
L-ас па ра ги но вая кис ло та яв ля ет ся важ ней -
шим кле точ ным ме та бо ли том, уча ст ву ю щим в
син те зе ами но кис лот и бел ков. В жи вых ор га низ -
мах L-ас па ра ги но вая кис ло та об ра зу ет ся в ре зу ль -

та те ре ак ций ами ни ро ва ния ор га ни че ских кис -
лот. Одна из та ких ре ак ций — ами ни ро ва ние фу -
ма ро вой кис ло ты с уча с ти ем фер мен та ас пар та зы
(рис. 1) — по ло же на в осно ву про мыш лен но го
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Си н тез а с па ра  ги но в ой ки с ло ты  с  ис  по ль зо ва  ни  ем в ка че ст ве
био  ка та л и за  то  ров штам мов Es c he  r ic hia  co l i  с уда лен ны ми
ге н а ми фу ма р аз
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Ре зю ме — С ис по ль зо ва ни ем фаг лям б да-за ви си мой си с те мы ре ком би на ции скон ст ру и ро ва ны про из вод ные штам ма Es c he ric -
hia co li MG1655 с уда лен ны ми ге на ми фу ма раз — fu mAC, fumB и fu mABC. По ка за но, что уда ле ние гена fumB прак ти че ски не
ока зы ва ло вли я ния на рост штам ма при аэроб ных усло ви ях, в то вре мя как уда ле ние ге нов fu mA и fumC при во дит к сни же нию
ско ро сти ро с та на 30% в ана ло гич ных усло ви ях. При ис по ль зо ва нии штам мов E. co li с уда лен ны ми ге на ми фу ма раз в ка че ст ве
ка та ли за то ров син те за L-ас па ра ги но вой кис ло ты из фу ма ра та ам мо ния (1,5 М рас тво ров) об на ру же но, что то ль ко в слу чае од -
но вре мен ной утра ты ге нов fu mA и fumC на блю да ет ся уве ли че ние вы хо да ас па ра ги но вой кис ло ты не ме нее чем на 20% и па рал -
ле ль ное сни же ние со дер жа ния в ре ак ци он ной сме си по боч но го про дук та — яб лоч ной кис ло ты — с 40 до 1,5—2 г/л. По лу чен -
ные ре зу ль та ты мо гут быть ис по ль зо ва ны для со зда ния но вых, бо лее эф фек тив ных био ка та ли за то ров для син те за L-ас па ра ги -
но вой кис ло ты.

Клю че вые сло ва: ас пар та за, фу ма ра за, эк с прес сия, Escherichia coli.
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Ab s t ract — De ri va ti ves of the Es c he ric hia co li MG1655 stra in with the de le ted ge nes for fu ma ra ses, fu mAC , fumB and fu mABC , have
been con s t ruc ted using the pha ge lam b da-de pen dant re com bi na ti on sys tem. It was shown that the lac king of the fumB gene had prac ti cal -
ly no ef fect on the stra in growth un der aero bic con di ti ons, whe re as the de le ted fu mA- and fumC ge nes pro vi ded the dec re a se in the
growth rate by 30% un der the ana lo go us con di ti ons. Using the fu ma ra se-de pri ved E. co li bi o mas ses as ca ta lysts in the syn t he sis of L-as -
par tic acid from fu ma ra te (1.5 M so lu ti ons), it was fo und out that the com bi ned de le ti on of both fu mA and fumC ge nes only pro vi ded the
in c re a se in the as par tic acid yield by no less than 20% and pa ral lel re du cing of the L-ma lic acid (a si de-pro duct) con tent in the re ac ti on
mix tu re from 40 g/L to 1.5—2.0 g/L. The ob ta i ned re sults can be hel p ful in the con s t ruc ti on of new more ef fi ci ent bi o ca ta lysts for the
L-as par tic acid syn t he sis.

Key words: aspartase, Escherichia coli, expression, fumarase.

                                  
Спи сок со кра ще ний: ВКПМ — Все рос сий ская кол лек ция про мыш лен ных мик ро ор га низ мов (Гос НИ И ге не ти ка); ВЭЖХ —
вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; ПЦР — по ли ме раз ная цеп ная ре ак ция; сре да LB — сре да Лу риа—Бер та ни;
тпн — ты сяч пар нук ле о ти дов; OD — оп ти че ская плот ность.



спо со ба по лу че ния L-ас па ра ги но вой кис ло ты [1].
В этом про цес се в ка че ст ве ка та ли за то ра ис по ль -
зу ют ся не рас ту щие клет ки бак те рий, об ла да ю -
щие вы со кой ас пар таз ной ак тив но стью. Од на ко в
та ких клет ках фу ма ро вая кис ло та так же мо жет
под вер га ть ся и дру гим пре вра ще ни ям, на при мер
гид ра та ции под дей ст ви ем фер мен та фу ма ра зы с
об ра зо ва ни ем яб лоч ной кис ло ты (см. рис.1).

L-ас па ра ги но вая кис ло та на хо дит ши ро кое
при ме не ние в пи ще вой и фар ма цев ти че ской про -
мыш лен но сти, а так же в сель ском хо зяй ст ве [2].
При био ка та ли ти че ском по лу че нии ас па ра ги но -
вой кис ло ты об ра зу ю ща я ся под дей ст ви ем фу ма -
ра зы яб лоч ная кис ло та яв ля ет ся по боч ным про -
дук том, ко то рый ухуд ша ет ка че ст во основ но го.
Од ним из спо со бов сни же ния в клет ках бак те рий
фу ма раз ной ак тив но сти яв ля ет ся инак ти ва ция ге -
нов, ко ди ру ю щих фу ма ра зу. Из ве ст но, что клет ки 
E. co li, ши ро ко ис по ль зу е мые для по лу че ния L-ас -

па ра ги но вой кис ло ты, со дер жат три гена фу ма ра -
зы — fu mA, fumB и fumC и три со от вет ст ву ю щих
фер мен та, ко то рые ка та ли зи ру ют пре вра ще ние фу -
ма ра та в ма лат в цик ле три кар бо но вых кис лот и
фун к ци о ни ру ют при аэроб ных, мик ро аэро фи ль -
ных и ана эроб ных усло ви ях, со от вет ст вен но [3].

В дан ной ра бо те пред став ле ны ре зу ль та ты
кон ст ру и ро ва ния про из вод ных штам ма Es c he ric -
hia co li MG1655 с уда лен ны ми ге на ми fu mAC, fumB
и fu mABC и их ис по ль зо ва ния в ка че ст ве ка та ли за -
то ров для по лу че ния L-ас па ра ги но вой кис ло ты.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Штам мы, плаз ми ды 
и усло вия вы ра щи ва ния

Штам мы и плаз ми ды, ис по ль зо ван ные в 
этой ра бо те, при ве де ны в табл. 1.
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Рис. 1. Фер мен та тив ные ре ак ции прев ра ще ния фу ма ро вой кис ло ты в клет ках E. coli

Fig. 1. Enzymatic reactions of fumaric acid transformation in E. coli cells

Та б ли  ца  1
Tab le  1

Бак те ри а ль ные плаз ми ды и штам мы, ис по ль зо ван ные в ра бо те

Bac te ria plas mids and stra ins used in this work

Плаз ми да и  штамм
Plas mid, stra in

Крат кая ха рак те ри сти ка
Bri ef des c rip ti on

Ис точ ник
So ur ce

1 2 3

pMW118 4,2 тпн, kb  (AmpR) Nip pon Gene, То кио, Япо ния
To kyo Ja pan

pMW-attL-Cm-attR-TrrnB 5,5 тпн kb (AmpR CatR) [4]

pUC4K 3,9 тпн, kb (AmpR KanR) GE He al t h ca re, Ан г лия
Amer s ham, En g land

pUC19 2,7 тпн, kb (AmpR) Ther mo Sci en ti fic, Лит ва
Vil ni us, Lit hu a nia

pKD46 6,3 тпн, kb (AmpR Ts) [5]

pICA 5,8 тпн (AmpR CatR sacBS), до нор кас се ты
5.8 kb (AmpR CatR sacBS), a cassette donor

На сто я щая ра бо та
This work



Ком по нен ты пи та те ль ных сред по лу че ны
от фир мы BD (США). Для вы ра щи ва ния штам мов 
ис по ль зо ва ли сре ду LB сле ду ю ще го со ста ва, г/л:
трип тон — 10, дрож же вой эк ст ракт — 5 и NaCl —
5; pH 7,2. От бор кло нов, устой чи вых к са ха ро зе,
осу ще ст в ля ли на сре де Sula, со дер жа щей, г/л:
трип тон — 12, дрож же вой эк ст ракт — 6, агар —
12 и са ха ро зу — 60; pH 7,2.

Ку ль ти ви ро ва ние штам мов про во ди ли при
37 с по сто ян ным пе ре ме ши ва ни ем (300 об/мин).
В слу чае не об хо ди мо сти при ку ль ти ви ро ва нии
ге не ти че ски мар ки ро ван ных штам мов E. сo li в
сре ду LB до бав ля ли ан ти би о ти ки в сле ду ю щих
кон цен т ра ци ях (мкг/мл): ам пи цил лин — 100, хло -
рам фе ни кол — 10 (Sig ma, США).

Прай ме ры, ис по ль зо ван ные в ра бо те и
син те зи ро ван ные ЗАО «Ев ро ген», при ве де ны в
табл. 2.

Ме то ды ра бо ты с ДНК

Вы де ле ние плаз мид ной ДНК про во ди ли с
по мо щью на бо ра Ge ne JET Plas mid Mi nip rep Kit
(Ther mo Sci en ti fic, Ви ль нюс, Лит ва) со глас но ре -
ко мен да ци ям про из во ди те ля. Вы де ле ние фраг -

мен тов ДНК из геля про во ди ли с по мо щью Ge ne -
JET Gel Ex t rac ti on Kit (Ther mo Sci en ti fic) со глас но 
ре ко мен да ци ям про из во ди те ля. Фер мен ты ре ст -
рик ции (Ther mo Sci en ti fic), ДНК-ли га зу фага T4
(Ther mo Sci en ti fic) ис по ль зо ва ли со глас но ре ко -
мен да ци ям про из во ди те ля или как опи са но в ру -
ко вод ст ве [6].

Кон ст ру и ро ва ние вспо мо га те ль ной плаз -
ми ды pI CA для по лу че ния де ле ци он ных штам -
мов. Плаз ми да pICA яв ля ет ся про из вод ной век то ра
pUC19, со дер жа ще го ген cat, от вет ст вен ный за устой -
чи вость к хло рам фе ни ко лу, ис точ ни ком ко то ро го
слу жи ла плаз ми да pMW118-attL-CmR-attR, и
ген sacB, ко ди ру ю щий фер мент ле ван са ха ра зу,
ис точ ни ком ко то ро го слу жи ла хро мо сом ная ДНК
Ba cil lus sub ti lis 168 (ВКПМ B1727). Схе ма кон ст -
ру и ро ва ния плаз ми ды pICA по ка за на на рис. 2.

Плаз ми да pICA (рис. 3) раз ме ром 5.8 тпн
была ис по ль зо ва на в ра бо те по по лу че нию де ле -
ци он ных штам мов.

Кон ст ру и ро ва ние де ле ци он ных му тан -
тов штам ма E. co li MG1655. По лу че ние де ле ци -
он ных му тан тов штам ма E. co li MG1655 про во -
ди ли ме то дом -red-за ви си мой ре ком би на ции [5]
с мо ди фи ка ци я ми [7] (рис.4).
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1 2 3

E. coli XL1 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac
[FproAB lacIqZДM15 Tn10 (Tetr)]

ВКПМ
VKPM

E. coli TG1 supE thi-1 (lac-proAB) (mcrB-hsdSM)5(rk-mk-)
[F traD36 proAB lacIqZ M15]

То же
»

B. subtilis 168 ВКПМ B1727 »

E. coli MG1655 F– – ilvG- rfb-50 rph-1 »

E. coli D30 E. coli MG1655 iclR::cat-sacB На сто я щая ра бо та
This work

E. coli D34 iclR E. coli MG1655 iclR »

E. coli D39 E. coli MG1655 iclR fumB::cat-sacB »

E. coli D51 ДfumB E. coli MG1655 iclR fumB »

E. coli D45 ДfumAC E. coli MG1655 iclR fumA-fumC::cat-sacB »

E. coli D76 ДfumABC E. coli MG1655 iclR fumB fumA-fumC::cat-sacB »

Окон  ча  ние табл.  1
End of  the  tab le  1
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Та б ли  ца  2
Tab le  2

Оли го нук ле о тид ные прай ме ры, ис по ль зо ван ные в ра бо те

Oli go nuc le o ti de pri mers used in this work

Прай мер
Pri mer

По сле до ва те ль ность прай ме ра 53
Pri mer 53 se qu en ce

На зна че ние
In ten ded use

1 2 3

sacBSforw cgtctagatttttaacccatcacatatacc Кон с т ру и ро ва ние pICA
Construction of pICA

sacBSrev gggtcgacaaaaggttaggaatacggttag То же
Construction of pICA

iclr-1 Caataaaaatgaaaatgatttccacgatacagaaaaaag
agactgtcatgcagg gttttcccagtcacga

Уда ле ние ло ку са iclR
Elimination of iclR locus

iclr-2 Agaatattgcctctgcccgccagaaaaagtcagcgc
attccaccgtacgatgttgtgtggaattgtgagc

То же
Elimination of iclR locus

iclr-3 Aaaagagactgtcatggtcgcacccattcccgcgaaacgc Уда ле ние мар ке ра из ло ку са iclR
Elimination of marker from iclR locus

iclr-4 Cctctgcccgccagaaaaagtcagcgcattccaccgtacg
gcgtttcgcgggaatggg

То же
Elimination of marker from iclR locus

fumB-1 Ggcacgccattttcgaataacaaatacagagttacaggctg
gaagctatgcagggttttcccagtcacga

Уда ле ние fumB
Elimination of fumB

fumB-2 Gcatgctgccaggcgctgggccgaagaggttacttagtgc
agttcgcgcaatgttgtgtggaattgtgagc

То же
Elimination of fumB

fumB-3 Cgcggcacgccattttcgaataacaaatacagagttacagg
ctggaagctcctcttcg

Уда ле ние мар ке ра из ло ку са fumB
Elimination of marker from fumB locus

fumB-4 Ggccagggggatcacctggcagcatgctgccaggcgctg
ggccgaagaggagcttccagc

То же
Elimination of marker from fumB locus

fumAC-1 Aacacccgcccagagcataaccaaaccaggcagtaagtg
agagaacaatgcagggttttcccagtcacga

Уда ле ние fumA—fumC
Elimination of fumA— fumC

fumAC-2 Attccacggctgcac ctgtatgttgcagattaacgcccggc
tttcatactatgttgtgtggaattgtgagc

То же
Elimination of fumA— fumC

autoiclr-5 cgataactctggatcatggtg Про вер ка на ли чия гена iclR
Check for occurrence of iclR gene

iclr-6 aaagaactacgaggaatacgag То же
Check for occurrence of iclR gene

fumB-5 ctacggttattacatcctgc Про вер ка на ли чия гена fumB
Check for occurrence of fumB gene

fumB-6 tggtgagttcgcaaatcaggg То же
Check for occurrence of fumB gene

fumAC-5 gacaatgtgcagcaccg Про вер ка на ли чия ге нов fumA—fumC
Check for occurrence of fumA—fumC genes



Ме тод осно ван на го мо ло гич ной ре ком би -
на ции, ко то рая про ис хо дит меж ду хро мо со мой и
вве ден ным в клет ку ли ней ным фраг мен том ДНК
при уча с тии red-си с те мы бак те ри о фа га . Вве ден -
ная в клет ку ли ней ная ДНК, име ю щая ко рот кие
об ла с ти го мо ло гии (50 пн) с хро мо со мой, в при -
сут ст вии плаз ми ды pKD46 (обес пе чи ва ет клет ку
бел ка ми ре ком би на ции Re d) ин тег ри ру ет в
хро мо со му за счет двух ак тов ре ком би на ции с за -
ме ще ни ем при сут ст во вав ше го в ней ра нее гена.

Кон ст ру и ро ва ние де ле ци он ных ва ри ан тов
про из во ди ли в два эта па: 

1) ген, ко то рый пред по ла га ет ся уда лить, за -
ме ща ли на фраг мент, со дер жа щий гены cat-sacB

(см. рис. 4, a). Фраг мент, не су щий гены cat и sacB, 
по лу ча ли с по мо щью ПЦР, ис по ль зуя в ка че ст ве
мат ри цы плаз ми ду pICA и прай ме ры, го мо ло гич -
ные флан гам (см. табл. 2). Фраг мент cat-sacB вво -
ди ли в клет ки E. co li MG1655 (pKD46) с по мо щью 
элек т ро по ра ции. Кло ны, в ко то рых про ис хо ди ла
ин тег ра ция фраг мен та в хро мо со му, от би ра ли на
чаш ках с ага ри зо ван ной сре дой LB по устой чи во с -
ти к хло рам фе ни ко лу. На ли чие встав ки под твер ж -
да ли пу тем ПЦР с прай ме ра ми, при ве ден ны ми в
табл. 2.

2) вто рой этап про во ди ли, если фраг мент
cat-sacB тре бо ва лось уда лить из кон ст ру и ру е мой
хро мо со мы (см. рис. 4, b). В этом слу чае фраг мент,
со дер жа щий cat-sacB в хро мо со ме, за ме ща ли на
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1 2 3

fumAC-6 ctggacggattttccatacc То же
Check for occurrence of fumA—fumC genes

sacB-1 gctgaacaaaactggccttg Про вер ка на ли чия гена sacB
Check for occurrence of sacB gene

cat-1 ggtacattgagcaactgac Про вер ка на ли чия гена cat
Check for occurrence of cat gene

RT-fumA-1 ggatgtagtgagcgaagtat Оп ре де ле ние тран с к рип ции гена fumA
Detection of fumA gene transcription

RT-fumA-2 gcgatgtggaactggaaaa То же
Detection of fumA gene transcription

RT-fumB-1 ggtgagcgacaaacgagtgga Оп ре де ле ние тран с к рип ции гена fumB
Detection of fumB gene transcription

RT-fumB-2 aggcgaagcggtgaaagttga То же
Detection of fumB gene transcription

RT-fumC-1 cgtgaggcaggctgtattcg Оп ре де ле ние тран с к рип ции гена fumC
Detection of fumC gene transcription 

RT-fumC-2 taacgctggggcaggagattt То же
Detection of fumC gene transcription

RT-aspA-1 agtccactaacgacgcctac Оп ре де ле ние тран с к рип ции гена aspA
Detection of aspA gene transcription

RT-aspA-2 cgcagttggttaatcgcatcta То же
Detection of aspA gene transcription

RNApoly-1 tccgctctgctaactgcctta Оп ре де ле ние тран с к рип ции гена РНК-по ли ме ра зы
Detection of RNA polymerase gene transcription

RNApoly-2 gctcaacctcggtacgctgta То же
Detection of RNA polymerase gene transcription

Окон  ча  ние табл.  2
End of  the  tab le  2



ли ней ный фраг мент ДНК, со дер жа щий по сле до -
ва те ль но сти, го мо ло гич ные об ла с тям ге но ма, ко -
то рые флан ки ру ют де ле ти ру е мый ген. Фраг мент
по лу ча ли с по мо щью ПЦР, ис по ль зуя прай ме ры,
име ю щие ча с тич ную го мо ло гию друг с дру гом

(см. табл. 2). Очи щен ный фраг мент ДНК вво ди ли
в клет ки E. co li MG1655, не су щие плаз ми ду pKD46,
с по мо щью элек т ро по ра ции. Кло ны, со дер жа щие
встав ку в хро мо со ме, от би ра ли на ага ри зо ван ной
сре де Sula с са ха ро зой. На ли чие встав ки под -
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Рис. 2. Схе ма по лу че ния плаз ми ды pICA: bla — ген ус той чи вос ти к
ам пи цил ли ну; cat — ген хло рам фе ни ко ла це тил т ран с фе ра зы (ус той чи вос ти 
к хло рам фе ни ко лу); kan — ген ус той чи вос ти к ка на ми ци ну; attL, attR — сай -
ты встра и ва ния фага лям б да; rep(pMB1) — на ча ло реп ли ка ции плаз ми ды;
sacB — ген ле ван са ха ра зы (чув с т ви тель ность к са ха ро зе)

Fig. 2. A scheme for obtaining of pICA plasmid: bla — gene for
ampicillin resistance; cat — gene for chloramphenicol-acetyl transferase
(chloramphenicol resistance); kan — gene for kanamycin resistance; attL, attR —
sites for phage lambda integration; rep(pMB1) — origin for plasmid replication;
sacB — gene for levanesaccharase (sucrose sensitivity)



твер ж да ли сек ве ни ро ва ни ем с по мо щью ав то ма -
ти че ско го сек ве на то ра CEQ8000 (Bec k man Co ul -
ter) в ЦКП ФГУП Гос НИ И ге не ти ка.

Опре де ле ние ас па ртаз ной ак тив но сти

Клет ки, име ю щие ас пар таз ную ак тив ность,
осаж да ли цен т ри фу ги ро ва ни ем. К осад ку до бав -
ля ли 1,0 М рас твор фу ма ра та ам мо ния. Смесь вы -
дер жи ва ли при 37° в те че ние 45 мин. К 1 мл кле -
точ ной сус пен зии до бав ля ли 9 мл 1,5 М рас тво ра
фу ма ра та ам мо ния и смесь ин ку би ро ва ли при 37°

в те че ние 60 мин. Па рал ле ль но го то ви ли кон т ро ль -
ные про бы, в ко то рых к 1 мл кле точ ной сус пен зии 
до бав ля ли 9 мл ди с тил ли ро ван ной воды. Со дер -
жа ние ас па ра ги но вой кис ло ты в об раз цах опре де -
ля ли спек тро фо то мет ри че ским ме то дом при дли -
не вол ны 510 нм. За еди ни цу ак тив но сти при ни -
ма ли та кое ко ли че ст во фер мен та, ко то рое ка та ли -
зи ро ва ло об ра зо ва ние 1 мкмоль ас па ра ги но вой
кис ло ты за 1 мин при 37°.

По сле про ве де ния транс фор ма ции об раз цы
проб цен т ри фу ги ро ва ли, на до са доч ную жид кость 
раз во ди ли в 40 раз и ана ли зи ро ва ли ме то дом ВЭЖХ.
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Рис. 3. Кар та плаз ми ды pICA: bla — ген ус той чи вос -
ти к ам пи цил ли ну; cat — ген ус той чи вос ти к хло рам фе ни ко -
лу; rep(pMB1) — на ча ло реп ли ка ции плаз ми ды; sacB — ген
ле ван са ха ра зы (чув с т ви тель ность к са ха ро зе)

Fig. 3. A map for pICA plasmid: bla — gene for
ampicillin resistance; cat — gene for chloramphenicol resistance; 
rep(pMB1) — origin for plasmid replication; sacB — gene for
levanesaccharase (sucrose sensitivity)

Рис. 4. Схе ма кон с т ру и ро ва ния де ле ци он ных му тан тов: a — пер вый этап, b — вто рой этап;. sacB — ген ле ван са ха ра зы
(чув с т ви тель ность к са ха ро зе); cat — ген ус той чи вос ти к хло рам фе ни ко лу

Fig. 4. A two stage (a and b, respectively) scheme for construction of deletion mutants: sacB, gene for levansaccharase; cat, gene 
for chloramphenicol resistance. Inscriptions, from top to bottom: E. coli chromosome fragment; PCR fragment for integration; Insertion
of marker into chromosome; E. coli chromosome with marker; PCR fragment for integration; Insertion into chromosome



Опре де ле ние со дер жа ния 
ор га ни че ских кис лот ме то дом ВЭЖХ

Дан ный ана лиз про во ди ли на уста нов ке
ВЭЖХ про из вод ст ва Al li an ce (США) (Se pa ra ti ons
Mo du le Wa ters 2695, Pho to di o de Ar ray de tec tor Wa -
ter 2996) с ис по ль зо ва ни ем ко ло нок типа YMC-
 Tri art C18 (5 мкм, 12 нм, 250  4.6 мм). Смесь раз -
во ди ли во дой в 20 раз и цен т ри фу ги ро ва ли в те че -
ние 5 мин при 30000 g. Алик во ту по лу чен но го
рас тво ра объ е мом 0,9 мл пе ре но си ли в про бир ки
и подвергали ВЭЖХ при сле ду ю щих усло ви ях:
элю ент — 0,1%-ная Н3РО4, ско рость про то ка —
1,0 мл/мин, тем пе ра ту ра ко лон ки — 30°,  — 210
нм, время ана ли за — 20 мин. При ем и об ра бот ку
дан ных про из во ди ли с ис по ль зо ва ни ем компь ю -
тер ной си с те мы Em po wer Pro.

Ко ли че ст вен ный ана лиз эк с п рес сии ге на

Для из ме ре ния уров ня транс крип ции ге нов
fu mA, fumB, fumC и as pA, ис по ль зо ва ли ко ли че ст -
вен ную ПЦР в ре а ль ном вре ме ни. Вы де ле ние
РНК про во ди ли с по мо щью на бо ра RNe a sy Mini
Kit (Qi a gen), со глас но ре ко мен да ци ям про из во ди -
те ля. Об рат ную транс крип цию осу ще ст в ля ли с
при ме не ни ем на бо ра ре ак ти вов MMLV RT kit
(«Ев ро ген», Рос сия), со глас но ре ко мен да ци ям
про из во ди те ля. ПЦР в ре а ль ном вре ме ни про во -
ди ли на при бо ре Ap pli ed Bi o sys tems 7500 Fast с
ис по ль зо ва ни ем сме си ПЦРqPCRmix-HS SYBR+
+ LowROX («Ев ро ген»). Прай ме ры, ис по ль зу е -
мые для оцен ки транс крип ции ге нов, ука за ны в
табл. 2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

По лу че ние штам мов E. co li с уда лен ны ми 
ге на ми фу ма раз

В клет ках E. co li со дер жат ся три гена, кон т -
ро ли ру ю щих об ра зо ва ние фу ма раз, при этом два
из них — fumA и fumC — на хо дят ся в од ном ло ку -
се хро мо со мы и об ра зу ют еди ную груп пу сцеп ле -
ния, а тре тий ген — fumB — в дру гом ло ку се [8].
Для по лу че ния штам мов E. co li с уда лен ны ми ге -
на ми фу ма раз был ис по ль зо ван под ход, осно ван -
ный на -red-за ви си мой ре ком би на ции (см. раз -
дел «Усло вия эк с пе ри мен та»). В ка че ст ве ис ход -
но го штам ма для по лу че ния де ле ци он ных му тан -
тов был ис по ль зо ван ва ри ант E. co li D34iclR, у
ко то ро го ак ти ви ро ван гли ок са лат ный шунт за

счет де ле ции гена ре прес со ра iclR (штамм по лу -
чен в на сто я щей ра бо те). Из ве ст но [9, 10], что ак -
ти ва ция гли ок са лат но го шун та яв ля ет ся не об хо -
ди мым фак то ром для по лу че ния пол ных де ле тан -
тов по ге нам фу ма раз. Все го нами было по лу че но
три типа му тан тов: с уда лен ным ге ном fumB, с
уда лен ны ми ге на ми fu mA и fumC (fu mAC, де ле -
ции на хо дят ся в од ном ло ку се), и му тант, у ко то -
ро го были уда ле ны все три гена фу ма раз — fumB,
fu mA и fumC (fu mABC). При этом штам мы E. co li
D45fu mAC и E. co li D39 были по лу че ны пу тем
за ме ще ния ге нов fu mAC и fumB на кас cе ту
cat-sacB в со от вет ст вии с опи сан ной схе мой (см.
рис. 4). Для по лу че ния штам ма, у ко то ро го уда ле -
ны все три гена фу ма раз (E. co li D76fu mABC),
был ис по ль зо ван штамм E. co li D51fumB, утра -
тив ший fumB, у ко то ро го за тем гены fu mAC были
за ме ще ны кас се той cat-sacB.  Струк ту ра каж до го
му тан та была под твер ж де на с по мо щью ПЦР-ана -
ли за и сек ве ни ро ва ния ло ку са.

На рис. 5 по ка за ны кри вые ро с та по лу чен -
ных штам мов E. co li с уда лен ны ми ге на ми фу ма -
раз при аэроб ном ку ль ти ви ро ва нии в кол бах. Ку -
ль ти ви ро ва ние про во ди ли на сре де LB при 37° с
по сто ян ным пе ре ме ши ва ни ем. Оп ти че скую плот -
ность ку ль ту ры опре де ля ли при дли не вол ны 600 нм. 
Мож но ви деть, что штамм с уда лен ным ге ном
fumB (E. co li D51fumB) прак ти че ски не от ли ча -
ет ся по ско ро сти ро с та от ро ди те ль ско го штам ма,
что со гла су ет ся с ра нее по лу чен ны ми ре зу ль та та -
ми о том, что фу ма ра за, ко ди ру е мая ге ном fumB,
прак ти че ски не фун к ци о ни ру ет при аэроб ных
усло ви ях [11]. Од на ко од но вре мен ное уда ле ние
ге нов fu mA и fumC (E. co li D45fu mAC) при во ди -
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Рис. 5. Рост штам мов с уда лен ны ми ге на ми фу ма раз

Fig. 5. Growth of strains with deleted genes for fumarases



ло к сни же нию ро с та (не ме нее чем на 30%) по
срав не нию с ис ход ным штам мом. Утра та всех
трех ге нов фу ма раз (E. co li D76fu mABC) при во -
ди ла к су ще ст вен но му (в 2 раза и бо лее) по дав ле -
нию ро с та му тан та по срав не нию с ис ход ным
штам мом. При этом сле ду ет от ме тить, что раз ли -
чия в ско ро сти ро с та меж ду му тан та ми на блю да -
лись то ль ко по сле 3—4 ч ку ль ти ви ро ва ния, что,
по-ви ди мо му, свя за но с на коп ле ни ем в клет ках
ме та бо ли тов, ин ги би ру ю щих их рост.

Транс крип ци он ный ана лиз штам мов 
с уда лен ны ми ге на ми фу ма раз

Уро вень транс крип ции ге нов фу ма раз и ас -
пар та зы (as pA) в по лу чен ных штам мах был изу -
чен с по мо щью ПЦР в ре а ль ном вре ме ни. Ока за -
лось, что уро вень транс крип ции ге нов фу ма раз у
по лу чен ных де ле ци он ных му тан тов ва рь и ру ет
не зна чи те ль но: у E. co li В51fumB на блю да ли по -
вы ше ние транс крип ции ге нов fu mA и fumC (на
50%—70%), а у штам ма с уда лен ны ми ге на ми
fu mA и fumC (E. co li D45fu mAC) фик си ро ва ли
не зна чи те ль ное сни же ние уров ня транс крип ции
гена fumB (рис. 6).

В то же вре мя, уро вень транс крип ции гена
ас пар та зы су ще ст вен ным об ра зом за ви сел от ге -
не ти че ской струк ту ры штам ма. Ми ни ма ль ный
уро вень транс крип ции гена as pА на блю дал ся у
штам ма с уда лен ны ми ге на ми fu mAC, а мак си ма ль -
ный (в 4 раза выше ис ход но го) — у штам ма, в ко -
то ром от сут ст во ва ли все три гена фу ма раз.

При этом ас пар таз ная ак тив ность у че ты -
рех ис сле до ван ных штам мов была сле ду ю щей,
мкмоль/мин: WT — 3,0; fu mAC — 5,7;  fumB
— 3,7; fu mABC — 4,5. Вид но, что ве ли чи на ас -
пар таз ной ак тив но сти в клет ках штам мов не кор -
ре ли ро ва ла с уров нем транс крип ции гена as pА,
что, по-ви ди мо му, свя за но с осо бен но стя ми фор -
ми ро ва ния ак тив но го фер мен та за счет по сттран -
с ля ци он ных мо ди фи ка ций [12].

Син тез ас па ра ги но вой кис ло ты с по мо щью
по лу чен ных штам мов с уда лен ны ми ге на ми
фу ма раз

По лу чен ные му тан ты с уда лен ны ми ге на ми 
фу ма раз были ис по ль зо ва ны в ка че ст ве био ка та -
ли за то ра при син те зе ас па ра ги но вой кис ло ты из
фу ма ра та ам мо ния (1,5 М рас твор). С этой це лью
была по лу че на био мас са кле ток каж до го штам ма
пу тем ку ль ти ви ро ва ния в сре де LB при 37° с по -
сто ян ным пе ре ме ши ва ни ем (300 об/мин) в те че -
ние 16 ч. Клет ки каж до го штам ма в сус пен зии
(OD600 = 0,3) ак ти ви ро ва ли, об ра ба ты ва ли эти ла -
це та том, сме ши ва ли с 1,5 М рас тво ром фу ма ра та
ам мо ния и ин ку би ро ва ли при 37° в те че ние 22 ч с
пе ре ме ши ва ни ем. В ре ак ци он ной сме си опре де -
ля ли со дер жа ние L-ас па ра ги но вой, фу ма ро вой и
яб лоч ной кис лот с по мо щью ВЭЖХ. В ка че ст ве
кон т ро ля ис по ль зо ва ли ис ход ный штамм E. co li
MG1655. Усред нен ные ре зу ль та ты та ко го ана ли -
за пред став ле ны в табл. 3.

Из ре зу ль та тов табл. 3 сле ду ет, что мак си ма -
ль ный уро вень на коп ле ния L-ас па ра ги но вой кис -
ло ты (193,29 мг/мл) на блю да ет ся в слу чае ис по ль -
зо ва ния в ка че ст ве ка та ли за то ра кле ток с уда лен -
ны ми ге на ми fu mA и fumC. В этом слу чае так же
от ме ча ет ся са мое низ кое со дер жа ние суб ст ра та
— фа ма ра та в ре ак ци он ной сме си (5 мг/мл) и по -
боч но го про дук та — яб лоч ной кис ло ты (2 мг/мл).
В кон т ро ль ном эк с пе ри мен те в ре ак ци он ной сме -
си со дер жа лось 150 мг/мл L-ас па ра ги но вой кис -
ло ты, 12,97 мг/мл фу ма ро вой и 37,98 мг/мл яб лоч -
ной. Био ка та ли за тор E. co li D76fu mABC, у ко то -
ро го были уда ле ны все три гена фу ма раз, об ла дал
схо жи ми с fu mAC ха рак те ри сти ка ми. В то же
время, ка та ли за тор E. co li D51fumB прак ти че ски 
не от ли чал ся от ис ход но го штам ма по уров ню
со дер жа ния яб лоч ной кис ло ты в ре ак ци он ной
сме си.

Та ким об ра зом, ис по ль зо ва ние в ка че ст ве
ка та ли за то ра био мас сы кле ток E.co li, у ко то рых
уда ле ны либо гены fu mAC, ли бо все три гена фу -
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Рис. 6. Уро вень тран с к рип ции ге нов fumA, fumB, fumC
и aspA у де ле ци он ных му тан тов E. coli по ге нам фу ма раз;
(RQ — ус лов ные еди ни цы)

Fig. 6. Level of transcription of fumA, fumB, fumC and
aspA genes in various E. coli mutants with deletions in genes for
fumarases. RQ, relative quantification



ма раз (fu mABC), по зво ля ет не ме нее, чем в 15 раз
сни зить со дер жа ние в ре ак ци он ной сме си по боч -
но го про дук та (яб лоч ной кис ло ты) и по вы сить
при мер но на 20% кон вер сию фу ма ра та ам мо ния в 
L-ас па ра ги но вую кис ло ту.

По лу чен ные ре зу ль та ты сви де те ль ст ву ют о 
пер с пек тив но сти ис по ль зо ва ния штам мов с уда -
лен ны ми ге на ми фу ма раз в ка че ст ве био ка та ли за -
то ра для про мыш лен но го про из вод ст ва L-ас па ра -
ги но вой кис ло ты. 

Бла го дар но сти
Ра бо та про во ди лась в рам ках меж го су дар -

ст вен ной це ле вой про грам мы Ев рА зЭС «Ин но -
ва ци он ные био тех но ло гии» по го су дар ст вен но -
му кон т рак ту с Ми ни стер ст вом об ра зо ва ния и
на у ки Рос сий ской Фе де ра ции № 14.М04.12.0004
от 27 июня 2014 г. «Раз ра бот ка тех но ло гии по лу -
че ния L-ас па ра ги но вой кис ло ты био ка та ли ти че -
ским спо со бом».
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Со дер жа ние кис лот в ре ак ци он ной смеси при ис по ль зо ва нии био ка та ли за то ров, мг/мл
Con tent of acid at use bi o ca ta lysts, mg/mL

E. co li MG1655 E. co li D45fu mAC E. co li D51fumB E. co li D76fu mABC

L-аспарагиновая
Aspartic

150,5 193,29 133,57 182,4

Яб лоч ная
Malic

37,98 2,16 40,74 1,29

Фу ма ро вая
Fumaric

12,97 5,07 23,35 12,84
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