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Замена веществ, получаемых нефтехимиче-
ским синтезом, продуктами микробных биотех-
нологий является важной частью современных 
стратегий устойчивого развития. При этом боль-
шинство химикатов, востребованных промыш-
ленностью, являются более восстановленны-
ми по сравнению с традиционными субстратами 
микробной биотехнологии (сахара растительной 
биомассы). Таким образом, эффективный ми-
кробиологический синтез подобных соединений 
предполагает соблюдение условий анаэро биоза. 

Выбор перспективного потенциального микро-
организма-продуцента в таком случае ограничен 
представителями облигатных или же факультатив-
ных анаэробов. При этом использование факуль-
тативно анаэробных организмов в качестве проду-
центов имеет ряд технологических преимуществ. 
Среди факультативных анаэробов наиболее из-
ученным метаболизмом и доступным генно-ин-
женерным инструментарием обладает бактерия 
Escherichia coli, широко используемая для созда-
ния продуцентов полезных метаболитов [1, 2].
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анаэробной диссимиляции пировиноградной кислоты и нарушение функциональности 
восстановительной ветви цикла трикарбоновых кислот в штаммах обусловливали рост (с 11% 
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энантиомерного состава секретированных штаммами молочной кислоты и аланина показал участие 
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При утилизации карбогидратов в условиях 
анаэробиоза E. coli реализует процесс смешан-
но-кислотного брожения, основной целью которо-
го является поддержание внутриклеточного окис-
лительно-восстановительного баланса, обеспечи-
вающего возможность потребления окисленных 
субстратов [3]. Иными словами, брожение являет-
ся способом реокисления избыточных восстанов-
ленных эквивалентов, сформированных в резуль-
тате катаболизма субстрата. В качестве основных 
предшественников пути смешанно-кислотного 
брожения у E. coli используют пировиноградную 
кислоту, ЩУК и ацетил-КоА – ключевые интерме-
диаты центрального мета болизма клетки. С дру-
гой стороны, эти же метаболиты являются основ-
ными предшественниками в нативных или же ис-
кусственных путях биосинтеза целевых продуктов 
промышленной микробной биотехнологии [4, 5]. 
В данной связи их вовлечение в процессы броже-
ния  ведет к нецелевому расходу субстрата и, как 
следствие, неизбежному снижению эффективно-
сти процесса микробиологического синтеза жела-
емого вещества. Поэтому, общим правилом созда-
ния анаэробных продуцентов промышленно зна-
чимых химикатов на основе клеток E. coli является 
сокращение числа путей, участвующих в смешан-
но-кислотном брожении. Однако клетки E. сoli, ли-
шенные возможности брожения, не только не спо-
собны расти в условиях анаэробиоза, что решается 
реализацией двухстадийного аэробно-ана эробного 
процесса биосинтеза целевого продукта, включа-
ющего фазу аэробного накопления биомассы и по-
следующую продуктивную стадию, но и практиче-
ски полностью прекращают потребление углевод-
ных субстратов в отсутствие аэрации. Последнее 
обусловлено резким нарушением внутриклеточ-
ного окислительно-восстановительного баланса, в 
результате невозможности эффективного реокис-
ления у подобных рекомбинантов гликолитически 
сформированных восстановленных эквивалентов.

Альтернативным способом поддержания вну-
триклеточного окислительно-восстановительно-
го баланса в бескислородных условиях может слу-
жить анаэробное дыхание. При этом, в отсутствие 
в среде внешнего акцептора электронов, окисле-
ние восстановленных эквивалентов путем дыха-
ния сопровождается, как и в случае брожения, не-
продуктивным расходом тех или иных эндогенных 
акцепторов, сформированных при катаболизме 
углеводного субстрата. В клетках E. coli суще-
ствует ряд систем анаэробного дыхания, потенци-
ально способных обеспечить поддержание внут-
риклеточного окислительно-восстановительного 

баланса используя внутренние акцепторы  элек-
тронов [6]. Компенсаторная активация подобных 
систем у штаммов с нарушенной способностью к 
брожению может снижать их биосинтетический 
потенциал для анаэробной продукции целевых 
восстановленных химикатов за счет конкурентной 
утилизации ключевых метаболитов-предшествен-
ников. Целесообразность направленной инакти-
вации таких путей альтернативного анаэробного 
дыхания в перспективных штаммах продуцентах 
предполагает необходимость первичной оценки 
их функциональности в базовых мутантах, дефи-
цитных по путям смешанно-кислотного брожения.

Цель работы – активация альтернативного ды-
хания с внутренним акцептором электронов при 
анаэробной утилизации глюкозы у штаммов Esche-
richia coli с нарушенной способностью к брожению.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

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

миды приведены в табл. 1. Штамм E. coli K-12 
MG1655 (ВКПМ B-6195) и ранее сконструиро-
ванный штамм E. coli MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, 
∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, PLglk, PtacgalP [7], обозна-
ченный как PA4, обладающий модифицирован-
ной системой транспорта и фосфорилирования 
глюкозы и инактивированными основными пу-
тями смешанно-кислотного брожения, были ис-
пользованы в качестве исходных для констру-
ирования всех полученных в работе штаммов. 
 Бактерии культивировали в богатых средах LB, 
SOB и SOC [8] с добавлением, при необходимос-
ти, 100  мкг / мл ампициллина («Синтез», Россия) 
или 30 мкг/мл хлорамфеникола (Sigma, США).

Реагенты 
Использовали ДНК полимеразу Taq (Thermo 

Scientific, Литва). Олигонуклеотидные праймеры 
(табл. 1) синтезировали в ООО «Евроген» (Рос-
сия). Полученные ПЦР-продукты очищали с по-
мощью электрофореза в агарозном геле и выде-
ляли, используя QIAquick Gel Extraction Kit (Qia-
gen, США). Компоненты питательных сред, соли 
и другие реагенты производства Panreac (Испа-
ния) и Sigma.

Конструирование штаммов и плазмид
Все хромосомные модификации осуществля-

ли с использованием модифицированной [9] ме-
тодики, разработанной Даценко и Ваннером [10].  
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Линейные фрагменты ДНК для инактивации ге-
нов frdAB, pflB и sdhAB, содержащие маркер 
устойчивости к хлорамфениколу (ген cat), по-
лучали при помощи ПЦР с использованием пар 
праймеров P1‒P2, P3‒P4, P5‒P6 и плазмиды 
pMW118-(λattL-Cm-λattR) [9] в качестве матри-
цы. Полученные фрагменты ДНК были инди-
видуально интегрированы в хромосому штамма 
E. coli MG1655, несущего плазмиду-помощника 
pKD46 [10]. Факт соответствия предполагаемых 
и полученных экспериментально структур хро-
мосом отобранных штаммов, с индивидуально 

инактивированными генами frdAB, pflB и sdhAB, 
подтверждали ПЦР-анализом с помощью пар 
локус-специфичных праймеров P7‒P8,  P9 ‒ P10, 
P11‒P12.

Штаммы PA4F, PA4FP и PA4FPS были полу-
чены при введении соответствующих индивиду-
альных модификаций в хромосому штамма PA4 с 
помощью P1-зависимых трансдукций [8]. Удале-
ние маркера, фланкированного att-сайтами фага 
λ, из хромосом целевых штаммов, проводили с 
использованием плазмиды pMWts-Int/Xis, как 
описано ранее [11].

Та бл и ц а  1 
Использованные штаммы, плазмиды и олигонуклеотидные праймеры

Strains, plasmids, and oligonucleotide primers used in this study

Объект Генотип/последовательность Источник
Штамм

MG1655 Штамм E. coli K-12 дикого типа (ВКПМ B-6195) ВКПМ
PA4 E. coli MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG,  

PLglk, PtacgalP
[7], коллекция 
лаборатории

PA4F E. coli MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, 
PLglk, PtacgalP, ∆frdAB » »

PA4FP E. coli MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, 
PLglk, PtacgalP, ∆frdAB, ∆pflB » »

PA4FPS E. coli MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, 
PLglk, PtacgalP, ∆frdAB, ∆pflB, ∆sdhAB » »

Плазмиды
pMW118-(lattL-Cm-lattR) pSC101, bla, cat, λattL-cat-λattR [9]
pKD46 pINT-ts, bla, ParaB-λgam-bet-exo [10]
pMWts-Int/Xis pSC101-ts, bla, PR-λxis-int, cIts857 [11] 

Праймеры
P1 5′-cgtgcaaacctttcaagccgatcttgccattgtaggcgctcaagttagtat 

    aaaaaagctgaac-3′ Данная работа
P2 5′-ttagcgtggtttcagggtcgcgataagaaagtcttttgaagcctgctttttta 

    tactaagttgg-3′ То же
P3 5′-catgtccgagcttaatgaaaagttagccacagcctgcgctcaagttagtat 

    aaaaaagctgaac-3′ » »
P4 5′-ttacatagattgagtgaaggtacgagtaataacgtctgaagcctgctttttta 

    tactaagttgg-3′ » »
P5 5′-gatgaaattgccagtcagagaatttgatgcagttgtcgctcaagttagtata 

    aaaaagctgaac-3′ » »
P6 5′-ttacgcattacgttgcaacaacatcgacttgatatgtgaagcctgcttttttat 

    actaagttgg-3′ » »
P7 5′-ggagcagtggaatagcgttc-3′ » »
P8 5′-cgtcattggccgtacatacg-3′ » »
P9 5′-gtcatttacctgcgtgaaaacg-3′ » »
P10 5′-gacattgcggtgtttctccag-3′ » »
P11 5′-gtgttgaccgactacgttaaac-3′ » »
P12 5′-ctgatgcgctgcgcttatcag-3′ » »



19Биотехнология, 2019, Т. 35, № 2

АКТИВАЦИЯ АЛЬТЕРНАТИВНОГО ДЫХАНИЯ

Культивирование штаммов

Клетки штаммов PA4, PA4F, PA4FP и PA4FPS 
выращивали в течение ночи в среде М9, содер-
жащей 2 г/л глюкозы, при 37 °C. К 5 мл ночных 
культур добавляли 45 мл среды М9, содержащей 
10 г/л глюкозы и 10 г/л дрожжевого экстракта. 
 Полученные культуры выращивали в колбах объ-
емом 750 мл при 37 °C на роторной качалке при 
250 об/мин в течение 8 ч. Клеточные суспензии 
центрифугировали в течение 15 мин. при 2000 g 
при 4 °C. Осадки ресуспендировали в 15 мл среды 
М9, содержащей 10 г/л глюкозы. В дальнейшем 
культуры инкубировали в течение 24 ч. в пробир-
ках объемом 15 мл, закрытых завинчивающими-
ся крышками при 37 °C на роторной качалке при 
250 об/мин.

Клеточные суспензии центрифугировали в те-
чение 10 мин при 10000 g и в полученных супер-
натантах определяли концентрации секрети-
рованных метаболитов и остаточной глюкозы. 
Все экс перименты повторялись не менее трех раз, 
результаты повторных экспериментов варьирова-
лись в диапазоне, не превышающем 10%.

Аналитические методы
Концентрации органических кислот в культу-

ральных жидкостях, освобожденных от биомас-
сы центрифугированием, определяли методом 
ВЭЖХ с использованием системы Waters HPLC 
system (Waters, США). Применяли ион-эксклю-
зионную колонку Rezex ROA-Organic Acid H+ 
(8%) (300 × 7,8 мм, 8 мкм, Phenomenex, США) с 
детекцией при длине волны 210 нм. В качестве 
подвижной фазы использовали водный раствор 
серной кислоты (2,5 мМ) со скоростью потока 
0,5  мл / мин. Для измерения концентрации глюкозы 
система была укомплектована рефрактивным де-
тектором Waters 2414 и колонкой Spherisorb-NH2 
(4,6 × 250 мм, 5 мкм, Waters). Подвижной фазой 
служила смесь ацетонитрил‒вода (объемное со-
отношение 75:25) при скорости потока 1 мл/мин. 

Соотношение энантиомеров молочной кисло-
ты и аланина определяли методом хиральной ли-
ганднообменной ВЭЖХ со спектрофотометри-
ческим детектированием. Для разделения энан-
тиомеров соответствующих соединений система 
была укомплектована хроматографической ко-
лонкой, упакованной сорбентом Nucleosil Chiral-1 
(Macherey-Nagel, Германия) с размером частиц 
5 мкм, размером пор 12 нм и геометрическими 
размерами 250×4,0 мм. Термостатирование хро-
матографической колонки осуществлялось при 

60 °C. Водный 0,5 М раствор сульфата меди (II) 
(CuSO4) был использован в качестве элюента, ко-
торый подавался в хроматографическую колон-
ку с постоянной объемной скоростью 0,8  мл / мин. 
Длина волны спектрофотометрического детекти-
рования составляла 240 нм. Для калибровки ана-
литической системы, контроля качества изме-
рений и идентификации энантиомеров были ис-
пользованы растворы L-молочной кислоты и 
L-аланина, а также растворы соответствующих 
рацемических смесей. Обработка данных и рас-
чет соотношения энантиомеров целевых анали-
тов осуществлялся методом нормализации в про-
граммном обеспечении Empower 3 (Waters).

Концентрации этанола в культуральных жид-
костях определяли методом газовой хроматогра-
фии на колонке OmegaWax (30 м, 0,25 мм в.д., 
0,25 мкм толщина пленки, Supelco, США). Исполь-
зо вали хроматограф GC-17A (Shimadzu, Япония), 
оснащенный пламенно-ионизационным детекто-
ром и автосамплером AOC-20i.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для исследования возможной активации аль-
тернативного дыхания с внутренним акцептором 
электронов при анаэробной утилизации глюкозы 
у штаммов E. coli с нарушенной способностью к 
брожению, в качестве базового  использовали  ра-
нее сконструированный множественно модифи-
цированный штамм E. coli MG1655 ∆ackA-pta, 
∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, PLglk, PtacgalP, обо-
значенный как PA4. В этом штамме основные 
пути смешанно-кислотного брожения, ответ-
ственные за формирование уксусной и молоч-
ной кислот, а также этанола, были инактивирова-
ны делецией генов ackA, pta, poxB, ldhA и adhE, 
кодирующих ключевые ферменты, вовлекающие 
в соответствующие реакции пировиноградную 
кислоту и ацетил-КоА. Единственной возможно-
стью анаэробного реокисления NADH в штамме 
оставалось протекание минорных реакций вос-
становительной ветви цикла трикарбоновых кис-
лот (ЦТК) с участием ЩУК. Внутриклеточная 
доступность фосфоенолпирувата (ФЕП), прямо-
го метаболита-предшественника для анаплеро-
тического формирования ЩУК, была повышена 
в штамме путем обеспечения ФЕП-независимого 
транспорта и фосфорилирования глюкозы. 

Поскольку известно, что клетки E. coli с инак-
тивированными генами pta, ldhA и adhE не способ-
ны расти анаэробно [12], для характеристики ана-
эробного потребления глюкозы  рекобинантными  
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штаммами использовали двухстадийную аэроб-
но-анаэробную ферментацию, которая включа-
ла стадию аэробного накопления биомассы и по-
следующую анаэробную инкубацию полученных 
культур в присутствии глюкозы. Эффективность 
утилизации глюкозы и вклад процессов броже-
ния и дыхания в поддержание внутриклеточного 
окислительно-восстановительного баланса оце-
нивали по конверсии углеродного субстрата в се-
кретированные метаболиты. 

При отсутствии в среде внешнего источника 
СО2, в условиях анаэробиоза, ограничивающих  
интенсивность формирования ЩУК, штамм PA4 
потреблял лишь незначительное количество глю-
козы (~11,5 мМ), синтезируя янтарную кислоту 
в качестве основного восстановленного продук-
та (табл. 2).

Анаэробный биосинтез этого соединения по 
восстановительной ветви ЦТК или в реакциях, 
вовлекающих глиоксилатный шунт (ГШ), требо-
вал участия ЩУК в качестве исходного субстрата 
серии последующих превращений и, таким обра-
зом, зависел от карбоксилирования предшествен-
ника – ФЕП. В отсутствие внешних источников 
CO2 его анаэробное внутриклеточное образование 
могло обеспечиваться форматдегидрогеназой H. 
Синтез субстрата для этого фермента, очевид-
но, происходил в штамме под действием пиру-
ват-формиат-лиазы, катализирующей конверсию 
пировиноградной кислоты в муравьиную кисло-
ту и ацетил-КоА. Действительно, штамм секрети-
ровал значительную часть потребленной глюкозы 
именно в качестве продуктов, производных аце-
тил-КоА, уксусной кислоты и этанола (табл. 2). 
С учетом инактивации в штамме PA4 генов, ко-

дирующих основные ферменты, ответствен-
ные за образование уксусной кислоты и этано-
ла, секреция этих метаболитов была обусловле-
на действием таких альтернативных ферментов, 
как  ацил-КоА тиоэстераза YciA, ацетальдегид-
дегидрогеназа MhpF, альдегидредуктазы AdhP и 
YqhD. Интересно отметить, что общее количество 
секретированных штаммом уксусной кислоты и 
этанола было сравнимо с таковым яблочной и ян-
тарной кислот. Это указывало на то, что синтез 
соответствующих четырехуглеродных дикарбо-
ксилатов, требующий участия эквимолярных ко-
личеств СО2, предпочтительно протекал в штам-
ме по восстановительной ветви ЦТК. При этом, 
если синтез яблочной кислоты и этанола штам-
мом был обусловлен активностью остаточных ре-
акций брожения, формирование янтарной кисло-
ты в восстановительной ветви ЦТК могло рассма-
триваться как результат анаэробного фумаратного 
дыхания с эндогенным акцептором электронов, 
сформированным из яблочной кислоты изофер-
ментами фумараз.

В качестве примеров альтернативного анаэ-
робного дыхания с внутренним акцептором элек-
тронов могло быть рассмотрено обращенное дей-
ствие респираторных лактатдегидрогеназ Dld, 
LctD, и D-аланиндегидрогеназы DadA. В норме 
соответствующие ферменты катализируют хи-
нон-зависимую конверсию D-молочной кислоты, 
L-молочной кислоты и D-аланина в пировиноград-
ную кислоту [6, 13‒15]. Однако в условиях анаэро-
биоза их инвертированное хинол-зависимое дей-
ствие, ведущее к образованию из пировиноград-
ной кислоты соответствующих восстановленных 
продуктов, могло способствовать поддержанию   

Та бл и ц а  2 
Характеристики анаэробного потребления глюкозы и продукции метаболитов  
сконструированными штаммами

Characteristics of anaerobic glucose consumption and metabolites production by the engineered strains

Штамм
Потребление 

глюкозы, 
мМ

Выход метаболитов, моль/моль Углерод-
ный ба-
ланс, %пируват лактат ацетат этанол сукцинат малат аланин

PA4 11,4±0,1 0,01±0,00 0,14±0,01 0,80±0,02 0,20±0,01 0,85±0,02 0,05±0,01 - 99
PA4F 11,6±0,2 0,06±0,01 0,15±0,01 0,38±0,01 0,21±0,01 0,18±0,01 0,09±0,01 0,29±0,01 63
PA4FP 19,0±0,4 0,55±0,01 0,18±0,01 0,15±0,01 0,27±0,01 0,23±0,01 0,03±0,01 0,41±0,01 89
PA4FPS 15,3±0,3 0,61±0,02 0,22±0,01 0,11±0,01 0,35±0,01 0,17±0,01 0,05±0,01 0,44±0,02 93

Примечание: углеродный баланс рассчитан как отношение общего количества молей углерода в секретированных продуктах к 
количеству молей углерода потребленной глюкозы. Приведены стандартные отклонения для трех независимых экспериментов.

Note: сarbon recovery was calculated as the ratio of total moles of carbon in the secreted products per moles of carbon in total glucose 
consumed and expressed in percentage basis. Standard deviations for three independent experiments are given.
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внутриклеточного окислительно-восстановитель-
ного баланса при утилизации глюкозы штам-
мом PA4 с нарушенной способностью к брожению. 
Действительно, штамм PA4, лишенный основной 
ферментативной лактатдегидрогеназы LdhA, в 
ходе анаэробной утилизации глюкозы синтезиро-
вал молочную кислоту с выходом 0,14  моль / моль 
(табл. 2), что указывает на формирование этого 
соединения за счет действия респираторных лак-
татдегидрогеназ. Анализ энантиомерного состава 
синтезированной штаммом молочной кислоты по-
казал, что D- и L-стереоизомеры соответствующе-
го вещества формировались в процентом соотно-
шении 70:30 (табл. 3). Это указывало на участие 
как D-специфичной лактатдегидрогеназы Dld, так 
и L-специфичной лактатдегидрогеназы LctD в ре-
спираторной конверсии пировиноградной кис-
лоты в соответствующее гидрокси-производное. 
Вместе с тем аланин не был обнаружен среди про-
дуктов анаэробной утилизации глюкозы штам-
мом PA4. Таким образом, вклад процессов альтер-
нативного анаэробного дыхания, использующих 
пировиноградную кислоту в качестве внутренне-
го акцептора электронов, в формирование восста-
новленных продуктов утилизации глюкозы и, тем 
самым в поддержание внутриклеточного окисли-
тельно-восстановительного баланса, составлял у 
штамма PA4 лишь ~11,1% (табл. 3).

С целью дальнейшей оценки потенциала со-
ответствующих систем альтернативного анаэроб-
ного дыхания для поддержания внутриклеточного 
окислительно-восстановительного баланса в ути-
лизирующих глюкозу штаммах E. coli дефицитных 
по основным путям брожения, способность штам-
ма PA4 к окислению восстановленных эквива-
лентов в реакциях восстановительной ветви ЦТК 
была снижена в результате делеции генов  frdAB, 
кодирующих компоненты фумаратредуктазы.

При инактивации фумаратредуктазы анаэ-
робный синтез янтарной кислоты из глюкозы со-
ответствующим штаммом PA4F резко снижался, 
хотя и не прекращался полностью (см. табл. 2). 
 Одновременно резко падала секреция штаммом 
уксусной кислоты. Тем не менее данное соедине-
ние становилось основным продуктом анаэробной 
утилизации глюкозы сформированным штаммом. 
В то же время на фоне снижения общего количе-
ства синтезированных штаммом уксусной кисло-
ты и этанола, доля восстановленного продукта, 
этанола, среди прямых производных ацетил-КоА 
сформированных штаммом, существенно возрас-
тала. Это указывало на падение в штамме интен-
сивности реакций восстановительной ветви ЦТК 
и на избыточную конверсию пировиноградной 
кислоты в ацетил-КоА, превышающую потребно-
сти штамма в эндогенном СО2. Результатом такой 
избыточной генерации ацетил-КоА могла являть-
ся активация ГШ, приводящая к наблюдаемому 
анаэробному синтезу янтарной кислоты штаммом 
лишенным фумаратредуктазы.  Однако формиро-
вание янтарной кислоты через реакции ГШ, в от-
личие от реакций восстановительной ветви ЦТК, 
не сопряжено с расходом восстановленных эк-
вивалентов. Таким образом, вклад альтернатив-
ных путей их реокисления в поддержание вну-
триклеточного окислительно-восстановительного 
баланса должен был возрастать в штамме PA4F. 
Действительно, вторым по показателю молярно-
го выхода продуктом, сформированным в ходе 
анаэробной утилизации глюкозы штаммом PA4F, 
являлся аланин (см. табл. 2). Соответствующая 
аминокислота была представлена смесью D- и 
L-стререоизомеров, сформированных в процент-
ном соотношении 30/70 (см. табл. 3). Это указыва-
ло на то, что аланин был синтезирован штаммом в 
результате анаэробного дыхания с использованием  

Та бл и ц а  3
Формирование исследуемыми штаммами продуктов альтернативного дыхания с внутренним  
акцептором электронов при анаэробной утилизации глюкозы

Formation of the products of alternative respiration with an internal electron acceptor by the studied  
strains during anaerobic glucose utilization

Штамм
Доля лактата и аланина среди детектированных 

восстановленных продуктов анаэробной 
утилизации глюкозы, %

Соотношение D- и L-стереоизомеров, %

Аланин Лактат
PA4 11,1 - 70/30
PA4F 48,0 30/70 70/30
PA4FP 52,6 30/70 70/30
PA4FPS 53,8 30/70 70/30
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пировиноградной кислоты в качестве внутренне-
го акцептора электронов при последовательном 
действии респираторной D-аланиндегидрогеназы 
DadA и аланинрацемазы DadX, чьи гены состав-
ляют в E. coli единый dadAX оперон. В итоге, доля 
молочной кислоты и аланина, респираторно обра-
зованных штаммом PA4F, составляла 48% от вос-
становленных продуктов анаэробной утилизации 
глюкозы (см. табл. 3). Данный факт свидетель-
ствует о способности процессов альтернативного 
анаэробного дыхания с внутренним акцептором 
электронов вносить значительный вклад в под-
держание внутриклеточного окислительно-вос-
становительного баланса у штаммов E. coli с на-
рушенной способностью к брожению при утили-
зации глюкозы в бескислородных условиях. 

Чтобы предотвратить туннелирование пиро-
виноградной кислоты ‒ субстрата соответству-
ющих систем альтернативного анаэробного ды-
хания ‒ в ацетил-КоА и одновременно снизить 
вклад ферментативного восстановления послед-
него в этанол в поддержание внутриклеточного 
окислительно-восстановительного баланса, ген 
pflB, кодирующий пируват-формиат-лиазу, был 
инактивирован в штамме PA4F. 

В результате, суммарная секреция прямых 
производных ацетил-КоА (уксусная кислота и эта-
нол) при анаэробной утилизации глюкозы штам-
мом PA4FP заметно снижалась, на фоне возросше-
го накопления в среде пировиноградной кислоты 
(см. табл. 2). Однако, молярные выходы синте-
зированных штаммом этанола и, более того, ян-
тарной кислоты возрастали по сравнению с роди-
тельским штаммом PA4F. Данный факт, по-види-
мому, был обусловлен сочетанием двух факторов. 
Синтез этанола и остаточных количеств уксусной 
кислоты был, по всей вероятности, обусловлен со-
храняющейся в штамме базальной активностью 
ацетил-КоА, генерирующей пируватдегидроге-
назы. В клетках E. coli основным ферментом, от-
ветственным за анаэробную конверсию пирови-
ноградной кислоты в ацетил-КоА, является пи-
руват-формиат-лиаза, тогда как экспрессия генов 
aceEF-lpdA оперона, кодирующих соответствую-
щий аэробный фермент, пируватдегидрогеназу, 
в отсутствие аэрации резко снижена [16]. Тем не 
менее экспрессия генов aceEF-lpdA оперона кон-
тролируется не только транскрипционными регу-
ляторами ArcA и Fnr, но и зависит от CRP-цАМФ 
[17], и, следовательно, возрастает в штаммах c из-
мененной функциональностью ФЕП-зависимой 
системы транспорта и фосфорилирования глю-
козы. Кроме того, известно, что пируватдегидро-

геназный комплекс обладает высокой стабильно-
стью, которая обеспечивает значительную оста-
точную активность аэробно экспрессированного 
фермента в условиях анаэробиоза [18].

Пируватдегидрогеназа окидативно декар-
боксилирует пировиноградную кислоту в аце-
тил-КоА с одновременным образованием NADH 
и СО2. Формирование за счет действия фермента, 
избыточного NADH, могло способствовать вос-
становительной конверсии основного продукта 
соответствующей реакции в этанол, тогда как со-
пряженная генерация СО2 могла дополнительно 
стимулировать реокисление восстановленных эк-
вивалентов в реакциях восстановительной ветви 
ЦТК. Ранее было показано, что в штаммах E. coli 
с инактивированными генами frdAB аэробная сук-
цинатдегидрогеназа способна функционально за-
мещать отсутствующую фумаратредуктазу [19]. 
Высокий уровень аэробной экспрессии генов sdh 
оперона в клетках E. coli, дефицитных по фума-
ратредуктазе [20], мог обеспечить значительную 
остаточную анаэробную активность сукцинат-
дегидрогензы у аэробно выращенного штамма 
PA4FP, приводя к анаэробному синтезу послед-
ним янтарной кислоты. Таким образом, актив-
ность латентных биохимических путей в значи-
тельной степени способствовала поддержанию 
внутриклеточного окислительно-восстановитель-
ного баланса в штамме PA4FP. Вместе с тем выход 
синтезированного штаммом аланина повышал-
ся до 0,41 моль на 1 моль потребленной глюко-
зы, и суммарный вклад альтернативного анаэроб-
ного дыхания с внутренним акцептором электро-
нов в формирование восстановленных продуктов 
возрастал до 52,6% (см. табл. 3). В итоге поддер-
жание окислительно-восстановительного баланса 
в штамме достигалось скорее за счет анаэробно-
го дыхания, нежели за счет остаточных реакций 
брожения. В данной связи необходимо отметить, 
что анаэробное потребление глюкозы штаммом 
даже несколько возрастало, в сравнении с роди-
тельским (табл. 2).

Тем не менее сохраняющаяся продукция 
штаммом янтарной кислоты могла расценивать-
ся как конкурентный дыхательный процесс по от-
ношению к таковым, использующим пировино-
градную кислоту в качестве внутреннего акцепто-
ра электронов. Поэтому, гены sdhAB, кодирующие 
каталитические компоненты сукцинатдегидроге-
назы, были инактивированы в штамме PA4FP.

В результате данной модификации продук-
ция янтарной кислоты штаммом PA4FPS значимо 
снижалась, при одновременном росте продукции 
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яблочной кислоты и этанола, указывая на остаточ-
ный биосинтез четырехуглеродных дикарбоксила-
тов именно через реакции ГШ, провоцированные 
базальной активностью пируватдегидрогеназы 
(табл. 2). Одновременно наблюдался рост моляр-
ного выхода молочной кислоты и аланина, респи-
раторно синтезированных штаммом (см. табл. 2 
и табл. 3). Хотя вклад процессов альтернативно-
го анаэробного дыхания с пировиноградной кис-
лотой в качестве внутреннего акцептора электро-
нов достигал у штамма PА4FPS ~54%, возросшая 
секреция соответствующего метаболита реком-
бинантным штаммом, наряду с чуть снизившим-
ся анаэробным потреблением глюкозы, указыва-
ла на неспособность соответствующих систем 
количественно использовать субстрат для полно-
ценного поддержания внутриклеточного окисли-
тельно-восстановительного баланса. По всей ви-
димости, это было связано с недостаточностью 
нативных уровней экспрессии генов dadA, dld и 
lctD для обеспечения адекватной анаэробной ак-
тивности соответствующих ферментов в клетках 
рекомбинантного штамма. Однако нельзя исклю-
чать, что уровни экспрессии соответствующих ге-
нов могут варьироваться как в зависимости от ус-
ловий культивирования рекомбинантных штам-
мов, так и от конкретного набора генетических 
модификаций, глобально изменяющих функцио-
нирование их биохимического аппарата.  Поэтому 
вклад выявленных процессов альтернативного 
анаэробного дыхания, использующих пировино-
градную кислоту в качестве внутреннего акцеп-
тора электронов в поддержание внутриклеточно-
го окислительно-восстановительного баланса в 
клетках перспективных рекомбинантных проду-
центов, может быть существенно выше даже того 
уровня, который продемонстрирован в настоя-
щем исследовании с использованием модельных 
штаммов. Это свидетельствует о рациональности 
инактивации соответствующих биохимических 
путей в ходе конструирования промышленных ре-
комбинантных продуцентов восстановленных хи-
микатов на основе клеток E. coli.

В результате проведенного исследования вы-
явлена роль альтернативных систем анаэробно-
го дыхания с внутренним акцептором электронов 
в штаммах E. coli с нарушенной способностью к 
брожению при анаэробной утилизации ими глю-
козы. Процессы анаэробного дыхания, использу-
ющие пировиноградную кислоту в качестве внут-
реннего акцептора электронов, могут вносить 
больший вклад в поддержание внутриклеточного 
окислительно-восстановительного баланса в со-

ответствующих рекомбинантных штаммах, чем 
остаточные реакции брожения. Активность со-
ответствующих систем может оказывать значи-
тельное влияние на координацию процессов ути-
лизации углеводного субстрата с протеканием 
внутриклеточных окислительно-восстановитель-
ных реакций в условиях анаэробиоза у штаммов 
E. сoli, дефицитных по путям смешанно-кислот-
ного брожения.

Работа проведена при финансовой поддержке 
Российского Фонда Фундаментальных Исследо-
ваний (проект № 18-04-01222).
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Abstract–The activation of alternative respiration with an internal electron acceptor upon anaerobic 
utilization of glucose in Escherichia coli strains with the impaired fermentation ability has been studied. 
It was found out that the respiration processes utilizing pyruvic acid as an endogenous electron acceptor 
can markedly contribute to the maintenance of the anaerobic redox balance in E. coli strains deficient in 
mixed acid fermentation pathways. The sequential inactivation of the pathways of anaerobic dissimilation 
of pyruvate and impairment of the functionality of the reductive branch of the tricarboxylic acid cycle led 
to the increase in the contribution of the respiratory formation of lactic acid and alanine to the biosynthesis 
of the reduced products of anaerobic glucose utilization by the strains from 11 to 54%. The analysis of the 
enantiomeric composition of the lactic acid and alanine secreted by the strains demonstrated that D-lactate 
dehydrogenase (Dld), L-lactate dehydrogenase (LctD), and D-alanine dehydrogenase (DadA) participated 
in the biosynthesis of the respective compounds.

Key words: Escherichia coli, glucose, fermentation, respiration, metabolic engineering, pyruvate, lactate, 
alanine.
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