой экстракт и 10 г/л глюкозы, 3 – дрожжевой экстракт и 10 г/л араби-
нозы, 4 – дрожжевой экстракт и 10 г/л ксилозы.

Fig. 1. Growth curves of SGM2.0Pyc-int strain during aerobic culturing (a) in an M9 minimal medium containing 1 – 10 g/l 
of glucose, 2 – 10 g/l of arabinose, 3 – 10 g/l of xylose; (b) in M9 medium with 10 g/l of yeast extract: 1 – yeast extract only, 
2 – yeast extract and 10 g/l of glucose, 3 – yeast extract and 10 g/l of arabinose, 4 – yeast extract and 10 g/l of xylose
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около 12% от секретированных штаммом метабо-
литов, а доля целевого продукта, янтарной кис-
лоты, соответственно 88% (табл. 2). Таким обра-
зом, биосинтетические характеристики штамма 
SGM2.0Pyc-int позволяли расценивать его в ка-
честве перспективного продуцента для получе-
ния янтарной кислоты как минимум из глюкозы. 
В качестве альтернативного субстрата для микро-
биологического синтеза полезных химикатов по-
вышенное внимание в последнее время привле-
кают, как отмечалось выше, гидролизаты лигно-
целлюлозы, содержащие, помимо глюкозы, такие 
пятичленные сахара, как ксилоза и арабиноза. 
В этой связи способность штамма SGM2.0Pyc-int 
к анаэробной продукции янтарной кислоты была 
исследована с использованием в качестве субстра-
тов указанных пятичленных сахаров. Максималь-
ное теоретически возможное значение конверсии 
ксилозы или арабинозы в янтарную кислоту для 
штамма SGM2.0Pyc-int составляет 1,39 моль про-
дукта на моль утилизированного субстрата. В от-
сутствие аэрации штамм конвертировал каждый 
из субстратов в целевой продукт с выходом, со-
ставляющим 1,18 моль/моль (табл.  2). В каче-
стве побочного продукта, как и в случае анаэроб-
ной утилизации глюкозы, накапливалась уксус-
ная кислота, хотя ее доля среди секретированных 
штаммом метаболитов была несколько выше 
при потреблении пятичленных сахаров. С уче-
том инактивации в базовом штамме генов, коди-
рующих основные ферменты, ответственные за 
образование уксусной кислоты, наблюдаемая се-
креция этого метаболита штаммом SGM2.0Pyc-
int была обусловлена действием альтернатив-
ных ферментов, в первую очередь неспецифич-
ной ацил-КоА тиоэстеразы YciA, что являлось 
следствием дисбаланса в распределении треху-
глеродных продуктов гликолиза, ФЕП и пирови-
ноградной кислоты, между формированием ЩУК 

и ацетил-КоА. Подобный дисбаланс может быть 
связан с ограниченной доступностью растворен-
ного в среде СО2, необходимого для образования 
ЩУК при карбоксилировании ФЕП или пирови-
ноградной кислоты, и может быть преодолен при 
оптимизации условий ферментации [24].

Несмотря на то, что дизайн штамма прототи-
па SGM2.0 [pPYC] предполагал предпочтитель-
ное использование в качестве субстрата для про-
дукции янтарной кислоты глюкозы, сконстру-
ированный штамм SGM2.0Pyc-int эффективно 
конвертировал в целевое соединение не только 
шести-, но и пятичленные сахара. Коэффициен-
ты конверсии субстрата в целевой продукт, проде-
монстрированные штаммом при утилизации ос-
новных сахаров растительной биомассы (глюко-
зы и ксилозы), сравнимы с показателями лучших 
современных штаммов E. coli продуцентов ян-
тарной кислоты [25, 26]. Способность к аэробной 
продукции янтарной кислоты с использованием в 
качестве субстрата арабинозы недавно была про-
демонстрирована для модифицированных клеток 
Corynebacterium glutamicum [27]. В настоящей ра-
боте с помощью направленно сконструированно-
го штамма E. coli продемонстрирована эффектив-
ная конверсия арабинозы в янтарную кислоту в 
анаэробных условиях. 

Результаты исследования указывают на высо-
кий потенциал сконструированного бесплазмид-
ного и безмаркерного штамма продуцента янтар-
ной кислоты для биотехнологического получения 
целевого продукта из различных карбогидратов 
растительной биомассы.
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Characteristics of anaerobic carbohydrate substrate consumption and metabolites production by the studied strains

Штамм
Потреблен-
ная глюкоза, 

мМ

Потреблен-
ная ксилоза, 

мМ

Потреблен-
ная араби
ноза, мМ

Секретирован-
ная уксусная 
кислота, мМ

Секретирован-
ная янтарная 
кислота, мМ

Выход янтар-
ной кислоты, 

моль/моль
SGM2.0 [pPYC] 50 - - 9,4±0,8 71,2±0,3 1,42±0,01
SGM2.0Pyc-int 50 - - 9,7±0,7 70,7±0,4 1,41±0,01
SGM2.0Pyc-int - 50 - 9,9±0,7 58,9±0,9 1,18±0,02
SGM2.0Pyc-int - - 50 9,7±0,8 58,8±0,7 1,18±0,01

Примечание: Приведены стандартные отклонения для трех независимых экспериментов.
Note: Standard deviations for three independent experiments are given.
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Abstract–The plasmidless and markerless Escherichia coli succinate producing strain SGM2.0Рус-int 
has been engineered and characterized. The strain has the inactivated main mixed-acid fermentation 
pathways due to the deletions of ldhA, poxB, ackA, pta, and adhE genes, constitutively expresses the genes 
of the aceEF-lpdA operon encoding components of pyruvate dehydrogenase complex, and possesses the 
chromosomally integrated Bacillus subtilis русA gene coding for pyruvate carboxylase. The capacity 
of the strain to synthesize succinic acid in course of dual-phase aerobic-anaerobic fermentation with 
lignocellulosic sugars as substrates was studied. The SGM2.0Рус-int strain synthesized succinic acid from 
glucose, xylose, and arabinose with a molar yields of 1.41 mol/mol, 1.18 mol/mol, and 1.18 mol/mol, 
respectively, during the anaerobic production stage. The constructed strain has great potential for 
developing efficient processes for the succinic acid production from plant biomass-derived sugars.
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