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Хо риз мат син та за, по след ний фер мент об ще го аро ма ти че ско го пути, ак тив ность ко то ро го име ет аб со лют ную за ви си мость от
вос ста нов лен но го фла вин мо но нук ле о ти да. Би фун к ци о на ль ная хо риз мат син та за Sac cha ro my ces ce re vi siae (про дукт гена
ARO2) спо соб на вос ста нав ли вать фла вин с ис по ль зо ва ни ем NADPH в от ли чие от мо но фун к ци о на ль ной хо риз мат син та зы Es c -
he ric hia co li (про дукт гена aroC), ко то рая этой спо соб но стью не об ла да ет и ак тив ность ко то рой за ви сит от фла вин ре дук таз ной
фун к ции клет ки. Для срав не ния in vi vo двух ти пов хо риз мат син таз струк тур ная часть ге на ARO2 бы ла хи ми че ски син те зи ро ва -
на с за ме ной ред ких для E. co li ко до нов. По сле про вер ки эк с п рес сии ARO2 в Т7-си с те ме были по лу че ны изо ген ные штам мы
E. co li TG1a roC P tac-ARO2 и TG1a roC P tac-aroC. Срав ни те ль ный ана лиз бел ков кле точ ных эк ст рак тов этих штам мов, а так же
опре де ле ние эф фек тив но сти про дук ции гиб рид ных RBS in si li co по ка за ли, что син тез бел ка AroC в TG1a roC P tac-aroC был
выше, чем ARO2 в клет ках TG1a roC P tac-ARO2. Вве де ние мо ди фи ка ций Ptac-ARO2 и Ptac-aroC пол но стью вос ста нав ли ва ло
рост аро ма ти че ско го аук сот ро фа TG1a roC на ми ни ма ль ной со ле вой сре де с глю ко зой, а так же про дук цию фе ни ла ла ни на у
штам ма E. co li DV1017a roC с инак ти ви ро ван ной хо риз мат син та зой. Оди на ко вый по ло жи те ль ный эф фект Ptac-aroC и
Ptac-ARO2 на био син тез фе ни ла ла ни на у штам ма V1017DtyrR, хо риз мат син та за ко то ро го ока за лась «уз ким мес том», по зво лил 
сде лать вы вод об от сут ст вии ли ми ти ро ва ния вос ста нов лен ным фла ви ном мо но фун к ци о на ль ной хо риз мат син та зы при ее
сверх про дук ции в клет ках E. co li. 

Клю че вые сло ва: вос с та нов лен ный фла вин мо но нук ле о тид, про ду цент фе ни ла ла ни на, хо риз мат син та за, Escherichia coli.
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Хо риз мат син та за (КФ 4.2.3.5) ка та ли зи ру ет
по след нюю се дь мую ре ак цию об ще го аро ма ти че -
ско го пути, транс фор ма цию 5-енол пи ру вил-ши ки -
мат-3-фос фа та в хо риз мо вую кис ло ту с от щеп ле ни -
ем не ор га ни че ско го фос фа та [1]. Эта ре ак ция не со -
про вож да ет ся из ме не ни ем окис ли те ль но-вос ста но -
ви те ль но го ста ту са ее ком по нен тов, но сам фер мент 
име ет аб со лют ную за ви си мость от вос ста нов лен но -
го фла вин мо но нук ле о ти да (FMNH2), яв ля ю ще го ся
край не не ста би ль ным со е ди не ни ем [2, 3]. В за ви си -
мо сти от ис точ ни ка FMNH2 хо риз мат син та зы раз -
де ля ют на мо но- и би фун ки о на ль ные. По след ние,
об ла да ю щие еще и фла вин ре дук таз ной ак тив но стью,

бы ли впер вые об на ру же ны в гри бах [3] и срав ни -
те ль но не дав но в My co bac te ri um tu ber cu lo sis [4]; они 
спо соб ны вос ста нав ли вать фла вин за счет вос ста -
нов лен ной фор мы ни ко ти на ми да де нин ди нук ле о ти -
да: NADPH – у гри бов и NADH – у M. tu ber cu lo sis.
Мо но фун к ци о на ль ные фер мен ты при сут ст ву ют в
клет ках бак те рий, рас те ний и про стей ших [5]. Ха -
рак тер ной осо бен но стью мо но фун к ци о на ль ных хо -
риз мат син таз яв ля ет ся то, что их ак тив ность in vit ro
де тек ти ру ет ся то ль ко в от сут ст вие кис ло ро да, тог да 
как ак тив ность би фун к ци о на ль ных фер мен тов оп -
ре де ля ет ся в аэроб ных усло ви ях и за ви сит от на ли -
чия NADPH или NADH [3, 4].
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Спи сок со кра ще ний: ВЭЖХ – вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; ИПТГ – изоп ро пил--D-1-ти о га лак то пи ра но -
зид; ОП – оп ти че ская плот ность; ПААГ– по ли ак ри ла мид ный гель; ПЦР – по ли ме раз ная цеп ная ре ак ция; сре да LB – сре да Лу -
риа–Бер та ни; FMNH2  – вос ста нов лен ная фор ма фла вин мо но нук ле о ти да; MALDI-TOF – вре мя про лет ная спек тро мет рия с ис -
по ль зо ва ни ем мат рич но-ак ти ви ро ван ной ла зер ной де сор б ции/иони за ции; NADH – вос ста нов лен ная фор ма ни ко ти на ми да де -
нин ди нук ле о ти да; NADPH – вос ста нов лен ная фор ма ни ко ти на ми да де нин ди нук ле о тид фос фа та; RBS – сайт свя зы ва ния ри бо -
сом; по сле до ва те ль ность SD – по сле до ва те ль ность Шай на-Да ль гар но; SDS – до де цил су ль фат Na.



Ана лиз фи ло ге не ти че ско го род ст ва мо но- и 
би фун к ци о на ль ных хо риз мат син таз по зво лил
пред по ло жить, что они име ли од но го пред ше ст -
вен ни ка, ко то рый, по-ви ди мо му, об ла дал фла вин -
ре дук таз ной ак тив но стью [6]. Би фун к ци о на ль -
ность, ве ро ят но, была утра че на в от сут ст вие се -
лек тив но го дав ле ния в клет ках ор га низ мов с вы -
со кой не спе ци фи че ской фла вин ре дук таз ной ак -
тив но стью, при ме ром ко то рых мо жет слу жить
Es c he ric hia co li [7].

Утра та би фун к ци о на ль но сти хо риз мат син -
та зой мог ла при ве с ти к по яв ле нию еще од но го ре -
гу ля тор но го уров ня – за ви си мо сти син те за аро ма -
ти че ских ами но кис лот от на ли чия FMNH2 в клет -
ке. Для вы яв ле ния та кой за ви си мо сти было про -
ве де но срав не ние би фун к ци о на ль ной хо риз мат -
син та зы из Sac cha ro my ces ce re vi siae с мо но фун к -
ци о на ль ным фер мен том E. co li в клет ках, не про -
ду ци ру ю щих и про ду ци ру ю щих фе ни а ла нин. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Бак те ри а ль ные штам мы и плаз ми ды

В ра бо те ис по ль зо ва ли из ве ст ные ла бо ра -
тор ные штам мы [8]: E. co li K-12 TG1 (su pEhsd
 5thi(lac-pro AB)F‘(tra36pro AB+la cIq lacZM15));
E. co li B BL21(DE3) (F– dcm ompT hsdS(rB

–mB
–)gal

 (DE3)) (из кол лек ции ЗАО «АГРИ»), а так же
про ду цент фе ни ла ла ни на DV1017 (MG1655PL-
yd d G MUD GAL(pheAfbraroG4aroL)phe A ty rA-LAA)
[9], ко то рый де по ни ро ван во Все рос сий ской кол -
лек ции про мыш лен ных мик ро ор га низ мов (ФГУП 
Гос НИ И ге не ти ка, Мо ск ва) под но ме ром В-12750.

Плаз ми ду pET-22b(+) (No va gen, США) ис -
по ль зо ва ли в ка че ст ве век то ра для кло ни ро ва ния
це ле во го гена за про мо то ром, уз на ва е мым РНК-
 по ли ме ра зой фага Т7.

В ра бо те был при ме нен ин ст ру мен та рий ре -
ком би на ци он ной ин же не рии, раз ра бо тан ный и
до ступ ный в ЗАО АГРИ. Штамм E. co li СС118
(pir+) ис по ль зо ва ли для кло ни ро ва ния ге нов aroC
и ARO2 в ин тег ра тив ном век то ре pAH162-лattL-
TcR-attR (oriR, TcR) по ме то ду ин тег ра ции Dual
in/out [10]. Плаз ми да pAH123(80Int, ApR) была
ис точ ни ком ин тег ра зы фага 80 в этой ме то ди ке.
Плаз ми ды pMW-Int-Xis (pMW118ts,ApR,int,xis())
и pKD46 (oriR101,repA101(ts), araBp-gam-bet-exo -
ApR) ис по ль зо ва ли в ка че ст ве ис точ ни ков Int/
Xis- за ви си мой си с те мы сайт-спе ци фи че ской ре -
ком би на ции фага  и Red-за ви си мой об щей ре -
ком би на ции, со от вет ст вен но [11].

Сре ды

Штам мы вы ра щи ва ли на сре дах из ве ст но го
со ста ва: LB, SOB, ми ни ма ль ной сре де M9 с глю ко -
зой (0,4%) (Sig ma-Al d rich, США) [8]. Ан ти би о ти ки
до бав ля ли в сле ду ю щих кон цен т ра ци ях, мкг/мл: ам -
пи цил лин («Био син тез», РФ) – 200, тет ра цик лин
(«Фар ма», РФ) – 12,5, хло рам фе ни кол (Pan re ac, Ис -
па ния) – 25. Сре да для ку ль ти ви ро ва ния штам мов-
 про ду цен тов в фер мен те рах была сле ду ю ще го со ста -
ва, г/л: глю ко за («Но во сиб хим фарм», РФ) – 50;
(NH4)2SO4 («Хим мед», РФ) – 0,6; KH2PO4 («Диа-М»
РФ) – 0,6; Fe SO4 («Ре а хим», РФ) – 0,01; MnSO4 («Ре -
а хим») – 0,01; дрож же вой эк ст ракт – 2 («Диа-М»).

Рост ку ль тур E. co li

Ноч ную ку ль ту ру, вы ра щен ную в сре де М9
(37°C; 240 об/мин), раз во ди ли до ОП660 0,05 сре -
дой того же со ста ва и ку ль ти ви ро ва ли в ин ку ба то -
ре TVS062CA (Ad van tec Toyo Co. Ltd., Япо ния)
при 37°C (70 об/мин). ОП660 ку ль ту ры опре де ля -
лась в ав то ма ти че ском ре жи ме.

Фер мен та ция штам мов-про ду цен тов 
фе ни ла ла ни на 

Клет ки ку ль ти ви ро ва ли в аэроб ных усло ви ях
при 37°C, pH 6,7 под дер жи ва ли с по мо щью NH4ОН
(«Хим мед»). Ку ль ту ры, вы рос шие на чаш ках, ино -
ку ли ро ва ли в кол бы (0,75 л) со сре дой LB (0,03 л),
вы ра щи ва ли на ка чал ке при 240 об/мин и 37°C, а за -
тем в фер мен та ци он ных ап па ра тах. Фер мен та цию
про во ди ли в аппаратах Bi os tat Q (BBI, Ger ma ny) с
об щим объ е мом 1 л и ра бо чим объ е мом 0,3 л.

Ко ли че ст во фе ни ла ла ни на и ти ро зи на в ку ль -
ту ра ль ной сре де опре де ля ли ме то дом ВЭЖХ
(HPLC Shi mad zu se ri es 10 with UV de tec tor, Япо ния)
с ис по ль зо ва ни ем ко лон ки Se pa ron CGC150mm
SG CN 5 m (Tes sek Ltd., Pra ha, Czech Re pub lic).

Кон ст ру и ро ва ние штам мов

Де ле ции ге нов aroC и pgi, ин тег ра цию про -
мо то ра Ptac про во ди ли с по мо щью ком би ни ро ван -
но го ме то да, осно ван но го на со че та нии Red-за ви -
си мой си с те мы об щей ре ком би на ции с Int/Xis-за -
ви си мой си с те мой сайт-спе ци фи че ской ре ком би -
на ции фага , как было опи са но ра нее [9]. Ин тег -
ра цию ге нов aroC и ARO2 в при род ный сайт attB
фага 80 в хро мо соме E. co li осу ще ст в ля ли по ме -
то ди ке Dual in/out [10]. Мар ки ро ван ные хро мо -
сом ные мо ди фи ка ции пе ре но си ли из од но го штам -
ма в дру гой при по мо щи T4GT7-транс дук ции [12].
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Ген но-ин же нер ные ме то ди ки, 
фер мен ты, прай ме ры

 По лу че ние ре ком би нан т ных плаз мид осу -
ще ст в ля ли по из ве ст ным про то ко лам [8] с ис по -
ль зо ва ни ем фер мен тов про из вод ст ва Ther mo Sci -
en ti fic (Лит ва). ПЦР про во ди ли с применением
Taq-по ли ме ра зы («Ев ро ген», Мо ск ва) в со от вет -
ст вии с ин ст рук ци я ми про из во ди те ля. Хи ми че -
ский син тез оли го нук ле о ти дов осу ще ст в лял ся
ЗАО «Син тол» (Мо ск ва). По сле до ва те ль но сти
оли го нук ле о ти дов, ис по ль зо ван ных в ка че ст ве
прай ме ров в ПЦР для по лу че ния мо ди фи ка ций
хро мо со мы E. co li, пред став ле ны в табл. 1.

Фраг мент ДНК, со дер жа щий мар ки ро ван -
ный про мо тор Ptac, по лу ча ли с по мо щью двух по -
сле до ва те ль ных ПЦР. Фраг мент ДНК attR-CmR-
 attL-Ptac ам п ли фи ци ро ва ли с хро мо со мы штам -
ма MG1655attR-CmR-attL-Ptac [11], а за тем уд -
ли ня ли с по мо щью ПЦР и оли го нук ле о ти да, со -
дер жа ще го по сле до ва те ль ность RBS10T7. Уда ля е -
мый in vi vo мар кер устой чи во сти к хло рам фе ни -
ко лу, ис по ль зу е мый для по лу че ния де ле ций, ам п -
ли фи ци ро ва ли с плаз ми ды pMW-attL- CmR-attR 
[11]. По лу чен ные ге не ти че ские мо ди фи ка ции
про ве ря ли сек ве ни ро ва ни ем с ис по ль зо ва ни ем
на бо ра Big Dye® Ter mi na tor v3.1 Cyc le Se qu en cing

Kit (Ther mo Fis her Sci en ti fic, США) на ав то ма ти -
че ском сек ве на то ре (ABI Prism 3130xl Ge ne tic
Ana ly zer; Ap pli ed Bi o sys tems, США).

По лу че ние оп ти ми зи ро ван но го для E. co li
гена ARO2, ко ди ру ю ще го хо риз мат син та зу 
S. ce re vi siae 

Для оп ти ми за ции эк с п рес сии гена ARO2 в
клет ках E. co li его струк тур ная часть (Gen Bank
NM_001181013.1) была хи ми че ски син те зи ро ва на
(Slo ning Bi o Tec h no lo gy GmbH, Гер ма ния) с за ме -
ной 42 ред ких для E. co li ко до нов (пре и му ще ст вен -
но для Arg и Leu, а так же Gly и Pro), на ли чие ко то -
рых мог ло вли ять на об ра зо ва ние пол но раз мер но -
го пеп ти да [13]. Хи ми че ски син те зи ро ван ный ген
был по лу чен в виде плаз ми ды pSlo1.1.ARO2. Для
про вер ки эк с п рес сии гена ARO2 в E.co li он был пе -
ре кло ни ро ван в плаз ми ду pET-22b(+) по ре ст рик -
ци он ным сай там Hin dIII и NdeI.

По лу че ние плаз мид pAH162-attL-TcR-attR-aroC
и pAH162-attL-TcR-attR- ARO2

 Плаз ми ду, со дер жа щую струк тур ную часть
ге на aroC, кон ст ру и ро ва ли с по мо щью кло ни ро -
ва ния по сай там PstI и Eco RI фраг мен та ДНК,
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 CЛЕ СА РЕ ВА и др.

Та б ли  ца  1

Оли го нук ле о ти ды, ис по ль зо ван ные в ра бо те
Oli go nuc le o ti des used in this work

№ По сле до ва те ль ность (53) При ме не ние

1
2

Ataacctgcagtgatggctggaaac
tattgaattcttaccagcgtggaatatcag

ДНК aroC
для кло ни ро ва ния

3
4
5
6

Atgtatatctccttcttaaagttaatcctgtgtgaaattgttatccgct
acggatggcctttttgcgtttctacaaactctttttcgctcaagttagtataaaaaagctgaac
ggtggtgacgcggaacagtttgccaaacgttgacatatgtatatctccttcttaaagttaat
tacgcgaaagagttgtccaattgtgtttccagccatatgtatatctccttcttaaagttaat

Фраг мен ты ДНК
attL-CmR-attR-Ptac–
RBS10T7 для ин тег ра ции
пе ред ARO2
(оли го нук ле о ти ды № 3–5)
и aroC (№ 3, 4, 6)

7
8

Gatggctggaaacacaattggacaactctttcgcgtcgctcaagttagtataaaaaagctgaacgagaaacg
Ttaccagcgtggaatatcagtcttcacatcggcatttgaagcctgcttttttatactaagttggcattataa

Фраг мент ДНК
для по лу че ния де ле ции
гена  aroC

9
10

Catgcgtctggaagtcttttgtgaagaccgactcggcgctcaagttagtataaaaaagctgaacgagaaacg
Aatgaaaaacatcaatccaacgcagaccgctgcctgcgctcaagttagtataaaaaagctgaacgagaaacg

Фраг мент ДНК
для по лу че ния де ле ции
гена  tyrR

11
12

Ttaaccgcgccacgctttatagcggttaatcagacctgaagcctgcttttttatactaagttggcattataa
Ttaaccgcgccacgctttatagcggttaatcagacctgaagcctgcttttttatactaagttggcattataa

Фраг мент ДНК
для по лу че ния де ле ции
гена  pgi



по лу чен но го с по мо щью ам п ли фи ка ции (см. табл. 1).
Плаз ми ду, со дер жа щую струк тур ную часть гена
ARO2, по лу ча ли пе ре кло ни ро ва ни ем из плаз ми ды 
pSlo1.1.ARO2 по сай там Bam HI и Eco RI.

Эк с п рес сия гена ARO2 в Т7-си с те ме 
и SDS-ПА АГ-элек т ро фо рез кле точ ных 
бел ков

 Клет ки BL23(DE3)/pET-ARO2 ино ку ли ро -
ва ли в 5 мл сре ды LB, со дер жа щей ам пи цил лин, и
вы ра щи ва ли при 37°С (240 об/мин) до ОП600 ~ 0,3. 
Для ин дук ции эк с п рес сии до бав ля ли ИПТГ до ко -
неч ной кон цен т ра ции 1 мМ и про дол жа ли ин ку -
ба цию в те че ние 3 ч. Клет ки осаж да ли цен т ри фу -
ги ро ва ни ем, ре сус пен ди ро ва ли в 20 мкл воды, до -
бав ля ли 20 мкл бу фе ра для об раз цов (50 мМ
трис-НСl, pH 6,8; 5%-ный SDS; 1,4 М 2-мер кап то -
э та нол; 10%-ный гли це рин; 0,05%-ный бром фе -
нол си ний) и раз ру ша ли ки пя че ни ем на во дя ной
бане в те че ние 15 мин. Ана лиз бак те ри а ль ных
бел ков осу ще ст в ля ли с по мо щью элек т ро фо ре за в 
12%-ном ПААГ с 0,1%-ным SDS [8]. Все ис по ль -
зо ван ные ком по нен ты были про из вод ст ва фир мы
Sig ma-Al d rich.

Масс-спет ро мет ри че ский ана лиз

Про бы бел ков осу ще ст в ля лись в Про те ом -
ном ис сле до ва те ль ском цен т ре Ин сти ту та био ме -
ди цин ской хи мии РАМН (Мо ск ва) с ис по ль зо ва -
ни ем вре мя про лет ной спек тро мет рии и ме то да
мат рич но-ак ти ви ро ван ной ла зер ной де сор б ции/
иони за ции (MALDI-TOF). Бел ки иден ти фи ци ро -
ва ли по на бо рам масс про те о ли ти че ских пеп ти -
дов с ис по ль зо ва ни ем оп ции пеп тид но го фин гер -
п рин та про грам мы Mas cot (Mat rix Sci en ce, США,
http://www.mat rix s ci en ce.com). По иск про во ди ли
по бел ко вой базе дан ных На ци о на ль но го цен т ра
ин фор ма ции по био тех но ло гии (NCBI, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Эк с п рес сия гена ARO2 в си с те ме 
транс крип ции бак те ри о фа га Т7

Для про вер ки эк с п рес сии син те зи ро ван но -
го гена ARO2 с оп ти ми зи ро ван ны ми для E. co li ко -
до на ми ис по ль зо ва ли вновь по лу чен ную плаз ми -
ду pET-22b-ARO2, где этот ген был по став лен под
кон т роль про мо то ра 10, уз на ва е мо го РНК-по ли -
ме ра зой фага Т7. Эк с п рес сию ARO2 в си с те ме Т7

те с ти ро ва ли в клет ках BL21(DE3), ин ду ци ро ван -
ных ИПТГ. Как вид но из элек т ро фо рег рам мы на
рис. 1, в кле точ ном эк ст рак те BL23(DE3)/pET-
22b-ARO2 при сут ст во вал бе лок, со от вет ст ву ю -
щий по раз ме ру мо но ме ру ARO2 (40,8 кДа).

По лу че ние изо ген ных про из вод ных штам ма 
E. co li TG1a roC, со дер жа щих Ptac-ARO2 
и Ptac-aroC в хро мо со ме

Для срав не ния двух ти пов хо риз мат син таз
ко ди ру ю щие об ла с ти ARO2 и aroC ин тег ри ро ва ли
не за ви си мо в при род ный сайт attB фага 80 в хро -
мо со ме E. co li. Пос ле это го пе ред ними ин тег ри -
ро ва ли про мо тор Ptac. В ре зу ль та те были по лу че ны
ге не ти че ские мо ди фи ка ции 80attL-Ptac-ARO2-80attR
и 80attL-Ptac-aroC-80attR. В обо их слу ча ях по -
сле до ва те ль ность про мо то ра (с –40-го по +31-й
нук ле о тид от но си те ль но стар та мРНК (+1)) была
со е ди не на с ко ди ру ю щей ча стью ге нов че рез 25 ну -
к ле о ти дов, пред ше ст ву ю щих ARO2 в pET-22b-ARO2.
Эти 25 нук ле о ти дов вклю ча ли SD-по сле до ва те ль -
ность гена 10 фага Т7 и так на зы ва е мый транс ля -
ци он ный эн хан сер [14].
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Рис. 1. Элек т ро фо ре ти чес кий ана лиз в 12,5%-ном
SDS-ПААГ кле точ ных эк с трак тов штам мов E coli
BL23(DE3)/pET-22b (1) и BL23(DE3)/pET-22b-ARO2 (2), вы -
ра щен ных с до бав ле ни ем 1 мМ ИПТГ (Thermo Scientific). М– 
мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы (Thermo Scientific)

Fig. 1. Electrophoresis in 12.5% SDS-PAGE of cell
extracts of E coli strains BL23(DE3)/pET-22b (1) and
BL23(DE3)/pET-22b-ARO2 (2) grown with 1 mM IPTG(Thermo 
Scientific). M, markers of molecular masses (Thermo Scientific)



Рост штам мов TG1a roC P tac-ARO2 
и TG1a roC P tac-aroC на ми ни ма ль ной 
сре де М9

Штам мы TG1aroC80attL-ARO2-80attR
и TG1aroC80attL-aroC-80attR, со дер жа щие
ин тег ри ро ван ные гены ARO2 и aroC без про мо то -
ров, не рос ли на ми ни ма ль ной сре де М9 без до -
бав ле ния аро ма ти че ских ами но кис лот и ви та ми -
нов так же, как и ис ход ный штамм TG1a roC
(рис. 2, кри вая 2). По сле ин тег ра ции про мо то ра
Ptac штам мы TG1aroC80attL-Ptac-ARO2-80attR 
(обо зна чен ный ниже, как TG1a roC P tac-ARO2) и
TG1aroC80attL-Ptac-aroC-80attR (обо зна чен -
ный ниже, как TG1a roC P tac-aroC) де мон ст ри ро -
ва ли рост в этих усло ви ях (рис. 2, кри вые 3, 4). Та -
ким об ра зом, обе кон ст рук ции ком п ле мен ти ро ва -
ли фун к цию AroC без до бав ле ния ИПТГ. Штамм
TG1a roC P tac-ARO2 имел бо лее вы со кую ско -
рость ро с та (µ ~ 0,28 ч–1) и до сти гал бо лее вы со -
кой ко неч ной ОП660  (~ 2) по срав не нию со штам -
мом TG1 (µ ~ 0,25 ч–1; ОП660 ~ 1,7–1,8) и TG1a -
roC P tac-aroC (µ ~ 0,23 ч–1; ОП660 ~ 1,7–1,8) (см.
рис. 2). Не бо ль шое пре и му ще ст во в ро с те штам ма 
TG1a roC P tac-ARO2 мог ло опре де ля ть ся как
свой ст ва ми ARO2, так и раз ли чи ем в эк с п рес сии
ге нов ARO2 и aroC в клет ках TG1a roC.

Оцен ка эк с п рес сии ге нов ARO2 и aroC 
в клет ках TG1Da roC с по мо щью 
ви зу а ли за ции и по сле ду ю щей иден ти фи ка ции 
бел ков по сред ст вом масс-спек тро мет рии

Для те с ти ро ва ния син те за ARO2 и AroC в
TG1a roC P tac-ARO2 и в TG1a roC P tac-aroC бел ки
из кле точ ных эк ст рак тов этих штам мов были про -
а на ли зи ро ва ны с по мо щью SDS-ПААГ (рис. 3).
Бел ко вая по ло са, близ кая по по движ но с ти к мо -
но ме ру ARO2 (40,8 кДа) была сла бо вид на то ль ко
в эк ст рак те кле ток TG1a roC P tac-ARO2, ин ду ци -
ро ван ных ИПТГ (рис. 3, до рож ка 5). Бел ко вая по -
ло са, со от вет ст ву ю щая по раз ме ру мо но ме ру
AroC (39,1 кДа), при сут ст во ва ла в эк ст рак тах кле -
ток TG1a roC P tac-aroC не за ви си мо от до бав ле -
ния  ИПТГ (рис. 3, до рож ки 3, 6). Для под твер ж де -
ния на ли чия ARO2 и AroC в упо мя ну тых про бах,
со от вет ст ву ю щих ну ме ра ции до ро жек на рис. 3, а
так же для по ис ка ARO2 в про бе 2 (кле точ ный эк -
ст ракт TG1a roC P tac-ARO2 без ИПТГ), бел ко вые
зоны, обо зна чен ные ова ла ми на рис. 3, были вы -
ре за ны из геля, об ра бо та ны трип си ном (Sig ma-Al -
d rich) и про а на ли зи ро ва ны с по мо щью MALDI-TOF. 
ARO2 не был об на ру жен в про бе 2 (без ИПТГ), но
его при сут ст вие в про бе 5 (с до бав ле ние ИПТГ)
оце ни ва лось в 207 бал лов (бал лы > 86 были зна чи -
мы ми.) При сут ст вие AroC в про бах 3 и 6 (без и с
до бав ле ни ем ИПТГ) оце ни ва лось в 160 и 169 бал -
лов, со от вет ст вен но.

Та ким об ра зом, ARO2 был ви зу а ли зо ван
то ль ко в эк ст рак тах кле ток, ин ду ци ро ван ных
ИПТГ, в от ли чие от AroC, об на ру жен но го в клет -
ках, вы ра щен ных как с ИПТГ, так и без него (см.
рис. 3). В свя зи с этим было сде ла но за клю че ние,
что эк с п рес сия гена ARO2 была сла бее, чем гена
aroC. Та кой вы вод под твер дил ся при ко ли че ст -
вен ной оцен ке эф фек тив но сти транс ля ции с по -
мо щью UTR De sig ner [15]. Этот in si li co ме тод
пред ска зал в че ты ре раза бо лее вы со кую транс ля -
цию RBS10T7-aroC по срав не нию с RBS10T7-ARO2. 
Сле до ва те ль но, слег ка улуч шен ный рост
TG1aro C P tac-ARO2 по срав не нию со штам ма ми
TG1a roC P tac-aroC и TG1, со дер жа щи ми ген
aroC ди ко го типа, мог быть обу слов лен свой ст ва -
ми би фун к ци о на ль ной хо риз мат син та зы ARO2.

Срав не ние мо но- и би фун к ци о на ль ных 
хо риз мат син таз у про ду цен та фе ни ла ла ни на
DV1017

Пред по ла гая, что пре и му ще ст ва би фун к ци о -
на ль но го фер мен та мог ли быть вы яв ле ны в усло -
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 CЛЕ СА РЕ ВА и др.

Рис. 2. Кри вые рос та на ми ни маль ной сре де М9 штам -
мов E. coli: 1 – TG1; 2 – TG1aroC; 3, 4 – TG1aroCPtac-ARO2
и TG1aroCPtac-aroC, со от вет с т вен но

Fig. 2. Growth curves in the M9 minimal medium of E. co -
li strains TG1 (1); TG1aroC (2), TG1aroCPtac-ARO2 (3) and
TG1aroCPtac-aroC (4)



ви ях сверх про дук ции со е ди не ний, об ра зу ю щих ся 
из хо риз ма та, в клет ки про ду цен та фе ни ла ла ни на
с инак ти ви ро ван ной хо риз мат син та зой DV1017a roC
(этот штамм не син те зи ро вал фе ни ла ла нин) были
вве де ны мо ди фи ка ции Ptac-ARO2 и Ptac-aroC. По -
лу чен ные штам мы DV1017a roC P tac-ARO2 и
V1017a roC P tac-aroC про ду ци ро ва ли фе ни ла ла -
нин на уров не штам ма DV1017 и, так же как
DV1017, по ми мо фе ни ла ла ни на на кап ли ва ли
при мес ные ко ли че ст ва ти ро зи на (табл. 2).
DV1017 в до пол не ние к гену phe Afbr, ко ди ру ю ще -
му не чув ст ви те ль ную к фе ни ла ла ни ну хо риз мат -
му та зу/пре фе нат де гид ра та зу, со дер жал ослаб -
лен ный ал лель хо риз мат му та зы/пре фе нат де гид -
ро ге на зы ty rA-LAA [9].

По ско ль ку про дук ция фе ни ла ла ни на не
воз рос ла ни у од но го из по лу чен ных штам мов,
был сде лан вы вод, что ак тив ность хо риз мат син -
та зы не яв ля ет ся уз ким мес том в био син те зе ами -
но кис ло ты штам мом DV1017. Ве ро ят но, по э то му
кле точ ная фла вин ре дук таз ная ак тив ность мог ла
быть до ста точ ной для про яв ле ния ак тив но сти хо -
риз мат син та зы AroC и ис по ль зо ва ние би фун к ци о -
на ль ной хо риз мат син та зы ARO2 не да ва ло пре -
и му ществ в этих усло ви ях.

Срав не ние мо но- и би фун к ци о на ль ных 
хо риз мат син таз в клет ках про ду цен та 
фе ни ла ла ни на DV1017tyrR

Ак тив ность хо риз мат син та зы мог ла стать
уз ким мес том в био син те зе фе ни ла ла ни на в ре зу ль -
та те да ль ней ше го рас ши ре ния аро ма ти че ско го
пути у штам ма DV1017, на при мер, по сле инак ти -
ва ции ре прес со ра это го пути TyrR [16]. Дей ст ви -
те ль но, вве де ние де ле ции tyrR в DV1017 при во -
ди ло к улуч ше нию по ка за те лей штам ма: вы ход
фе ни ла ла ни на из глю ко зы вы рос на 1%, а про дук -
тив ность – на 0,02 г/(лч) (рис. 4). Вве де ние в

штамм  DV1017tyrR мо ди фи ка ций Ptac-ARO2
или Ptac-aroC по вы си ло вы ход фе ни ла ла ни на из
глю ко зы на 0,8 и 0,9%, со от вет ст вен но, а про дук -
тив ность – на 0,06 г/(лч) по срав не нию с со от вет -
ст ву ю щи ми по ка за те ля ми для DV1017tyrR (см.
рис. 4). Хо риз мат син та за дей ст ви те ль но яв ля лась
уз ким мес том био син те за фе ни ла ла ни на штам -
мом DV1017tyrR, так как, было уста нов ле но, что 
вве де ние до пол ни те ль но го гена это го фер мен та
при во ди ло к уве ли че нию про дук ции ами но кис ло -
ты. Од на ко по ло жи те ль ный эф фект Ptac-ARO2 и
Ptac-aroC на про дук цию фе ни ла ла ни на был при -
мер но оди на ков.
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Рис. 3. Элек т ро фо ре ти чес кий ана лиз в 12,5%-ном
SDS-ПААГ кле точ ных эк с трак тов штам мов TG1 (1, 4);
TG1aroCPtac-ARO2 (2, 5); TG1aroCPtac-aroC (3, 6), вы ра -
щен ных в сре де М9 без (1–3) и с до бав ле ни ем 1 мМ ИПТГ
(4–6). Ова ла ми обоз на че ны зоны, ис с ле до ван ные с по мощью
мас с - с пек т рос ко пии. М – мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы
(Thermo Scientific)

Fig. 3. Electrophoresis in 12.5% SDS-PAGE of cell
extracts of strains TG1 (1, 4), TG1aroC  Ptac-ARO2 (2, 5), and
TG1aroCPtac-aroC (3, 6) grown in M9 medium with 1 mM
IPTG (4–6) or without it (1–3). Ovals indicate zones investigated
by mass-spectroscopy. M, markers of molecular masses (Thermo
Scientific)

Та б ли  ца  2

На коп ле ние фе ни ла ла ни на и ти ро зи на в сре де 
Ac cu mu la ti on of phe ny la la ni ne and ty ro sin in a me di um

Штамм E. co li ОП540нм Фе ни ла ла нин, (Phe, г/л) Ти ро зин, (Tyr,мг/л)

DV1017 322 6,60,5 72

DV1017aroC 132 <0,02 <0,02

DV1017aroC Ptac-aroC 342 6,80,5 102

DV1017aroC Ptac-ARO2 352 6,70,5 92



Те с ти ро ва ние би фун к ци о на ль но сти ARO2 
в клет ках про ду цен та фе ни ла ла ни на 
E. co li pgi 

В пре ды ду щих эк с пе ри мен тах фун к ци о на ль -
ная хо риз мат син та за ARO2 не по ка за ла пре и му -
ществ пе ред AroC, по э то му воз ник во прос о про -
яв ле нии свойств би фун к ци о на ль но сти ARO2 в
клет ках E. co li. По ско ль ку би фун к ци о на ль ная хо -
риз мат син та за ARO2 яв ля ет ся за ви си мой от
NADPH, она мог ла бы иметь пре и му ще ст ва пе ред 
мо но фун к ци о на ль ным фер мен том в слу чае уси -
ле ния ме та бо ли че ско го пути, в ко то ром об ра зу ет -
ся ука зан ный ко фер мент. 

Пред ше ст вен ник аро ма ти че ских со е ди не ний
эрит ро зо-4-фос фат об ра зу ет ся в пен то зо фос фат -
ном пути, яв ля ю щем ся од ним из основ ных ис точ -
ни ков NADPH в клет ках E. co li [17]. Для того, что бы 
пе ре на пра вить по ток уг ле ро да че рез пен то зо фос -
фат ный путь, у штам мов DV1017a roC P tac-ARO2 и
DV1017a roC P tac-aroC де ле ти ро ва ли ген pgi, ко -
ди ру ю щий фос фог лю ко зо и зо ме ра зу, и срав ни ва -
ли ско рость ро с та штам мов pgi и ис ход ных
штам мов в про цес се фер мен та ции. Время фер -
мен та ции штам мов pgi уве ли чи лось до > 20 ч,
тог да как ис ход ные штам мы по треб ля ли ту же на -
ча ль ную кон цен т ра цию глю ко зы за 13–15 ч. За -
мед лен ный рост штам мов pgi на сре де с глю ко зой
объ яс нял ся на ру ше ни ем окис ли те ль но-вос ста но -
ви те ль но го по тен ци а ла клет ки из-за из бы точ но го
об ра зо ва ния NADPH в пен то зо фос фат ном пу ти [18]. 

Тем не ме нее, ку ль ту ра штам ма DV1017a roC P -
tac-ARO2p gi до стиг ла бо лее вы со кой оп ти че ской
плот но сти (ОП540 = 35) и име ла бо ль шую про дук тив -
ность (0,21 г/(л ч)), чем DV1017a roC P tac-aroC
 p gi (ОП540 = 31, про дук тив ность – 0,16 г/(л  ч)), а
вы ход фе ни ла ла ни на из глю ко зы у обо их штам мов 
pgi сни зил ся на 5 и 7%, со от вет ст вен но, от но си -
те ль но ис ход ных штам мов DV1017a roC P -
tac-ARO2 и DV1017a roC P tac-aroC, у ко то рых эта
ве ли чи на была рав на 15%. Сле до ва те ль но, пе ре -
на прав ле ние по то ка уг ле ро да че рез пен то зо фос -
фат ный путь име ло не га тив ный эф фект на фер -
мен та ци он ные ха рак те ри сти ки обо их изу чен ных
штам мов, но для штам ма, со дер жа ще го ген ARO2,
этот эф фект был сла бее. Штамм, син те зи ру ю щий
би фун к ци о на ль ный фер мент, ока зал ся бо лее ус -
той чив к из быт ку NADPH в клет ке. 

Та ким об ра зом, хо риз мат син та за ARO2
про я ви ла свою би фун к ци о на ль ность в клет ках
штам ма Dpgi, по вы сив их устой чи вость к сверх -
про дук ции NADPH за счет его по треб ле ния. Пре -
и му ще ст ва ге те ро ло гич ной хо риз мат син та зы пе -
ред соб ст вен ным фер мен том в клет ках E. co li Pgi+
не были вы яв ле ны.

Ав то ры бла го дар ны С.М. Ка за ко вой и
Ю.В. Ку ла ги ной (ЗАО АГРИ) за про ве де ние фер -
мен та ций в ап па ра тах и А.Д. Ки ве ро (ЗАО АГРИ)
за ко ли че ст вен ный ВЭЖХ-ана лиз ами но кис лот в
ку ль ту ра ль ной жид ко сти. Ав то ры чрез вы чай но
бла го дар ны С.В. Маш ко (ЗАО АГРИ) за цен ные
за ме ча ния при чте нии ру ко пи си дан ной ста тьи.
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СРАВ НЕ НИЕ МО НО- И БИ ФУН К ЦИ О НА ЛЬ НОЙ ХО РИЗ МАТ СИН ТАЗ В КЛЕТ КАХ Es c he ric hia co li
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Ab s t ract–Cho ris ma te syn t ha se, the last en zy me in the com mon aro ma tic pat h way, has an ab so lu te re qu i re ment for re du ced fla vin mo no -
nuc le o ti de. Bi fun c ti o nal cho ris ma te syn t ha se from Sac cha ro my ces ce re vi siae (an ARO2 gene pro te in pro duct) is able to re du ce fla vin by 
the NADPH oxi da ti on in con t rast to the Es c he ric hia coli mo no fun c ti o nal cho ris ma te syn t ha se (an aroC ge ne pro te in pro duct) which de -
pends on the cel lu lar fla vin re duc ta se ac ti vi ty. To com pa re fun c ti o nal ac ti vi ti es of two ty pes of cho ris ma te syn t ha ses, the struc tu ral part
of the ARO2 gene with ami no a cid co dons op ti mi zed for the ex p res si on in E. co li was che mi cal ly syn t he si zed. Af ter ve ri fi ca ti on of the
ARO2 ex p res si on in T7 sys tem, iso ge nic stra ins of E. co li TG1a roC P tac-ARO2 and TG1a roC P tac-aroC we re ob ta i ned. The com pa ra ti -
ve ana ly sis of pro te ins from cell ex t racts as well as in si li co cal cu la ti ons of hyb rid RBS ef fi ca cy sho wed that the gene for the AroC pro te -
in was ex p res sed bet ter in TG1a roC P tac-aroC than ARO2 in TG1a roC P tac-ARO2 cells. The in t ro duc ti on of the Ptac-ARO2 and
Ptac-aroC mo di fi ca ti ons ful ly res to red the growth of the TG1a roC aro ma tic auxot roph in mi ni mal M9 me di um and the phe ny la la ni ne
pro duc ti on in the pro du cer with inac ti ve cho ris ma te syn t ha se, DV1017a roC. The si mi lar po si ti ve ef fect of Ptac-ARO2 and Ptac-aroC on
the phe ny la la ni ne pro duc ti on of the DV1017tyrR stra in whe re cho ris ma te syn t ha se was a bot tle neck al lo wed con c lu ding abo ut the lack
of li mi ta ti on by re du ced fla vin un der the ove rex p res si on of mo no fun c ti o nal cho ris ma te syn t ha se in E. co li.

Key words: chorismate synthase, Escherichia coli, phenylalanine producer, reduced flavin mononucleotide.
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