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13C-MFA яв ля ет ся на се год няш ний день основ ным ме то дом ко ли че ст вен но го опре де ле ния внут ри кле точ ных по то ков уг ле ро да 
in vi vo в ква зи ста ци о нар ных усло ви ях. За бо лее чем два дца ти лет нюю ис то рию этот ме тод на шел при ме не ние как в фун да мен -
та ль ных ис сле до ва ни ях ме та бо лиз ма про ка ри о ти че ских и эука ри о ти че ских ор га низ мов, так и в ре ше нии при клад ных за дач
био тех но ло гии по улуч ше нию свойств штам мов – про ду цен тов био ло ги че ски ак тив ных ве ществ. В тре тьей за клю чи те ль ной
ча с ти об зо ра, по свя щен но го 13C-MFA, пред став ле ны уже до стиг ну тые ре зу ль та ты в ис сле до ва нии бак те ри а ль но го ме та бо лиз -
ма дан ным ме то дом. Ана лиз мо де ль ных штам мов хо ро шо из ве ст ных мик ро ор га низ мов по зво лил вы я вить пла с тич ность ме та -
бо лиз ма в це лом за счет при сут ст вия в нем аль тер на тив ных пу тей и по мог опре де лить фи зио ло ги че скую роль, а так же об на ру -
жить но вые фун к ции уже оха рак те ри зо ван ных се тей био хи ми че ских ре ак ций. Кро ме то го, в своем со вре мен ном ис пол не нии
13С-MFA мо жет ак тив но ис по ль зо ва ть ся для фун да мен та ль ных ис сле до ва ний ме та бо лиз ма ма ло изу чен ных бак те рий. В при -
клад ных ра бо тах ана лиз по то ков в клет ках штам мов-про ду цен тов ами но кис лот, ви та ми нов, ан ти би о ти ков по зво лил опре де -
лить ми ше ни для да ль ней шей мо ди фи ка ции, пред ло жить не три ви а ль ные под хо ды ме та бо ли че ской ин же не рии и, что не ме нее
важ но, под твер дить их эф фек тив ность. В за клю че ние об суж да ют ся пер с пек ти вы раз ви тия и ис по ль зо ва ния 13C-MFA, в том
чис ле и для ана ли за ди на ми ки рас пре де ле ния ме та бо ли че ских по то ков в хо де ку ль ти ви ро ва ния ис сле ду е мо го ор га низ ма.

Клю че вые сло ва: ак тив ность ме та бо ли чес ких пу тей; ба ланс NADPH; соп ря же ние по то ков, хо лос тые цик лы.
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Спи сок со кра ще ний: ЦМ – цен т ра ль ный ме та бо лизм; AC – аце тат; ACALD – аце то а ль де гид; ACCOA –аце тил-ко эн зим А; AKG
–2-ок сог лу та рат; CoA – ко эн зим А; С2/С3 – двух уг ле род ный и тре хуг ле род ный фраг мен ты, уча ст ву ю щие в эн зи ма ти че ских ре -
ак ци ях, осу ще ст в ля е мых транс аль до ла зой и транс ке то ла зой нео кис ли те ль ной вет ки PP-пу ти со глас но пинг-по нго во му ме ха -
низ му; CIT – цит рат; 13C-MFA (13C-ba sed Me ta bo lic Flux Ana ly sis) – ана лиз ме та бо ли че ских по то ков в эк с пе ри мен тах с ис по ль -
зо ва ни ем суб ст ра тов, со дер жа щих 13C-изо то пы уг ле ро да; E4P – эрит ро зо-4-фос фат, ED-путь (En t ner-Do u do roff pat h way) – ме -
та бо ли че ский путь Эн т не ра-Ду до роф фа; EMP-путь (Em b den–Mey er hof–Par nas pat h way) – ме та бо ли че ский путь Эм б де на–Мей -
ер го фа–Пар на са; DHAP – ди гид рок си а це тон фос фат; ICIT – изо цит рат; F6P – фрук то зо-6-фос фат; FDP – фрук то зо-1,6-ди фос -
фат; FUM – фу ма рат; G6P – глю ко зо-6-фос фат; G3P – гли це ра ль де гид-3-фос фат; GC-MS – га зо вая хро ма тог ра фия–масс-спек -
тро мет рия; GLC – глю ко за; GLX – гли ок си лат; KDPG – 2-ке то-3-дез ок си-фос фог лю ко нат; LC – жид ко ст ная хро ма тог ра фия;
LL-DAP – L,L-диа ми но пи ме ли но вая кис ло та; MAL – ма лат; MS/MS – тан дем ная масс-спек тро мет рия; MTHF – ме тил тет ра гид -
ро фо лат; NAD(H) – ни ко ти на мид ди нук ле о тид окис лен ный (вос ста нов лен ный); me so-DAP – ме зо-диа ми но пи ме ли но вая кис ло -
та; OAA – ок са ло а це тат; PP-путь (Pen to se-Phos p ha te pat h way) – пен то зо фос фат ный путь; PRPP – 5-фос фо ри бо зил-1-пи ро фос -
фат; PTS (Phos p ho e nol py ru va te-de pen dent phos p hoT ran s fe ra se Sys tem) – фос фо е нол пи ру ват-за ви си мая фос фот ран с фе раз ная си -
с те ма транс пор та са ха ров; Pyr – пи ру ват; P5P – об щий пул фос фо ри ли ро ван ных пен то са ха ров (R5P, Ru5P и Xu5P); PEP – фос -
фо е нол пи ру ват; 3PG – 3-фос фог ли це рат; R5P – ри бо зо-5-фос фат; Ru5P – ри бу ло зо-5-фос фат; S7P – се до геп ту ло зо-7-фос фат;
SAKP – N-сук ци нил--ами но-ок со пи ме лат; SDAP – сук ци нил-диа ми но пи ме ли но вая кис ло та; SUC – сук ци нат; SUCCOA – сук -
ци нил-ко эн зим A; TCA (Tri Car bo xy lic Acid cyc le) – цикл три кар бо но вых кис лот; THDP – тет ра гид ро ди пи ко ли нат; Xu5P – кси -
лу ло зо-5-фос фат. Ами но кис ло ты обо зна че ны со глас но трех бук вен но му ко ду. 6PG – глю ко нат-6-фос фат; 13DPG – 1,3-ди фос -
фог ли це рат.



Эта ра бо та яв ля ет ся тре тьей ча стью об зо ра,
по свя щен но го фун да мен та ль ным осно вам и до -
стиг ну тым прак ти че ски зна чи мым ре зу ль та там
при ме не ния од но го из са мых со вре мен ных ме то -
дов си с тем ной био ло гии – флук со ми ки, а точ нее,
ее наи бо лее раз ви то го в на сто я щее вре мя на прав -
ле ния – ана ли за ме та бо ли че ских по то ков в эк с пе -
ри мен тах с ис по ль зо ва ни ем суб ст ра тов, со дер жа -
щих 13C изо то пы уг ле ро да (13C-MFA). В пер вой и
вто рой ча с тях об зо ра [1, 2], крат ко из ло же ны
осно вы ме то да, вклю чая по стро е ние упро щен ной
ме та бо ли че ской мо де ли объ ек та ис сле до ва ний,
ма те ма ти че ские и эк с пе ри мен та ль ные ас пек ты
опре де ле ния па ра мет ров по то ков и их ста ти сти -
ки. Тре тья часть ко рот ко зна ко мит за ин те ре со -
ван ных чи та те лей с те ми ре зу ль та та ми, ко то рые
уже по лу че ны с при ме не ни ем 13C-MFA, и их зна -
че ни ем для фун да мен та ль ных об ла с тей био ло гии
и прак ти че ски зна чи мой ме та бо ли че ской ин же не -
рии. Ав то ры, ру ко вод ст ву ясь соб ст вен ны ми про -
фес си о на ль ны ми ин те ре са ми, огра ни чи ли рас -
смот ре ние дан ной те мы ра бо та ми, про ве ден ны ми 
в основ ном с бак те ри я ми, ис по ль зу е мы ми в со -
вре мен ной про мыш лен но сти, хо тя эта ме то до ло -
гия ак тив но при ме ня ет ся в са мых раз лич ных об -
ла с тях ис сле до ва ний, в том чис ле и в от но ше нии
дрож жей [3], рас те ний [4], мле ко пи та ю щих [5] и
дру гих кле точ ных си с тем [6].

ВКЛАД 13C-MFA В ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

По про бу ем очень крат ко сум ми ро вать ре а ль -
ный вклад, ко то рый уже внес 13C-MFA в раз ви тие
фун да мен та ль ных ис сле до ва ний в об ла с ти си с -
тем ной био ло гии мик ро ор га низ мов. В по след нее
де ся ти ле тие бо ль шое рас про стра не ние по лу чи ли
ис сле до ва ния спе ци фи че ских осо бен но стей ме та -
бо лиз ма бак те ри а ль ных штам мов с пре ци зи он но
вве ден ны ми де ле ци я ми от де ль ных био син те ти че -
ских или ре гу ля тор ных ге нов. В слу чае Es c he ric -
hia co li дан ные ис сле до ва ния ча с то про во дят со
штам ма ми из так на зы ва е мой Keio-кол лек ции [7]. 
Це лью этих ис сле до ва ний яв ля ет ся вы яс не ние
спе ци фи че ской ро ли от де ль ных уча ст ков ме та бо -
ли че ской и ре гу ля тор ной се ти бак те рий в от вет на 
спе ци фи че ские на ру ше ния ге но ма и внеш ние воз -
дей ст вия, а так же изу че ние воз мож ных ком пен са -
тор ных ре ак ций кле ток в хо де адап тив ной эво лю -
ции. Ес те ст вен но, наи бо ль ший ин те рес при вле ка -
ли му тан ты по ге нам фер мен тов, ка та ли зи ру ю -
щих клю че вые ре ак ции, а так же ре ак ции в точ ках
вет в ле ния основ ных ме та бо ли че ских пу тей. Рас -
смот рим не ско ль ко ча ст ных при ме ров. Так, на -

при мер, PTS--му тан ты не спо соб ны по треб лять и
фос фо ри ли ро вать глю ко зу за счет фун к ци о ни ро -
ва ния PTS, по э то му у та ких му тан тов ак ти ви ро ва -
лись аль тер на тив ные, су ще ст вен но ме нее изу чен -
ные ме та бо ли че ские пу ти ути ли за ции уг ле вод но -
го суб ст ра та [8, 9]. Про дук ты ге нов pgi и zwf фун к -
ци о ни ру ют на сты ке EMP- и PP-пу тей, а по то му
яс но бы ло, что инак ти ва ция од но го из этих ге нов
при во дит к бе за ль тер на тив но му рас пре де ле нию
по то ка уг ле ро да в этой точ ке вет в ле ния ре ак ций
ка та бо лиз ма глю ко зы; од на ко да ль ней ший ха рак -
тер пе ре рас пре де ле ния по то ков был пред ска зу ем
в су ще ст вен но ме нь шей сте пе ни [10, 11]. C по мо -
щью 13C-MFA бы ло по ка за но, что по сле транс -
пор та внутрь клет ки pgi-му тан та глю ко за ка та бо -
ли зи ру ет ся в основ ном че рез PP-путь, так как че -
рез ED-путь по ток уг ле ро да был не зна чи те ль ным. 
В то же время, бы ла вы яв ле на зна чи те ль ная ак ти -
ва ция гли ок си лат но го цик ла у pgi-му тан та с од но -
вре мен ным уме нь ше ни ем по то ка уг ле ро да, про -
хо дя ще го че рез изо цит рат-де гид ро ге наз ную ре -
ак цию. По мне нию ав то ров, та кое пе ре рас пре де -
ле ние по то ков в ниж ней ча с ти ме та бо ли че ской
кар ты свя за но с не об хо ди мо стью ком пен си ро вать 
из бы точ ный син тез NADHP, воз ни ка ю щий у
pgi-му тан та и яв ля ю щий ся токсич ным для клет -
ки. Ге ны py kA, pykF обес пе чи ва ют пу ти к био син -
те зу Pyr и аце тил-CoA, из ко то рых об ра зу ют ся
мно гие про дук ты фер мен та ции; в свя зи с этим до -
ста точ но труд но бы ло ожи дать уси ле ния по то ка
уг ле ро да в PP-путь как од но го из ме та бо ли че ских
от ве тов на де ле цию этих ге нов, ко то рое бы ло об -
на ру же но ме то дом 13C-MFA. [12, 13]. При ме ры
му тан тов, пред став ля ю щих ин те рес для изу че -
ния, не ис чер пы ва ют ся при ве ден ны ми вы ше.

На ря ду с бо ль шим чис лом му тан тов по ге -
нам цен т ра ль но го ме та бо лиз ма ис сле до ва ни ям
бы ли под вер г ну ты и му тан ты по ге нам гло ба ль -
ной ре гу ля ции (см., на при мер, [14, 15]). Ин те рес -
ны ми яв ля ют ся ра бо ты по ана ли зу рас пре де ле ния 
ме та бо ли че ских по то ков в от вет на из ме не ние
уров ня эк с п рес сии ге нов двух ком по нен т ных си с -
тем ре гу ля ции, в ча ст но сти, си с те мы кис ло род но -
го ды ха ния ar cA- arcB, в усло ви ях сни же ния обес -
пе чен но сти кле ток кис ло ро дом (аэроб ный, мик -
ро аэроб ный, ана эроб ный рост) [16, 17]. Уста нов -
ле ние вы со кой сте пе ни пла с тич но сти и устой чи -
во сти бак те ри а ль но го ме та бо лиз ма яви лось ре зу ль -
та том мно го чис лен ных ис сле до ва ний с ис по ль зо -
ва ни ем 13C-MFA. Бы ло по ка за но, что адап та ция к
из ме ня ю щим ся внеш ним воз дей ст ви ям и к на ру -
ше ни ям фун к ци о ни ро ва ния ме та бо ли че ских ге -
нов обес пе чи ва ет ся за счет су ще ст во ва ния мно го -
чис лен ных «шун тов» и аль тер на тив ных пу тей в
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се ти ре ак ций [18, 19]. На при мер, на ча ль ным от ве -
том E. co li на инак ти ва цию от де ль ных ге нов яв ля -
ет ся ин дук ция из ве ст ных об ход ных ре ак ций, ко -
то рые обыч но не про яв ля ют ся в клет ках ди ко го
ти па в стан дар т ных усло ви ях ку ль ти ви ро ва ния на 
глю ко зе. Это, в ча ст но сти, ED-путь или гли ок си -
лат ный шунт. Од на ко, ес ли кле точ ный от вет на -
блю да ет ся в те че ние мно гих ге не ра ций, то ча с то в 
хо де адап тив ной эво лю ции на мо ле ку ляр ном
уров не ак ти ро ван ный ла тен т ный путь вновь ре -
прес си ру ет ся, а бо лее вы год ные аль тер на тив ные
пу ти на чи на ют фун к ци о ни ро вать за счет уве ли че -
ния уров ня эк с п рес сии со от вет ст ву ю щих ге нов, и
в со во куп но сти эти пу ти ока зы ва ют ся наи бо лее
эф фек тив ны ми [18].

Дан ные, по лу чен ные ме то да ми 13C-MFA,
по зво ли ли пе ре ос мыс лить зна че ние не ко то рых
ре ак ций цен т ра ль но го ме та бо лиз ма для фи зио ло -
гии мик ро ор га низ мов. Так, на при мер, в до пол не -
ние к из ве ст ной роли PP-пу ти как ге не ра то ра ме -
та бо ли че ских пред ше ст вен ни ков (E4P, R5P) и ре -
докс-эк ви ва лен тов (NADPH), ре а ли зу е мой в бо ль -
шин ст ве ор га низ мов, ока за лось, что этот путь мо -
жет яв ля ть ся глав ным в ка та бо лиз ме глю ко зы у
не ко то рых бак те рий [20]. 

Имен но 13C-MFA по зво лил про яс нить ра -
нее не из ве ст ное фи зио ло ги че ское раз ли чие фун к -
ций мем б ра нос вя зан ной (PntAB) и рас тво ри мой
(UdhA) изо форм транс гид ро ге наз E. co li, спо соб -
ных к по тен ци а ль но му пе ре но су элек т ро нов не -
по сред ст вен но с NADH на NADP+ и об рат но [19].
Дей ст ви те ль но, ис по ль зуя ана лиз по то ков в клет ках 
скон ст ру и ро ван ных му тан тов, уда лось иден ти фи -
ци ро вать про тон за ви си мую фун к цию PntAB как
один из основ ных ис точ ни ков вос ста нов ле ния NADP+

у E. co li. В то же вре мя, воз мож ное энер го не за ви -
си мое окис ле ние, ка та ли зи ру е мое ци то плаз ма ти -
че ской UdhA, по мо га ет клет кам из бе жать токсич -
но с ти, свя зан ной с из быт ком NADPH [10]. От ме -
тим, что инак ти ва ция ге нов pntAB в клет ках E. co li
ди ко го типа в ка че ст ве адап тив но го от ве та при во -
дит у му тан та к су ще ст вен но му пе ре рас пре де ле -
нию по то ка уг ле ро да из EMP-пу ти в окис ли те ль -
ную вет ку РР-пу ти, в ко то рой воз ра с та ю щий по -
ток уг ле ро да слу жит иск лю чи те ль но для ком пен -
са тор но го син те за NADPH, при этом из бы ток уг -
ле ро да уча ст ву ет в об рат ном пре вра ще нии в ин -
тер ме ди а ты EMP-пу ти (F6P и G3P) в ре ак ци ях
нео кси да тив ной вет ви РР-пу ти (рис. 1; [19]).

Об на ру же ние «но вых» ре ак ций в клет ках
хо ро шо оха рак те ри зо ван ных с ме та бо ли че ской
точ ки зре ния ор га низ мов, осу ще ст в ле ние ко то -
рых в дан ных усло ви ях ра нее не пред по ла га лось,
от ме ча ет ся как бе зу слов ный вклад 13C-MFA в

раз ви тие фун да мен та ль ных ис сле до ва ний. В при -
ме не нии к 13C-MFA тер мин «но вый», взя тый в ка -
выч ки, тре бу ет спе ци а ль но го ком мен та рия. Ра нее,
об суж дая прин ци пы ана ли за ме та бо ли че ских по -
то ков, мы от ме ча ли, что в осно ве бу ду щих рас че -
тов па ра мет ров по то ков ле жит пред ло жен ная са -
мим ис сле до ва те лем ме та бо ли че ская мо дель, в
ко то рой в яв ном ви де пред став ле ны все до пу с ти -
мые био хи ми че ские ре ак ции. Сам же по се бе рас -
чет дол жен опре де лить па ра мет ры по то ков этих
ре ак ций (зна че ния ско ро сти пря мых и об рат ных
ре ак ций) и их ста ти сти че ски зна чи мые до ве ри те ль -
ные ин тер ва лы. При этом опре де лен ный па ра метр
близ кий к «0» в пре де лах уста нов лен но го до ве ри -
те ль но го ин тер ва ла сви де те ль ст ву ет о том, что, по
име ю щим ся эк с пе ри мен та ль ным дан ным, эта ре ак -
ция не идет в дан ных усло ви ях, хо тя воз мож ность
ее про хож де ния и пред по ла га лась ис по ль зо ван ной
ме та бо ли че ской мо де лью. (рис. 2; [21]). 

Та ким об ра зом, ни ка ких «но вых», т.е. неп ре -
дус мот рен ных мо де лью ре ак ций, 13C-MFA не
пред ла га ет, он лишь на хо дит оп ти ма ль ное со че -
та ние па ра мет ров по то ков опре де лен ных из на -
ча ль но ре ак ций, обес пе чи ва ю щих наи луч шее
сов па де ние эк с пе ри мен та ль но по лу чен ных и рас -
счи тан ных in si li co дан ных. Имен но с уче том это -
го смыс ла «но виз ны» ре ак ций не об хо ди мо рас -
смат ри вать вклад 13C-MFA в фун да мен та ль ные
ис сле до ва ния.

Так, ме то дом 13C-MFA уда лось под твер -
дить пред по ло же ние об од но вре мен ном фун к ци о -
ни ро ва нии «пря мых» и «об рат ных» ре ак ций, ка -
та ли зи ру е мых ино гда раз лич ны ми фер мен та ми.
Это и груп па ре ак ций EMP-пу ти, про те ка ю щая
со вме ст но с глю ко не о ге не зом, это и со пря же ние
тер ми на ль ной ча с ти ре ак ций EMP-пу ти, со про -
вож да ю щей ся син те зом PEP и PYR, с цик лом три -
кар бо но вых кис лот (PEP-PYR-OAA-узел). Та кие
взаи мо дей ст вия ре а ли зу ют ся для про ти во дей ст -
вия из ме не нию внеш них усло вий за счет энер гии
гид ро ли за ATP [23]. По ка за но, что при низ ких
кон цен т ра ци ях глю ко зы окис ле ние это го уг ле во -
да и ана пле ро зис осу ще ст в ля ют ся клет ка ми E. co -
li че рез PEP-гли ок си лат ный путь, а не че рез PEP-
 кар бок си лаз ную ре ак цию, как про ис хо дит при из -
быт ке глю ко зы в сре де [24] (рис. 3). Ба ланс ко фак -
то ров (ATP, NADH, NADPH), под ве ден ный с ис -
по ль зо ва ни ем дан ных о рас пре де ле нии по то ков
уг ле ро да у раз лич ных бак те рий, по зво лил вы я -
вить «скры тые» пу ти их син те за и ба лан си ро ва -
ния в мик ро бном ме та бо лиз ме [25].

Су ще ст ву ет пред став ле ние, что 13C-MFA
вно сит су ще ст вен ный вклад в фун да мен та ль -
ные ис сле до ва ния лишь наи бо лее изу чен ных с
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Рис. 1. Ре зуль та ты 13C-MFA в цен т раль ном ме та бо лиз ме кле ток E. coli ди ко го ти па и му тан та по тран с гид ро ге на зам
(udhA-pntAB). Клет ки куль ти ви ро ва лись в аэроб ных ус ло ви ях на ми ни маль ной сре де с глю ко зой в ка чес т ве ис точ ни ка уг ле ро -
да. Циф ры над чер той – ве ли чи ны по то ков для кле ток ди ко го ти па, циф ры под чер той – для му тан та по тран с гид ро ге на зам
(udhA-pntAB). Ре зуль та ты нор ми ро ва ны на ско рость пот реб ле ния глю ко зы клет ка ми ди ко го ти па и му тан та, при ня той за 100 %.
Об ра ти мые ре ак ции обоз на че ны дву нап рав лен ны ми стрел ка ми; ука зан ное для них чис лен ное зна че ние со от вет с т ву ет мо ду лю
раз ни цы меж ду ве ли чи ной пря мо го и об рат но го по то ков, при этом за нап рав ле ние по то ка ве щес т ва (стрел ка с зак ра шен ным на -
ко неч ни ком) выб ра но нап рав ле ние боль шей по мо ду лю из двух раз но нап рав лен ных ре ак ций сог лас но ве ли чи нам для штам ма
ди ко го ти па. Зат ра ты на син тез би о мас сы учи ты ва лись ав то ра ми как от ток ин тер ме ди а тов ЦМ (се рые стрел ки)

Fig. 1. 13C-MFA results in E. coli wt strain (top numbers) and its (udhA-pntAB) derivative (bottom numbers) grown aerobically
on minimal media with glucose as a carbon source [19]. The flux values are normalized to the me an value of measured specific glucose
uptake rate for each strain, which was equaled to 100%. The reversible reactions are represented by bidirectional arrows. The flux values
for these reactions are equal to the module of the difference between the forward and reverse reactions. The direction of the net flux of the 
reversible reactions corresponds to painted end of a bidirectional arrow, and it is selected as a direction of a greater module value of two
bidirectional reactions. Biomass formation is accounted trough the drain of corresponding central metabolism precursors (gray arrows)



ме та бо ли че ской точ ки зре ния ор га низ мов, та ких
как E. co li, Ba cil lus sub ti lis, Co ry ne bac te ri um glu ta mi -
cum, Sac cha ro my ces ce re vi siae и др. И дей ст ви -
те ль но, имен но для этих объ ек тов ана лиз ме та бо -
ли че ских по то ков про во дит ся наи бо лее ча с то,
осо бен но с по зи ций си с тем ной ме та бо ли че ской
ин же не рии при со зда нии вы со ко эф фек тив ных
штам мов-про ду цен тов био ло ги че ски ак тив ных
со е ди не ний (см., на при мер, [26–28]). В то же
время, по ме ре раз ви тия и со вер шен ст во ва ния ме -
то да, а так же по вы ше ния ста ти сти че ской на деж -
но сти опре де ле ния па ра мет ров по то ков в пред ло -
жен ной ис сле до ва те ля ми ме та бо ли че ской мо де ли 
ста ли по яв ля ть ся пуб ли ка ции, в ко то рых ав то ры
ис по ль зу ют ме тод 13C-MFA для ис сле до ва ния ор -
га низ мов с су ще ст вен но ме нее изу чен ным ме та -
бо лиз мом [29, 30].

Так, в ча ст но сти, ана лиз по то ков, про ве ден -
ный для мо де ль но го штам ма Pse u do mo nas aeru gi -
no sa PAO1 и 17 его кли ни че ских изо ля тов по ка -
зал, что все ис сле до ван ные мик ро ор га низ мы ка -
та бо ли зи ру ют глю ко зу че рез ED-путь с по cле ду -
ю щим рес пи ра тор ным ме та бо лиз мом без сбра жи -
ва ния аце та та. Этот путь обес пе чи ва ет клет кам
об ра зо ва ние бо ль ше го ко ли че ст ва NADPH, чем
нуж но для ана бо ли че ских це лей, что яв ля ет ся
опре де лен ным пре и му ще ст вом кли ни че ских изо -
ля тов при про ти во дей ст вии ок си да тив но му стрес -
су. След ст ви ем из бы точ но го об ра зо ва ние NADPH
в ED-пу ти яв ля лось то, что PP-путь, а точ нее его
нео кси да тив ная ветвь, ис по ль зо ва лась псев до мо -
на да ми для удов лет во ре ния по треб но стей в био -
син те ти че ских пред ше ст вен ни ках (E4P, R5P). В
то вре мя, как гли ко ли ти че ская часть ме та бо лиз ма 
штам мов псев до мо над де мон ст ри ро ва ла вы со кий 
уро вень кон сер ва тиз ма, по то ки че рез пи ру ват,
цикл три кар бо но вых кис лот и гли ок си лат ный
шунт очень си ль но ва рь и ро ва ли у раз лич ных штам -
мов, яв ля ясь, по-ви ди мо му, след ст ви ем адап тив -
но го от ве та мик ро ор га низ мов в про цес се раз ви -
тия ин фек ции [30].

Имен но с по мо щью 13C-MFA был по ка зан
пре и му ще ст вен ный ка та бо лизм глю ко зы че рез
ED-путь у кле ток рас ти те ль но го па то ге на Xan t ho -
mo nas cam pes t ris pv. cam pes t ris (Xcc). Этот мик ро -
ор га низм яв ля ет ся про ду цен том про мыш лен но
важ но го по ли са ха ри да – ксан та но вой ка ме ди
(xan t han gum), ис по ль зу ю щей ся в раз лич ных об -
ла с тях, в ча ст но сти, в пи ще вой про мыш лен но сти
в ка че ст ве за гу с ти те ля и в кос ме то ло гии для
увлаж не ния кожи. Этот факт ме та бо лиз ма для
дан но го ор га низ ма был ра нее не из ве стен и был
вы яв лен в ре зу ль та те ана ли за по то ков при ис по ль -
зо ва нии упро щен ной ме та бо ли че ской мо де ли, в

ко то рой, в ча ст но сти, учи ты ва лись три воз мож -
ных гли ко ли ти че ских пути ка та бо лиз ма глю ко зы
(ED, EMP и PP), пре ду смот рен ные на осно ва нии
из ве ст ной по сле до ва те ль но сти ге но ма Xcc [31].

13C-MFA ис по ль зу ют даже для про вер ки
ги по тез о на ли чии или от сут ст вии тех или иных
спе ци фи че ских пу тей в цен т ра ль ном ме та бо лиз ме
ма ло из ве ст ных ор га низ мов. В этом смыс ле по ка -
за те ль ны две не дав ние ра бо ты груп пы проф. М. Ан -
то не вич (M. An to ni e wicz). В од ной из них [32] ав -
то ры при ме ня ли 13C-MFA для изу че ния штам ма
Ther mus ther mop hi lus HB8 – мик ро ор га низ ма с хо -
ро шо уста нов лен ной про стран ст вен ной струк ту -
рой бо ль шой груп пы кле точ ных фер мен тов, но со
сла бо изу чен ным ме та бо лиз мом. Ме та бо ли че ская 
мо дель, пред ло жен ная ав то ра ми на осно ве ан но -
та ции ге но ма и ре кон ст рук ции по тен ци а ль ных
био хи ми че ских ре ак ций по на ли чию го мо ло гов
из ве ст ных фер мен тов дру гих ор га низ мов, со дер -
жа ла, по ми мо ожи да е мых ре ак ций ка та бо лиз ма
глю ко зы, те ти пич ные ме та бо ли че ские ре ак ции,
на при мер, ED-пу ти, ок си да тив ной вет ки РР-пу ти, 
для ко то рых в ге но ме хо зя и на не были об на ру же -
ны го мо ло ги со от вет ст ву ю щих фер мен тов. Имен -
но ре зу ль та ты 13C-MFA по зво ли ли од но знач но
до ка зать ре а ль ное от сут ст вие у дан но го ор га низ -
ма ка та ли за то ров этих ре ак ций: опре де лен ные ве -
ли чи ны со от вет ст ву ю щих по то ков ста ти сти че ски 
не от ли ча лись от ну ле вых. В то же вре мя, было
по ка за но, что ме та бо ли че ские пред ше ст вен ни ки
био мас сы, E4P и R5P, син те зи ру ют ся в ре зу ль та те 
ре ак ций нео кси да тив ной вет ки РР-пу ти. Было
так же по ка за но, что ве ли чи ны по то ков ре ак ций
гли ок си лат но го шун та, а имен но, пре вра ще ний
MALPYR и OAAPEP, го мо ло ги ко то рых
были най де ны в ге но ме T. ther mop hi lus HB8, ста -
ти сти че ски не пре вы ша ют ну ле вых зна че ний в
ис сле до ван ных эк с пе ри мен та ль но усло ви ях. Это
сви де те ль ст ву ет о не ак тив но сти дан ных био хи ми -
че ских пре вра ще ний в усло ви ях эк с пе ри мен та. [32].

Ис сле до ва ния вы ше у по мя ну той ла бо ра то -
рии были так же по свя ще ны 13C-MFA ме та бо ли -
че ских по то ков в клет ках Clos t ri di um ace to bu ty li -
cum [33]. Были про ве де ны се рии эк с пе ри мен тов с
ис по ль зо ва ни ем раз лич ных ме че ных суб ст ра тов
(pa ral lel la be ling ex pe ri ment, PLE) и по сле ду ю щим
ре ше ни ем за да чи рег рес си он но го ана ли за для еди -
ной ме та бо ли че ской мо де ли. Само фор ми ро ва ние 
ме та бо ли че ской мо де ли в этой ра бо те пред став -
ля ло со бой по сле до ва те ль ное вве де ние но вых мо -
ди фи ка ций (до пол ни те ль ных ме та бо ли че ских ре -
ак ций), ко то рые ми ни ми зи ро ва ли раз ли чие в эк с -
пе ри мен та ль но опре де лен ных и рас счи тан ных из
пред ло жен ной мо де ли зна че ний взве шен ных остат -

Биотехнология, 2017, Т. 33, № 2 13

АНА ЛИЗ МЕ ТА БО ЛИ ЧЕ СКИХ ПО ТО КОВ С ИС ПО ЛЬ ЗО ВА НИ ЕМ 13С ИЗО ТО ПОВ (13C-MFA)



14 Biotechnology, 2017, V. 33, N 2

 ГО ЛУ БЕ ВА и др.



ков в оп ти ми зи ру е мой SSR-фун к ции (см. [2]). По сле
на хож де ния оп ти ма ль ной мо де ли ме то дом проб и
оши бок мо дель ми ни ми зи ро ва ли пу тем уда ле ния из 
нее ре ак ций с ну ле вы ми зна че ни я ми по то ков.

Вы во ды ра бо ты ока за лись до во ль но не о жи -
дан ны ми. Во пре ки су ще ст во вав шим ра нее ги по -
те зам о ме та бо лиз ме С. ace to bu ty li cum ав то ры об -
на ру жи ли, что в то вре мя, как ре ак ции цик ла три -
кар бо но вых кис лот про те ка ют в «ок си да тив ном
на прав ле нии», не уда ет ся об на ру жить зна чи мо го
по то ка меж ду -ке тог лу та ра том и сук ци нил-CoA
или меж ду сук ци на том и фу ма ра том, а так же, что
кон вер сия сук ци нил-CoA в сук ци нат про ис хо дит
вне цик ла Креб са [33]. Было так же по ка за но, что
от сут ст ву ет зна чи мый по ток меж ду ма ла том и ок -
сал оaце та том и су ще ст ву ет пи ру ват-фу ма рат ное
пре вра ще ние, ко то рое осу ще ст в ля ет ся че рез ас -
пар тат. В ито ге был иден ти фи ци ро ван ген пред -
по ла га е мой цит ра тма лат син те та зы, воз мож но,
ка та ли зи ру ю щей пер вую ста дию био син те за изо -
лей ци на у С. ace to bu ty li cum. Но са мое глав ное, ра -
бо та [33] пре крас но ил лю ст ри ро ва ла огром ные
воз мож но сти со вре мен но го 13C-MFA – ана лиз эк -
с пе ри мен та ль ных дан ных па рал ле ль ных эк с пе ри -
мен тов с раз лич ны ми ме че ны ми суб ст ра та ми по -
зво ля ет не то ль ко окон ча те ль но под твер дить

адек ват ность пред ла га е мых ме та бо ли че ских мо -
де лей, но и сам спо со бен ини ци и ро вать про цесс
мо ди фи ка ции мо де лей с це лью да ль ней шей про -
вер ки но вых ва ри ан тов в 13C-MFA и в не за ви си -
мых био хи ми че ских ис сле до ва ни ях.

Ис сле до ва ния ме та бо ли че ских по то ков, как 
пра ви ло, про во дят или в усло ви ях из быт ка суб ст -
ра та (при пе ри о ди че ском ку ль ти ви ро ва нии), или
в усло ви ях ли ми ти ро ва ния по суб ст ра ту (хе мо -
стат). По-ви ди мо му, кле точ ный от вет на эти усло -
вия раз ли чен. Так, на при мер, уди ви те ль ную ста -
би ль ность про фи ля ме та бо ли че ских по то ков (т.е.
от но си те ль но не бо ль шие из ме не ния их па ра мет -
ров) за ре ги ст ри ро ва ли при ку ль ти ви ро ва нии в хе -
мо ста те у 24 раз лич ных оди ноч ных «knoc ko ut-му -
тан тов» по раз лич ным ге нам цен т ра ль но го ме та -
бо лиз ма E. co li [14]. На про тив, зна чи те ль но бо лее
за мет ные из ме не ния про фи ля по то ков на блю да ли 
у тех же штам мов, рас ту щих в усло ви ях пе ри о ди -
че ско го ку ль ти ви ро ва ния [34]. Су ще ст вен ная за -
ви си мость па ра мет ров по то ков у штам ма от усло -
вий его ку ль ти ви ро ва ния и ско ро сти ро с та зна чи -
те ль но услож ня ет вы яв ле ние пря мо го вли я ния
му та ции и усло вий окру же ния на эф фек тив ность
тех или иных ме та бо ли че ских по то ков [18]. Од на -
ко эк с пе ри мен ты по опре де ле нию ме та бо ли че -
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Рис. 2. Ре зуль тат 13C-MFA в цен т раль ном ме та бо лиз ме E. coli MG1655, аэроб но рас ту щих на ми ни маль ной сре де с глю -
ко зой, рас с чи тан ный с ис поль зо ва ни ем [20%-13U]/[80%-12U]-glucose OpenFLUX2 [21]. Циф ры на ри сун ке – ско рость по то ков в
про цен тах от спе ци фи чес кой ско рос ти пог ло ще ния глю ко зы, при ня той за 100%. За оп ти маль ное рас п ре де ле ние по то ков уг ле ро -
да взя ты зна че ния, обес пе чи ва ю щие ми ни маль ную раз ни цу меж ду эк с пе ри мен таль но из ме рен ны ми и рас с чи тан ны ми из пред -
ло жен ной ме та бо ли чес кой мо де ли рас п ре де ле ни я ми тя же лых ато мов уг ле ро да в про те и но ген ных ами но кис ло тах. Для оцен ки
точ нос ти оп ре де ле ния по то ков ис поль зо ва на ве ли чи на, рас с чи тан ная как дли на 95%-но го до ве ри тель но го ин тер ва ла, де лен ная
на че ты ре [22]. До ве ри тель ные ин тер ва лы рас с чи ты ва ли с по мощью ме то да Мон те- Кар ло с пос ле ду ю щим от б ра сы ва ни ем час -
ти мак си маль ных и ми ни маль ных оце нок (discarding method) [21]. Для по то ка че рез пи ру ват де гид ро ге на зу мо гут быть рас с чи та -
ны толь ко ниж няя и вер х няя гра ни цы (ука за ны с уче том 68%-но го до ве ри тель но го ин тер ва ла), ко то рые за ви сят от то го, ка ким
пу тем син те зи ру ет ся аце тат в клет ках – Pta-Ack-зависимым или Pox B - за ви си мым. Ис поль зо ван ная для рас че тов ме та бо ли чес -
кая мо дель по ми мо ос нов ных пу тей ЦМ вклю ча ет боль шин с т во осо бен нос тей, не об хо ди мость уче та ко то рых бы ла по ка за на
при ана ли зе ме та бо лиз ма раз ны ми ис с ле до ва тель с ки ми груп па ми: пин г - пон го вый ме ха низм ра бо ты фер мен тов не о кис ли тель -
ной вет ки PP-пу ти; об мен СО2 с внеш ней сре дой; мо де ли ро ва ние от дель но го по то ка для каж до го ти па “ме чен нос ти” суб с т ра та;
на ли чие би о син те ти чес ких ре ак ций, соп ря жен ных с ре ак ци я ми ЦМ (пун к тир ные стрел ки). При опи са нии син те за би о мас сы
об ра зо ва ние бел ка и нук ле и но вых кис лот пред с тав ле но че рез их струк тур ные бло ки (ами но кис ло ты, нук ле о зи ды). Се рые
стрел ки – от ток пред шес т вен ни ков на син тез би о мас сы

Fig. 2. Carbon flux distribution in MG1655 strain estimated by the authors from the labeling experiment with
[20%-13U]/[80%-12U]-glucose OpenFLUX2 [21] software. The cells were grown on a minimal medium with glucose. The flux values
were normalized to the glucose uptake rate that was equaled to 100%. The flux values corresponding to the minimal deviation between
experimentally measured and simulated mass isotopomer distributions of the proteinogenic amino acids were taken to estimate the
intracellular flux distribution. One-fourth of the 95% confidential interval value was used to characterize the precision of the calculated
flux parameters [22]. The confidential intervals were determined using the “discarding” strategy of the Monte-Carlo-based approach
[21]. For pyruvate dehydrogenase reaction, only upper and lower boundaries of the possible flux values could be calculated (the
represented values account for 68% confidence interval) depending on the occurrence of one of two possible but not distinguished
pathways of the acetate synthesis, Pta-Ack or Pox. The metabolic map consists of the main central metabolic pathways and accounts for
the following important features: ping-pong kinetic mechanism of transaldolase and transketolase reactions; carbon exchange with
atmosphere carbon dioxide; separate flux for each label used in experiment; and coupling of biomass synthesis reaction with the central
metabolism (dotted arrows). In summarized biomass synthesis equation drain to protein (gray arrows), RNA and DNA synthesis were
accounted through the corresponding building blocks (amino acids and nucleosides)



ских по то ков у ге не ти че ски мо ди фи ци ро ван ных
штам мов с ис по ль зо ва ни ем 13C-MFA оста ют ся
са мой пря мой эк с пе ри мен та ль ной оцен кой ме та -
бо ли че ско го со сто я ния ис сле ду е мо го ор га низ ма на
се год няш ний день. Не об хо ди мо от ме тить, по сто ян -
но уве ли чи ва ю щу ю ся точ ность 13C-MFA [22] и
воз мож ность про ве де ния фи зио ло ги че ской ча с ти
эк с пе ри мен тов на ми ни а тю ри зи ро ван ном обо ру -
до ва нии, ко то рая обес пе чи ва ет вы со кую вос про -
из во ди мость ре зу ль та тов [35, 36]. Та кие эк с пе ри -
мен ты ста но вят ся до ступ ны ми все бо лее ши ро ко -
му кру гу на уч ных ла бо ра то рий.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ 13С-MFA 
В ПРИКЛАДНЫХ ИССЛЕДОВАНИЯХ

Пер с пек ти вы ко ли че ст вен но го опре де ле -
ния па ра мет ров по то ков для ис сле до ва ний по со -
зда нию прак ти че ски зна чи мых про ду цен тов био -
ло ги че ски ак тив ных ве ществ бы ли от чет ли во по -
нят ны с са мо го на ча ла раз ви тия ме то до ло гии
13С-MFA. Од на ко, на се год няш ний день чис ло ра -
бот, в ко то рых 13C-MFA сыг рал бы клю че вую

роль в пла ни ро ва нии и про ве де нии на прав лен но -
го кон ст ру и ро ва ния и/или усо вер шен ст во ва ния
штам ма-про ду цен та, оста ет ся от но си те ль но не -
бо ль шим. При чи ной это го, по мне нию ав то ров
[37], «как ми ни мум яв ля ет ся тот факт, что мно гие
ком па нии утра ти ли или про сто не име ют той вы -
со ко про фес си о на ль ной коман ды эк с пе ри мен та -
то ров и компь ю тер ных спе ци а ли стов, ко то рая не -
об хо ди ма для на ча ла и эф фек тив но го про ве де ния
13C-MFA в пол ном объ е ме. А воз мож но, и это не
ме нее важ но, что осоз на ние ис тин ной слож но сти
про ве де ния та ких ис сле до ва ний в со во куп но сти с
не бо ль шим чис лом име ю щих ся на се год няш ний
день успеш ных при ме ров ис по ль зо ва ния по лу -
чен ных ре зу ль та тов дру ги ми ис сле до ва те ля ми не
мо ти ви ру ет бо ль шое чис ло ла бо ра то рий к ини ци -
а ции это го ана ли за». 

Тем не ме нее, ис по ль зо ва ние 13C-MFA в
при клад ных ис сле до ва ни ях не ук лон но рас тет.
Основ ная его за да ча – это вы яв ле ние «уз ких мест»
в ме та бо лиз ме ре а ль но го про ду цен та, «дис ба лан -
са био син те ти че ских ко фак то ров» и де фи ци та
энер гии, а так же об на ру же ние при зна ков уча с тия
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Рис. 3. Рас п ре де ле ние по то ков в клет ках штам ма E. coli ди ко го ти па MG1655, аэроб но рас ту щих на ми ни маль ной сре де
в ус ло ви ях из быт ка глю ко зы (сле ва) и ли ми та по глю ко зе (спра ва) по ре зуль та там 13C-MFA [24]. Удель ная ско рость пот реб ле ния 
клет ка ми глю ко зы сос тав ля ла 11,3±0,2 и 2,3±0,1 ммоль/(г су хой би о мас сыч), со от вет с т вен но. Пред с тав ле на толь ко та часть ис -
поль зо вав шей ся в ра бо те ме та бо ли чес кой мо де ли, в ко то рой пе ре рас п ре де ле ние по то ков было на и бо лее зна чи мо, а имен но:
ЦТК, гли ок си лат ный шунт, ре ак ции кар бок си ли ро ва ния PEP и де кар бок си ли ро ва ния PYR и ре ак ция ма лик -эн зи ма. Циф ры –
рас с чи тан ные зна че ния по то ков в аб со лют ных ве ли чи нах (ммоль/(г су хой би о мас сыч))

Fig. 3. 13C-MFA results of a carbon flux distribution in E. coli MG1655 strain grown on minimal media under the glucose
accesses batch (left) and glucose-limited chemostat (right) cultivation conditions [24]. Specific glucose uptake rates were 11,3±0,2 и
2,3±0,1 mmol g-1h-1, respectively. A part of the central metabolism including TCA, glyoxylate shunt, PEP-carboxylase,
PEP-caboxykinase and malic enzyme reactions is represented. The calculated fluxes are represented as absolute values (mmol g-1h-1)



ор га низ ма в от ве те на стрес со вые фак то ры [28].
Успеш ное ре ше ние по став лен ной за да чи, в свою
оче редь, по зво ля ет раз ра ба ты вать стра те гии пре -
о до ле ния не га тив ных фак то ров для улуч ше ния
свойств име ю щих ся про ду цен тов (см., на при мер,
[38, 39]).

Ес ли учесть, что в 90-х го дах ХХ ве ка круп -
но тон наж ное мик ро би о ло ги че ское про из вод ст во
ами но кис лот и фер мен тов ба зи ро ва лось на про ду -
цен тах, со здан ных по бо ль шей ча с ти на осно ве
ко ри но бак те рий и ба цилл, не у ди ви те ль но, что
имен но эти мик ро ор га низ мы яви лись стра те ги че -
ским плац дар мом для раз ра бот ки ме то дов 13С-MFA.
Сей час оста ет ся то ль ко га дать, по че му су ще ст -
вен но го раз ви тия не по лу чи ли в то вре мя ра бо ты
по ана ли зу по то ков в клет ках ак ти но ми це тов –
глав ных про из во ди те лей ан ти би о ти ков, основ но -
го про дук та мик ро би о ло ги че ской про мыш лен но -
сти. Это тем бо лее уди ви те ль но, что на за ре ис -
сле до ва ний по флук со ми ке в Ве ли коб ри та нии
уже про яв лял ся ин те рес к со от вет ст ву ю щей ме то -
до ло гии [40] и су ще ст во ва ли мощ ные груп пы,
изу ча ю щие про ду цен ты ан ти би о ти ков на осно ве
ак ти но ми це тов и ис по ль зу ю щие се рь ез ные биз -
нес-кон так ты с фар ма цев ти че ски ми ком па ни я ми,
про из во дя щи ми эти со е ди не ния. Од на ко пред ста -
ви те лей этой стра ны не ока за лось в спи с ке ми ро -
вых ли де ров, вне сших ре ша ю щий вклад в ста нов -
ле ние и раз ви тие 13С-MFA как од но го из ве ду щих
со вре мен ных ме то дов си с тем ной био ло гии. Этот
спи сок воз гла ви ли пред ста ви те ли Гер ма нии и
Швей ца рии и во мно гом бла го да ря се рь ез ной фи -
нан со вой под дер ж ке гер ман ско го био тех но ло ги -
че ско го биз не са [41–43]. В да ль ней шем к этой ра -
бо те ак тив но под клю чи лись ис сле до ва те ль ские
груп пы из США [44–46] и Япо нии [47, 48], а по -
зже и из дру гих раз ви тых стран [49, 50].

 Спра вед ли во сти ра ди на до от ме тить, что
имен но аме ри кан ские уче ные сто я ли у ис то ков
флук со ми ки и вне сли бо ль шой вклад в раз ви тие
ма те ма ти че ско го ап па ра та, ис по ль зо ван но го в да -
ль ней шем и в 13C-MFA [51–54]. Так или ина че,
ра бо ты (по край ней ме ре, от кры тые на уч ные пуб -
ли ка ции) по ис по ль зо ва нию ме то да 13C-MFA для
ис сле до ва ния ме та бо лиз ма ак ти но ми це тов, про ду -
ци ру ю щих ан ти би о ти ки, ста ли по яв ля ть ся по зже 
[55, 56], по ме ре ста нов ле ния это го под хо да, раз -
ви то го и ап ро би ро ван но го на дру гих объ ек тах.

Пер вые ра бо ты по опре де ле нию ме та бо ли -
че ских по то ков ко ри не бак те рий – про ду цен тов
ами но кис лот [41, 57, 58], не по те ряв шие своей ак -
ту а ль но сти и на уч но-прак ти че ской зна чи мо сти и
в на сто я щее вре мя, по я ви лись ра нь ше, чем пер -
вые от кры тые пуб ли ка ции о сек ве ни ро ван ном

ге но ме Co ry ne bac te ri um glu ta mi cum [59] и по сле -
ду ю щей ре кон ст рук ции пол но раз мер ной ме та бо -
ли че ской кар ты это го ор га низ ма [60]. С тех пор
13С-MFA ак тив но ис по ль зу ет ся для опре де ле ния
па ра мет ров по то ков в клет ках штам мов раз лич -
ных ор га низ мов, со зда ва е мых ме то да ми си с тем -
ной ме та бо ли че ской ин же не рии и про ду ци ру ю -
щих ами но кис ло ты (ли зин [35, 39, 41, 61, 62], глу -
та мат [63, 64], фе ни ла ла нин [65], ме ти о нин [66],
ва лин [67]), 1,3-про пан ди ол [68], эта нол [69, 70],
эти ла це тат [71], гли це рин [72], жир ные [38] и ор -
га ни че ские (сук ци нат) [73] кис ло ты, ви та ми ны
(ри боф ла вин [74], ке ра ти ны [75]), ан ти би о ти ки
(пе ни цил лин-G [76, 77], ни ста тин [78], тоб ра ми цин
[79], ак ти но хор дин [55, 80], ун де цил п ро ди ги о зи н
[80]), а так же ре ком би нан т ные бел ки [81, 82].

В об зо ре мы от ме тим лишь те при клад ные
ра бо ты, в ко то рых ис по ль зо ва ние 13C-MFA по -
зво ли ло до стичь сле ду ю щих це лей: 1) по лу чить
важ ней шую ин фор ма цию об объ ек те ис сле до ва -
ния, спо соб ст ву ю щую раз ра бот ке стра те гии да ль -
ней ше го улуч ше ния свойств про ду цен та; 2) иден -
ти фи ци ро вать по то ки по боч ных про дук тов, ко то -
рые сни жа ют на коп ле ние же ла е мо го про дук та
био син те за; 3) об на ру жить ме та бо ли че ские «уз -
кие ме с та» (bot tle necks), ко то рые ли ми ти ру ют об -
щую ско рость об ра зо ва ния це ле во го про дук та.

13C-MFA для со вер шен ст во ва ния 
про ду цен тов ами но кис лот

Как уже от ме ча лось, бак те ри а ль ные про ду -
цен ты ами но кис лот, со зда ва е мые ме то да ми ме та -
бо ли че ской ин же не рии сна ча ла на осно ве штам -
мов ко ри не бак те рий [83], ко то рые оста ют ся не за -
ме ни мой «ра бо чей ло шад кой» и по на сто я щее
вре мя [39, 84], а впо след ст вии и на осно ве E. co li
[85, 86], яв ля ют ся тра ди ци он ны ми объ ек та ми
13C-MFA [27, 87]. Прак ти че ски зна чи мые ре зу ль -
та ты по улуч ше нию про ду цен тов, до стиг ну тые на 
осно ве при ме не ния флук сом ных ме то дов ана ли за 
ме та бо лиз ма, убеж да ют в том, что и не ко то рые
дру гие ис кус ст вен но со здан ные мик ро ор га низ мы –
про ду цен ты ами но кис лот в бли жай шее вре мя так -
же ста нут объ ек та ми ис сле до ва ний с по мо щью
13C-MFA [88, 89].

Учет ба лан са NADPH, про ве ден ный с по -
мо щью 13C-MFA при био син те зе ва ли на (Val), по -
зво лил ре ко мен до вать вве де ние про тон-за ви си -
мой мем б ра носвя зан ной PntAB-си с те мы ге не ра -
ции NADPH E. co li в штамм C. glu ta mi cum с инак -
ти ви ро ван ной пи ру ват де гид ро ге наз ной си с те мой
(PDHC-). В ре зу ль та те де фи цит об ра зо ва ния
NADPH при су пер про дук ции Val ком пен си ро вал -
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ся за счет ак тив но сти ге те ро ло гич ной транс гид -
ро ге на зы вме с то на блю дав ше го ся ра нее уси ле ния 
по то ка в ок си да тив ную ветвь PP-пу ти. Та кая мо -
ди фи ка ция ге но ма про ду цен та по зво ли ла су ще ст -
вен но уве ли чить вы ход Val пу тем эко но мии уг ле -
ро да, ра нее «уле тав ше го» в виде СО2 в ре зу ль та те
ре ак ций ок си да тив ной вет ви РР-пу ти [67].

Хо ро шо из ве ст но, что ана пле ро зис в клет -
ках Co ry ne bac te ri um glu ta mi cum мо жет осу ще ст в -
ля ть ся как в ре зу ль та те ра бо ты PEP-кар бок си ла зы 
в ре ак ции PEP + CO2  OAA, так и при ре ак ции
PYR + CO2 + ATP  ADP + OAA, ка та ли зи ру е -
мой PYR-кар бок си ла зой [60]. В то же вре мя, ра -
бо та двух этих фер мен тов под вер же на ме та бо ли -
че ской ре гу ля ции. С по мо щью 13C-MFA было по -
ка за но, что син тез Glu у C. glu ta mi cum, ин ду ци ро -
ван ный ис то ще ни ем сре ды по био ти ну или до бав -
ле ни ем опре де лен ных де тер ген тов или ан ти би о -
ти ков, со про вож да ет ся уси ле ни ем по то ка уг ле ро -
да че рез пи ру ват кар бок си лаз ную ре ак цию, в то
вре мя как по ток уг ле ро да че рез фос фо е нол пи ру -
ват кар бок си лаз ную ре ак цию оста ет ся кон сти ту -
тив ным как на ста дии ро с та, так и на ста дии про -
дук ции глу та ма та [64]. Та ким об ра зом, ко ли че ст -
вен ный 13C-MFA в ста дии вы со ко эф фек тив ной
про дук ции глу та ма та по ка зал, ка кая ре ак ция в
ана пле ро зи се дол жна ак тив но кон т ро ли ро ва ть ся,
и по зво лил раз ра бо тать стра те гию со от вет ст ву ю -
щей ге не ти че ской мо ди фи ка ции хро мо со мы
штам ма-про ду цен та.

Це лая се рия очень не три ви а ль ных ра бот по
ана ли зу по то ков спо соб ст во ва ла со вер шен ст во ва -
нию штам мов ко ри не бак те рий – про ду цен тов ли -
зи на. Так 13C-MFA по зво лил уста но вить, что в усло -
ви ях ку ль ти ви ро ва ния про ду цен та ли зи на на глю ко -
зе бо ль шая доля уг ле ро да сжи га ет ся с вы де ле ни ем
АТР в хо ло стом цик ле PEPPYROAAPEP
[90]. Раз рыв это го цик ла за счет инак ти ва ции
гена, ко ди ру ю ще го PEP-кар бок си ки на зу, по зво -
лил зна чи те ль но по вы сить вы ход Lys [91].

Имен но ме то дом 13C-MFA было по ка за но,
что даже не зна чи те ль ное уси ле ние эк с п рес сии
гена fbp у C. glu ta mi cum мо жет су ще ст вен но уве -
ли чить по ток уг ле ро да в ок си да тив ную ветвь
РР-пу ти и в ко неч ном ито ге при ве с ти к уве ли че -
нию вы хо да Lys за счет воз ра с та ния уров ня син -
те за NADPH – не об хо ди мо го ко фак то ра для био -
син те за це ле вой ами но кис ло ты [86, 92].

Бле с тя щей ил лю ст ра цией по э тап но го про -
ве де ния 13C-MFA с раз ра бот кой стра те гии по сле -
ду ю щей ге не ти че ской мо ди фи ка ции и со зда ни ем
но во го штам ма-про ду цен та Lys, ко то рый в свою
оче редь под вер га ет ся но во му ана ли зу и мо ди фи -
ка ции, яв ля ет ся ра бо та Bec ker с со авт. [39]. Се рия
та ких цик лов по зво ли ла су ще ст вен но пе ре рас -
пре де лить по ток уг ле ро да в ЦМ бак те рии, при -
бли зив его к «иде а ль но му», пред ска зан но му для
про ду цен та ли зи на ме то дом FBA1. По ка за те ль но,
что, как от ме ча ют сами ав то ры, шесть ста дий на -
прав лен ных мо ди фи ка ций при ве ли к со зда нию
штам ма, прак ти че ски не усту па ю ще го по про дук -
тив но сти ли зи на ва ри ан ту, ото бран но му в те че -
ние бо лее, чем 50 лет, тра ди ци он ны ми ме то да ми,
вклю ча ю щи ми и ге не ти че скую се лек цию, и ген -
но-ин же нер ные мо ди фи ка ции.

Зна чи те ль ное уве ли че ние про дук тив но сти
ли зи на было до стиг ну то в ре зу ль та те сли я ния по -
то ков, уча ст ву ю щих в био син те зе це ле вой ами но -
кис ло ты, и ре ду ци ро ван но го цик ла Креб са, на ру -
шен но го пу тем на прав лен ной инак ти ва ции ге нов
сук ци нил-CoА-син те та зы (sucCD) [93]. В этом
слу чае сук ци ни лаз ная ветвь био син те ти че ско го
пути ли зи на, воз мож но, яв ля лась мо с том для пре -
вра ще ния сук ци нил-CoA в сук ци нат, обес пе чи ва -
ю щим фун к ци о ни ро ва ние ТСА в усло ви ях аэроб -
но го ро с та бак те рий (рис. 4). Му тант sucCD де -
мон ст ри ро вал 60%-ное уве ли че ние вы хо да ли зи -
на по срав не нию с до ста точ но эф фек тив ным про -
ду цен том, взя тым в ка че ст ве ис ход но го штам ма.
Факт дей ст ви те ль но го сли я ния био син те ти че ско -
го пути ли зи на с де фек т ным ТСА был убе ди те ль -
но под твер ж ден ме то дом 13C-MFA [93].

Еще од на успеш ная по пыт ка уве ли че ния
про дук ции ли зи на ис кус ст вен но со здан ным
штам мом на осно ве ко ри не бак те рий с ис по ль зо -
ва ни ем 13C-MFA бы ла опи са на Bom ma red dy  [94].
Пу тем за ме ны на тив ной гли це ра ль де гид 3-фос -
фат де гид ро ге на зы (GAPDH) с ко фак тор ной спе -
ци фич но стью к NAD на фер мент с двой ной
(NAD+/NADP+)-спе ци фич но стью был со здан но -
вый ме та бо ли че ский путь об ра зо ва ния NADPH в
клет ках C. glu ta mi cum, спо соб ных к су пер про дук -
ции ли зи на. Ре ше ние этой за да чи по зво ли ло рас -
счи ты вать на син тез до пол ни те ль но го ко ли че ст ва 
NADPH в ре зу ль та те ка та бо лиз ма глю ко зы че рез
EMP-путь гли ко ли за.
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1 FBA – это те о ре ти че ский ана лиз па ра мет ров внут ри кле точ ных ме та бо ли че ских по то ков, вхо дя щих в сте хи о мет ри че скую мо -
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Ген му тан т но го фер мен та был вве ден в
клет ки про ду цен та ли зи на, по сле че го на блю да -
лось су ще ст вен ное уве ли че ние на коп ле ния це ле -
вой ами но кис ло ты. Ме то дом 13C-MFA бы ло по -
ка за но, что, хо тя по ток уг ле ро да в на прав ле нии
био син те за ли зи на был су ще ст вен но выше у но -
во го му тан т но го штам ма, рас пре де ле ние по то ков
в уз ло вой точ ке, со от вет ст ву ю щей G6P, бы ло
прак ти че ски оди на ко вым для но во го и ис ход но го
штам мов, что ука зы ва ло на не спо соб ность РР-пу -
ти слу жить ис точ ни ком до пол ни те ль но го NADPH
для уве ли чен ной про дук ции ли зи на. Как и ожи да -
лось, по ток в цик ле три кар бо но вых кис лот у му -
тан т но го штам ма был уме нь шен на 10%, а сни -
жен ный рас ход уг ле ро да пе ре рас пре де лял ся на
уве ли че ние по то ка в сто ро ну об ра зо ва ния ли зи на и
уме нь ше ние сум мар но го по то ка ( )  net   

ана пле ро зи са. Уме нь ше ние по то ков в ТСА и в пу -
ти С4-де кар бок си ли ро ва ния иск лю ча ло воз мож -
ное уча с тие NADP-за ви си мых изо цит рат де гид ро -
ге на зы и ма лик-эн зи ма в био син те зе до пол ни те -
ль ных ко ли честв NADPH для су пер про дук ции
ли зи на. По ско ль ку дру гие пу ти об ра зо ва ния
NADPH в клет ках ко ри не бак те рий не опи са ны,
пред став лен ные дан ные яви лись бе зу слов ным до -
ка за те ль ст вом то го, что уве ли че ние про дук ции
ли зи на обу слов ле но по яв ле ни ем до пол ни те ль ных 

ко ли честв NADPH в ре зу ль та те ра бо ты му тан т -
ной GAPDH.

Пе ре клю че ние на E. co li в ка че ст ве основ -
но го объ ек та для со зда ния про ду цен тов ами но -
кис лот, про и зо шед шее в кон це ХХ века, было
обу слов ле но та ки ми свой ст ва ми это го мик ро ор -
га низ ма, как вы со кая ско рость ро с та, до ступ ность 
тща те ль но раз ра бо тан но го ге не ти че ско го ин ст ру -
мен та рия для ма ни пу ля ций не по сред ст вен но с
бак те ри а ль ной хро мо со мой, а так же, бе зу слов но,
вы со кая сте пень изу чен но сти у него ме ха низ мов
ге не ти че ской и ме та бо ли че ской ре гу ля ции.

Имен но на про ду цен те ли зи на, со здан но го
на осно ве E. сo li, Ива та ни (S. Iwa ta ni) и груп па со -
ав то ров под об щим ру ко вод ст вом проф. Ши ми зу
(K. Shi mi zu) ре а ли зо ва ли но вый под ход в 13C-MFA,
при ко то ром ана лиз рас пре де ле ния изо то по ме ров
осу ще ст в ля ет ся с по мо щью LC-MS/MS не для
бел ко во го гид ро ли за та, а для сво бод ных ами но -
кис лот [95]. По ско ль ку ква зи ста ци о нар ное со сто -
я ние для сво бод ных внут ри кле точ ных ме та бо ли -
тов уста нав ли ва ет ся от но си те ль но бы ст ро, то
мож но ана ли зи ро вать до стиг ну тое ста ци о нар ное
рас пре де ле ние тя же лых изо то пов в сво бод ных
ами но кис ло тах уже че рез не ско ль ко ча сов по сле
им пу ль сно го до бав ле ния ме че но го суб ст ра та
(т.е., на при мер, в раз ных фа зах од ной пе ри о ди че -
ской фер мен та ции с под пит кой (fed-batch fer men -
ta ti on)). Вслед за груп пой проф. Вит тман на (Wit -
tmann) [96], ра бо тав шей с GC-MS-тех ни кой для
ана ли за изо то по ме ров сво бод ных ами но кис лот в 
клет ках ко ри не бак те ри а ль но го про ду цен та ли -
зи на, Iwa ta ni с со авт., ис по ль зуя им пу ль сное до -
бав ле ние ме че но го суб ст ра та на раз ных ста ди ях
фер мен та ции, про ве ли 13C-MFA в ста ци о нар ном 
при бли же нии для ло га риф ми че ски рас ту щей и
всту пив шей в ста ци о нар ную фазу ку ль ту ры E.
co li при fed-batch-вы ра щи ва нии. Ав то ры убе ди -
те ль но по ка за ли на блю дав ше е ся пе ре клю че ние
ме та бо ли че ских по то ков. Так, в ча ст но сти, при
пе ре хо де кле ток в ста ци о нар ное со сто я ние бы ло
за ме че но зна чи те ль ное уси ле ние ин тен сив но с -
ти PEP-гли ок си лат но го по то ка за счет ослаб ле -
ния ха рак тер но го для ло га риф ми че ски рас ту -
щей ку ль ту ры ана пле ро ти че ско го пре вра ще ния
(PEP/PYR) + CO2 + (-/ATP)OAA + (-/ADP). По -
ми мо это го, ана лиз по зво лил на ме тить путь да ль -
ней ше го улуч ше ния свойств про ду цен та в ре зу ль -
та те еще бо ль ше го уве ли че ния про дук ции
NADPH мем б ра носвя зан ной PntAB транс гид ро -
ге на зой [95].

Wahl и со авт. [65] про ве ли се рию по сле до -
ва те ль ных эк с пе ри мен тов с ме че ным суб ст ра том, 
от ра жа ю щих ре а ль ную про мыш лен ную фер мен -
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АНА ЛИЗ МЕ ТА БО ЛИ ЧЕ СКИХ ПО ТО КОВ С ИС ПО ЛЬ ЗО ВА НИ ЕМ 13С ИЗО ТО ПОВ (13C-MFA)

Рис. 4. Но вая стра те гия ме та бо ли чес кой ин же не рии,
ис поль зо ван ная для уве ли че ния про дук ции ли зи на клет ка ми
C. glutamicum: соп ря же ние ре ду ци ро ван но го цик ла TCA с
сук ци ни лаз ной вет вью би о син те за ли зи на, спо соб ной за мес -
тить ре ак цию SUC-CoA-синтазы (SucCD)

Fig. 4. A new metabolic engineering strategy to increase
the lysine production by C. glutamicum cells: coupling of TCA
cycle with the succinylase pathway of lysine synthesis that is
capable of substituting for the reaction of SUC-CoA-synthase
(SucCD)



та цию в 300-лит ро вом ап па ра те про ду цен та фе -
ни ла ла ни на на осно ве E. сo li. Было по ка за но, что,
по-ви ди мо му, бо ль шой по ток от PEP к PYR яв ля ет -
ся при чи ной сни же ния вы хо да це ле во го про дук -
та, по ско ль ку PEP яв ля ет ся пря мым пред ше ст вен -
ни ком фе ни ла ла ни на. На осно ве по лу чен ных дан -
ных и из ве ст ных ки не ти че ских свойств фер мен -
тов, во вле чен ных в ме та бо лизм PEP, было вы ска -
за но до во ль но оче вид ное пред по ло же ние о том,
что ми ше нью для да ль ней шей оп ти ми за ции
штам ма-про ду цен та дол жна слу жить PEP-син те -
та за, по зво ля ю щая осу ще ст в лять об рат ное пре -
вра ще ние PYR в PEP [97].

13С-MFA и ме та бо лизм про ду цен тов 
ви та ми нов, ан ти би о ти ков и дру гих 
био ло ги че ски ак тив ных со е ди не ний

Ме та бо лизм про ду цен тов этих прак ти че -
ски важ ных со е ди не ний так же ис сле до вал ся пу -
тем ана ли за по то ков. Во мно гих слу ча ях пер вым
ло ги че ским ша гом на пу ти уве ли че ния син те за
це ле во го со е ди не ния яв ля ет ся устра не ние на -
коп ле ния со пут ст ву ю щих по боч ных про дук тов
(by-pro ducts). На при мер, та кие хо ро шо из ве ст -
ные ме та бо ли че ские пу ти, как син тез эта но ла в
клет ках дрож жей, син тез аце та та в E. сo li и мо -
лоч ной кис ло ты в клет ках мле ко пи та ю щих мо -
гут зна чи те ль но огра ни чи вать вы со ко эф фек тив -
ную про дук цию це ле вых со е ди не ний со от вет ст -
ву ю щи ми ор га низ ма ми. Ча с то не об хо ди мо при -
ло жить зна чи те ль ные уси лия, что бы уме нь шить
син тез коп ро дук тов ме то да ми ме та бо ли че ской
ин же не рии штам мов и/или пу тем оп ти ми за ции
про цес са [37]. Так, 13C-MFA по зво лил за ре ги ст -
ри ро вать за мет ное из ме не ние па ра мет ров по то -
ков в от вет на на коп ле ние ок та но вой (C8) кис ло ты 
в ку ль ту ре кле ток E. co li [98]. Бы ло по ка за но сни -
же ние по то ка в цик ле три кар бо но вых кис лот при
об ра зо ва нии CO2 в ре ак ции, ка та ли зи ру е мой пи -
ру ват де гид ро ге на зой. В то же вре мя, ак тив ность
та ких ме та бо ли че ских пу тей, как окис ле ние пи -
ру ва та и об ра зо ва ние вне кле точ но го аце та та, воз -
рос ла. Осно вы ва ясь на этих ре зу ль та тах, бы ла
пред ло же на ра бо чая ги по те за, объ яс ня ю щая на -
блю да е мое пе ре рас пре де ле ние по то ка уг ле ро да в
от вет на С8-за ви си мый стресс. Бы ло пред по ло же -
но, что основ ны ми не га тив ны ми фак то ра ми ука -
зан но го стрес са яв ля лись на ру ше ние струк ту ры
мем б ра ны, низ кая ак тив ность элек т рон-транс -
пор т ной це пи и ак ти ва ция не га тив но го ре гу ля то -
ра пи ру ват де гид ро ге на зы (PdhR). Эта ги по те за
по слу жи ла осно вой для раз ра бот ки стра те гии оп -

ти ми за ции усло вий ку ль ти ви ро ва ния и да ль ней -
шей ге не ти че ской мо ди фи ка ции штам ма, ре а ли -
за ция ко то рой по зво ли ла по вы сить вы ход и на -
коп ле ние це ле во го со е ди не ния [98].

Изу чая ме та бо ли че ский ста тус про ду ци ру ю -
щих ви та ми ны кле ток Ba cil lus sub ti lis ме то дом
13С-MFA, Зам бо ни (Zam bo ni) и со авт. [74] ис сле -
до ва ли из ме не ния по то ков, про ис хо дя щие в не -
пре рыв но рас ту щей ку ль ту ре при пе ре клю че нии
про дук ции ри боф ла ви на (ви та ми на B2) с вы со ко -
го уров ня на низ кий. Бы ло по ка за но, что в усло ви -
ях вы со кой про дук тив но сти по ри боф ла ви ну его
пен тоз ный пред ше ст вен ник син те зи ру ет ся иск лю -
чи те ль но в ре ак ци ях нео кси да тив ной вет ки
РР-пу ти. Это был до во ль но не о жи дан ный ре зу ль -
тат, по ско ль ку три мо ле ку лы пен то зы тре бо ва -
лись для об ра зо ва ния од ной мо ле ку лы ри боф ла -
ви на, а по то му счи та лось, что то ль ко вы со ко эф -
фек тив ный по ток че рез ок си да тив ную вет ку
РР-пу ти мо жет обес пе чить на коп ле ние це ле во го
про дук та. Од на ко пе ре на прав ле ние по то ка уг ле -
ро да в ок си да тив ную ветвь со про вож да лось зна -
чи те ль ным сни же ни ем ско ро сти син те за ри боф ла -
ви на. Ана лиз тре бу е мых для обес пе че ния син те за
ви та ми на ко ли честв ATP и NADPH по зво лил ав -
то рам сде лать вы во ды о воз мож ной су пер про дук -
ции токсич ных ко ли честв NADPH при ак ти ва ции
ок си да тив ной вет ки и до ста точ ном для син те за
ри боф ла ви на ко ли че ст ве ко фак то ров, по сту па ю -
щих то ль ко от нео кси да тив ной вет ви РР-пу ти. На
этом осно ва нии бы ли сде ла ны прак ти че ские ре -
ко мен да ции по улуч ше нию ре а ль ных про ду цен -
тов ри боф ла ви на: не уси ли вать, а ослаб лять уро -
вень эк с п рес сии ге нов фер мен тов ок си да тив ной
вет ки РР-пу ти по срав не нию с ба зо вым уров нем,
ха рак тер ным для кле ток ди ко го ти па.

Со вер шен но про ти во по лож ные вы во ды
были сде ла ны Кан ни зар ро (Can niz za ro) и со авт. [75]
на осно ве 13C-MFA дрож жей Phaf fia rho do zy ma,
рас ту щих на глю ко зе и про ду ци ру ю щих крас ный
пиг мент – ас так сан тин, ка ро ти но ид, ко то рый тра -
ди ци он но ис по ль зу ет ся в ка че ст ве до бав ки к кор -
мам жи вот ных. Ана лиз по ка зал, что ка та бо лизм
глю ко зы в этом слу чае осу ще ст в ля ет ся пре и му -
ще ст вен но че рез ок си да тив ную вет ку РР-пу ти,
од но знач но ука зы вая на не об хо ди мость бо ль ших
ко ли честв NADPH в ка че ст ве ко фак то ра для эф -
фек тив но го био син те за це ле во го ви та ми на.

В 2000-х го дах на чи на ет по яв ля ть ся все бо ль -
шее чис ло прак ти че ски зна чи мых ра бот, в ко то -
рых 13C-MFA ис по ль зу ет ся для ана ли за ме та бо -
ли че ско го со сто я ния и раз ра бот ки стра те гии да -
ль ней шей мо ди фи ка ции стреп то ми це тов, про ду -
ци ру ю щих раз лич ные ан ти би о ти ки. Надо от ме -
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тить, что ан ти би о ти ки от но сят ся к бо ль шой груп -
пе вто рич ных ме та бо ли тов и для их син те за ис по -
ль зу ют ся спе ци а ли зи ро ван ные био син те ти че ские 
пути, од на ко пред ше ст вен ни ка ми и ко фак то ра ми
для них яв ля ют ся ин тер ме ди а ты пер вич но го ме -
та бо лиз ма. По э то му не у ди ви те ль но, что для со з -
да ния вы со ко эф фек тив ных про ду цен тов ан ти би о -
ти ков тре бу ет ся глу бо кий ана лиз и си с тем ная пе -
ре строй ка их пер вич но го ме та бо лиз ма.

При со зда нии по дроб ных ме та бо ли че ских
мо де лей раз лич ных стреп то ми це тов ав то ры, как и 
все гда, стре мят ся ис по ль зо вать всю до ступ ную им
ин фор ма цию. Так, для штам мов наи бо лее изу чен -
но го клас си че ско го объ ек та – Strep to my ces co e li -
co lor, про ду цен та ак ти но хор ди на [55] и ун де цил -
п ро ди ги о зи на [80] – ме та бо ли че ская мо дель для
ана ли за по то ков была по стро е на на осно ве ге ном -
ной ан но та ции [99], а так же дан ных транс крип -
том но го [100] и про те ом но го [101] ана ли за. Ис -
сле до ва ние по то ков у это го штам ма по ка за ло, что
му тан т ный ва ри ант, не спо соб ный к про дук ции ак -
ти но хор ди на, имел су ще ст вен но бо ль шую ско рость
ро с та и уси лен ные по то ки че рез РР-пу ти и че рез
ана пле ро ти че ское пре вра ще ние PEP + CO2OAA.
К тому же у это го штам ма были сни же ны ско -
рость по треб ле ния глю ко зы и по ток че рез цикл
Креб са по срав не нию с ана ло гич ны ми по то ка ми в 
клет ках ди ко го типа. Бо ль ший по ток че рез
РР-путь при во дит к фор ми ро ва нию бо ль ших ко -
ли честв NADPH, не об хо ди мых для про дук ции
био мас сы и дру гих це лей. В то же время, и в клет -
ках штам ма – про ду цен та ан ти би о ти ка ко ли че ст -
во об ра зу ю ще го ся NADPH пре вы ша ло рас счи -
тан ные ми ни ма ль ные по треб но сти, что ука зы ва -
ло на клю че вую роль ни ко ти на мид нук ле о тид-
 транс гид ро ге на зы в под дер жа нии ре докс- го ме о -
ста за стреп то ми це тов. Уро вень про дук ции АТР в
клет ках обо их ис сле до ван ных штам мов так же су -
ще ст вен но пре вы шал ми ни ма ль но не об хо ди мый,
что сви де те ль ст во ва ло о вы со ком рас хо де энер -
гии на под дер жа ние жиз не спо соб но сти ор га низ -
ма. Важ ным прак ти че ским след ст ви ем про ве ден -
но го ис сле до ва ния яви лось ука за ние на воз мож -
ную кон ку рен цию меж ду пу тя ми син те за ак ти -
нор хо ди на и три а цил г ли це ри на за об щий ме та бо -
ли че ский пред ше ст вен ник – аце тил-CoA. 

При ме ром того, как на прав лен ная мо ди фи -
ка ция ге нов цен т ра ль но го ме та бо лиз ма мо жет су -
ще ст вен но от ра зи ть ся на спо соб но сти штам ма
стреп то ми це тов про ду ци ро вать ан ти би о тик, яв -
ля ет ся ра бо та [80]. Ав то ра ми по ка за но, что де ле -
ция pfkA2 (од но го из трех ан но ти ро ван ных ге -
нов-го мо ло гов pfkA) сни жа ет об щую ак тив ность
фос фоф рук то ки на зы и уве ли чи ва ет на коп ле ние

пиг мен ти ро ван ных ан ти би о ти ков ак ти нор хо ди на и
ун де цил п ро ди ги о зи на. 13C-MFA, про ве ден ный на
осно ве пред ло жен ной ав то ра ми ме та бо ли че ской
мо де ли ор га низ ма, по ка зал, что след ст ви ем ука -
зан ной ге не ти че ской мо ди фи ка ции кро ме су ще ст -
вен но го воз ра с та ния по то ка че рез ок си да тив ную
вет ку РР-пу ти дей ст ви те ль но яв ля ет ся так же и уве -
ли че ние по то ка, на прав лен но го на био син тез ан ти -
би о ти ков из пи ру ва та че рез аце тил-CoA.

Спе ци фи че ские из ме не ния ме та бо лиз ма
об на ру жи ва лись и у дру гих стреп то ми це тов при
ко ле ба нии уров ня био син те за раз лич ных ан ти би -
о ти ков и сме не фи зио ло ги че ско го со сто я ния про -
ду цен тов. Так, для Strep to my ces no ur sei при уве -
ли че нии про дук ции ни ста ти на по то ки че рез цикл
Креб са и РР-путь, со от вет ст вен но, уме нь ша лись
и уве ли чи ва лись, а вы ход био мас сы сни жал ся
[78]. Для Strep to my ces te neb ra ri us по то ки че рез
ЕМР- и РР-пу ти гли ко ли за уси ли ва лись, а по ток
че рез ED-путь ослаб лял ся в ре зу ль та те ме та бо ли -
че ских из ме не ний, при во дя щих к сме не фазы ро с -
та кле ток на фазу про дук ции ан ти би о ти ка тоб ра -
ми ци на [79].

Дан ные о ме та бо лиз ме, по лу чен ные, в ча ст -
но сти, и в ре зу ль та те 13C-MFA, мо гут быть по ло -
же ны в осно ву стра те гий ис по ль зо ва ния как тра -
ди ци он ных, так и но вых для био тех но ло гии объ -
ек тов в ка че ст ве ба зо вых ор га низ мов при про из -
вод ст ве но вых био про дук тов про мыш лен но го
зна че ния. 

НЕКОТОРЫЕ ПЕРСПЕКТИВЫ 13C-MFA

К на сто я ще му вре ме ни основ ные успе хи
13C-MFA свя за ны с ис по ль зо ва ни ем ква зи ста ци о -
нар но го при бли же ния и эк с пе ри мен та ль ных дан -
ных о рас пре де ле нии изо то по ме ров про те и но ген -
ных ами но кис лот. Эти фак ты пре до пре де ли ли
воз мож но сти при ме не ния ме то да для не пре рыв но 
и пе ри о ди че ски рас ту щих ку ль тур с ана ли зом по -
то ков в ло га риф ми че ской фа зе ро с та (в ста дии
наи бо лее ак тив но го син те за бел ка). Од на ко с
прак ти че ской точ ки зре ния наи бо лее ин те рес ной
яв ля ет ся воз мож ность ана ли за ки не ти ки рас пре -
де ле ния по то ков в усло ви ях бы ст рых и/или на -
кап ли ва ю щих ся из ме не ний па ра мет ров и со ста ва
окру жа ю щей сре ды. По ка за но, что уже раз ви тый
ма те ма ти че ский ап па рат ана ли за по то ков в ква зи -
ста ци о нар ном со сто я нии для ко ли че ст вен но го
уче та рас пре де ле ния изо то по ме ров про те и но ген -
ных ами но кис лот мо жет с успе хом быть при ме -
нен для вы чис ле ния па ра мет ров из ме ня ю щих ся
по то ков. Од на ко для это го не об хо ди мо ис по ль зо -
вать вве де ние ме че но го суб ст ра та в раз лич ное
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время фер мен та ции с по сле ду ю щим де тек ти ро ва -
ни ем изо то по ме ров до ступ ных ме та бо ли тов по -
сле от но си те ль но не бо ль шо го пе ри о да уста нов ле -
ния ста ци о нар но го изо то по мер но го со сто я ния. В
ка че ст ве ма те ри а ла для де тек ти ро ва ния изо то по -
ме ров в этом слу чае мо гут слу жить ли бо сво бод -
ные ами но кис ло ты (с уче том по пра вок, свя зан -
ных с об ра зо ва ни ем ами но кис лот как в ре зу ль та те 
син те за de no vo, так и за счет рас па да ра нее син те -
зи ро ван ных бел ков [95]), ли бо дру гие внут ри кле -
точ ные ме та бо ли ты [102] и их оскол ки, по лу ча е -
мые в ре зу ль та те LC-MS/MS-из ме ре ний при спе -
ци а ль ных ре жи мах [103]. Ес ли масс-изо то по ме ры 
про те и но ген ных ами но кис лот де тек ти ро ва лись
на от но си те ль но не до ро гом обо ру до ва нии ти па
GC-MS [42, 104–108], то ана лиз изо то по ме ров
внут ри кле точ ных ме та бо ли тов тре бу ет ис по ль зо -
ва ния уже су ще ст вен но бо лее до ро го го и чув ст ви -
те ль но го обо ру до ва ния ти па CE-TOFMS [102],
GC-MS/MS [109–111] или LC-MS/MS [95, 103,
112, 113].

Ис по ль зо ва ние все бо лее точ ных и ин фор -
ма тив ных ме то дов ана ли за, обес пе чи ва ю щих по -
лу че ние все бо ль ше го объ е ма ин фор ма ции о рас -
пре де ле нии масс-изо то по ме ров (в иде а ле – о рас -
пре де ле нии всех про стран ст вен но раз ли ча ю щих -
ся изо то по ме ров) клю че вых внут ри кле точ ных
ме та бо ли тов – пер с пек ти ва да ль ней ше го раз ви -
тия «хи ми че ской» ком по нен ты 13C-MFA. От каз
от не об хо ди мо сти ис по ль зо ва ния ква зи ста ци о -
нар но го при бли же ния, рас смот ре ние не ста ци о -
нар но го со сто я ния изо то по ме ров на уль т ра ко рот -
ких от рез ках вре ме ни пред став ля ет чрез вы чай но
слож ную и ин те рес ную с ма те ма ти че ской точ ки
зре ния за да чу, ко то рая ак тив но раз ра ба ты ва ет ся в 
на сто я щее вре мя [68, 87, 114–116]. Ки не ти че ский
ана лиз вклю че ния мет ки во внут ри кле точ ные ме -
та бо ли ты в рам ках не ста ци о нар но го 13C-MFA
дол жен по вы сить точ ность опре де ле ния па ра мет -
ров по то ков, уме нь шить время про ве де ния и сто и -
мость эк с пе ри мен тов с тя же лы ми изо то па ми, а
так же сде лать воз мож ным ис сле до ва ние не у стой -
чи вых и пе ре ход ных ме та бо ли че ских со сто я ний
[87]. Од на ко, как нам пред став ля ет ся, ис по ль зо -
ва ние ап па ра та ква зи ста ци о нар но го 13C-MFA
при ме ни те ль но к пу лам сво бод ных внут ри кле -
точ ных ме та бо ли тов яв ля ет ся впол не адек ват ным 
для ко ли че ст вен ной оцен ки ки не ти че ско го из ме -
не ния па ра мет ров по то ков в прак ти че ски зна чи -
мых за да чах ме та бо ли че ской ин же не рии.

Нет со мне ния, что в са мое бли жай шее вре -
мя ме та бо ли че ские мо де ли мик ро ор га низ мов по -
тре бу ют су ще ст вен ных услож не ний, учи ты ва ю -
щих ком пар т мен та ли за цию эука ри о ти че ских си с -

тем [5, 117–119] и ор га ни за цию при род ных ме та -
бо ло нов в бак те ри а ль ной клет ке [120, 121], на ли -
чие ис кус ст вен но со зда ва е мых над мо ле ку ляр ных 
бел ко вых ком п лек сов – скаф фол дов, обес пе чи ва -
ю щих суб ст рат ное тун не ли ро ва ние в слож ней -
ших муль ти фер мен т ных си с те мах [122–124], а
так же на прав лен ное из ме не ние при род ных ком -
пар т мен тов, в ко то рых про ис хо дит це ле вой био -
син тез [125]. По край ней ме ре пи о нер ские ра бо ты 
в об ла с ти ис сле до ва ний суб ст рат но го тун не ли ро -
ва ния и на прав лен но го из ме не ния ме та бо лиз ма
уже опуб ли ко ва ны; они де мон ст ри ру ют вы со кую
эф фек тив ность и прак ти че скую зна чи мость, а по -
то му адек ват ное изу че ние но вых ме та бо ли че ских 
со сто я ний на сто я те ль но тре бу ет ис по ль зо ва ния
та ко го ин ст ру мен та рия, как 13С-MFA.

Как имен но дол жно быть из ме не но ме та бо -
ли че ское со сто я ние ис сле ду е мо го ор га низ ма для
по тен ци а ль но го уве ли че ния его спо соб но сти про -
ду ци ро вать же ла е мое со е ди не ние, каж дая груп па
ис сле до ва те лей до не дав не го вре ме ни дол жна
была ре шать са мо сто я те ль но, ба зи ру ясь иск лю -
чи те ль но на соб ст вен ных субъ ек тив ных оцен ках,
опы те и ин ту и ции. Од на ко уже име ют ся при ме ры
раз ра бо ток но вых компь ю тер ных про грамм, ко -
то рые, по за яв ле ни ям их ав то ров, по зво ля ют
иден ти фи ци ро вать все воз мож ные ген но-ин же нер -
ные вме ша те ль ст ва в оха рак те ри зо ван ные ре ак -
ции дан ной ме та бо ли че ской мо де ли с тем, что бы
уве ли чить, уме нь шить или сде лать рав ны ми ну лю
па ра мет ры по то ков клю че вых ре ак ций с це лью
до сти же ния же ла е мой су пер про дук ции це ле во го
ме та бо ли та [126, 127]. На при мер, со вер шен но не -
три ви а ль ные стра те гии, пред ло жен ные для мо ди -
фи ка ции ме та бо лиз ма на осно ве од ной из та ких
но вых про грамм Op t For ce, по зво ли ли под нять
уро вень про дук ции тре бу е мой (С14-16) жир ной
кис ло ты в мо ди фи ци ро ван ных клет ках E. co li с
ба зо во го уров ня в 11% (ди кий тип) до 39% от ее
те о ре ти че ски воз мож но го вы хо да [128].

Воз мож но, все воз ра с та ю щая точ ность
опре де ле ния па ра мет ров по то ков в пол но ге ном -
ных ме та бо ли че ских мо де лях (ge no me-sca le me ta -
bo lic mo dels) как но вых, так и тра ди ци он ных ор га -
низ мов в хо ро шо раз ви тых ква зи ста ци о нар ных
при бли же ни ях яв ля ет ся од ной из пло до твор ных
тен ден ций в ре ше нии фун да мен та ль ных и при -
клад ных ес те ст вен но на уч ных за дач. При этом не -
из мен ную важ ность име ет изу че ние по то ков в ди -
на ми ке ку ль ти ви ро ва ния про ду цен тов за счет ис -
по ль зо ва ния PLE с раз лич ны ми ин фор ма тив ны ми 
ме чен ны ми суб ст ра та ми, GC(LC)-MS/MS-де тек -
ции изо то по ме ров как про те и но ген ных ами но -
кис лот, так и внут ри кле точ ных ин тер ме ди а тов
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ме та бо лиз ма и их фраг мен тов из ве ст ной струк ту -
ры. Эти тен ден ции на ря ду с ши ро ким вне дре ни ем 
раз но об раз ных ал го рит мов про ве де ния ста ти сти -
че ски до сто вер но го 13С-MFA и раз ра бот кой стра -
те гии на прав лен ной мо ди фи ка ции па ра мет ров
по то ков ген но-ин же нер ны ми спо со ба ми при оп -
ти ми за ции про ду цен тов яв ля ют ся наи бо лее яр ки -
ми на прав ле ни я ми раз ви тия и ис по ль зо ва ния
13С-MFA в фун да мен та ль ных и при клад ных био -
тех но ло ги че ских ис сле до ва ни ях XXI века.

Хо те лось бы вы ска зать глу бо кую бла го дар -
ность ака де ми ку РАН М.П. Кир пич ни ко ву за
пред ло же ние под го то вить для пуб ли ка ции на сто -
я щий об зор на осно ве ма те ри а лов, ча с тич но вхо -
дя щих в по сто ян но об нов ля е мый курс лек ций по
ме та бо ли че ской ин же не рии, ко то рый один из ав -
то ров, проф. С.В. Маш ко, уже бо лее 10 лет чи та ет
на ка фед ре био ин же не рии био ло ги че ско го фа ку ль -
те та МГУ им. М. В. Ло мо но со ва.

Хо те лось бы так же по бла го да рить ака де ми -
ка РАН В.Г. Де ба бо ва за по сто ян ный ин те рес к
ис сле до ва ни ям ав то ров по 13C-MFA, а так же за
лю без ное пред ло же ние опуб ли ко вать под го тов -
лен ный об зор в ру ко во ди мом им жур на ле «Био -
тех но ло гия».
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Ab s t ract – At pre sent, 13C-MFA is a pri ma ry met hod for the qu an ti ta ti ve cha rac te ri za ti on of the in t ra cel lu lar car bon flu xes in
vivo dis t ri bu ti on un der ste a dy-sta te cell con di ti ons. Du ring more than twen ty-year long his to ry of ap pli ca ti on, the met hod has been used
suc ces sful ly for both in ves ti ga ti ons of the fun da men tal cha rac te ris tics of the pro ka ry o tic and euka ry o tic cell me ta bo lism and im p ro ve -
ment of pro du cing stra in pro per ti es. Pre sent pub li ca ti on is the fi nal in a set of re vi ews des c ri bing va rio us as pects of the met hod. Here, the 
aut hors hig h light the re cent ac hi e ve ments in the bac te ri al me ta bo lism in ves ti ga ti on re ac hed with the 13C-MFA as sis tan ce. Ana ly sis of
the well-cha rac te ri zed bac te ria mo del stra ins re ve a led the cen t ral me ta bo lism ro bus t ness pro vi ded by a set of the al ter na ti ve me ta bo lic
pat h wa ys, and hel ped un der s tand phy si o lo gi cal me a ning and find pre vio us ly un k nown fun c ti ons of the well-stu di ed me ta bo lic pat h wa -
ys. Se ve ral good exam p les of the 13C-MFA-ba sed fun da men tal in ves ti ga ti ons of the po or ly cha rac te ri zed bac te ria are also ana ly zed. In
ap pli ed in ves ti ga ti ons, the flux ana ly sis in stra ins pro du cing ami no acids, vi ta mins and an ti bi o tics per mit ted to de ter mi ne tar gets for fur t -
her mo di fi ca ti ons, to sug gest un con ven ti o nal me ta bo lic en gi ne e ring ap pro ac hes, and which is most im por tant, to con firm the ir hel p ful -
ness.  In the fi nal sec ti on of this ar tic le, the 13C-MFA pro spects in c lu ding the mo ni to ring of the dy na mics of me ta bo lic flu xes dis t ri bu ti on
du ring the cul tu re growth are dis cus sed.
Keywords: flux coupling, futile cycles, metabolic pathway activity, NADPH balance.
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