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Современные стратегии устойчивого развития 
предполагают последовательный и неуклонный 
переход от нефтехимических процессов органи-
ческого синтеза полезных соединений к соответ-
ствующим процессам, основанным на микробной 
биотехнологии [1]. Среди продуктов промышлен-
ной биотехнологии повышенное внимание при-
влечено к соединениям, способным служить гиб-

кими «строительными блоками» в последующем 
синтезе широкого спектра химикатов с высо-
кой добавленной стоимостью. Особая роль сре-
ди таких «строительных блоков» отводится веще-
ствам, обладающим оптически активными цен-
трами, что позволяет использовать их в качестве 
перспективных хиральных синтонов. Так, (R)- 
и (S)-стереоизомеры 3-гидроксикарбоксилатов  

Список сокращений: АПБ – ацилпереносящий белок; ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография; ИПТГ – изо-
пропил β-D-тиогалактозид; ПЦР – полимеразная цепная реакция.
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Исследован возможный вклад побочных ферментов в формирование ключевого метаболита-
предшественника, 3-гидроксибутирил-КоА, в рекомбинантном штамме Escherichia coli, 
сконструированном для биосинтеза 1,3-бутандиола из глюкозы по обращенному пути  
бета-окисления жирных кислот. При сохранении в клетках штамма интактным жизненно важного 
гена fabG, кодирующего 3-кетоацил-АПБ редуктазу, способную катализировать превращение 
ацетоацетил-КоА в (R)-3-гидроксибутирил-КоА, инактивация гена paaH 3-гидроксиадипил-КоА 
дегидрогеназы, не прекращала синтеза штаммом 1,3-бутандиола при анаэробной утилизации 
глюкозы. Последующая инактивация в штамме гена fadB, кодирующего (S)-стереоспецифичную 
3-гидроксиацил-КоА дегидрогеназу бета-окисления жирных кислот, приводила к отмене синтеза 
штаммом 1,3-бутандиола. Соответствующий диол также не обнаруживался среди продуктов, 
секретируемых штаммом с интактными генами fabG и paaH при индивидуальной делеции 
гена fadB. Установлено, что побочные ферменты не принимали участия в формировании  
3-гидроксибутирил-КоА в исследованных штаммах и синтез соответствующего КоА-производного 
осуществлялся исключительно (S)-специфичным ферментом пути бета-окисления жирных кислот. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что в результате обращения пути бета-оксиления 
жирных кислот в рекомбинантных штаммах E. coli может быть обеспечен энантиоселективный 
биосинтез из глюкозы (S)-стереоизомера 1,3-бутандиола. 

Ключевые слова: 1,3-бутандиол, бета-окисление жирных кислот, Escherichia coli, глюкоза, 
метаболическая инженерия, стереоизомер.
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и 1,3-диолов служат удобными синтонами для 
получения различных видов макролидных и бе-
та-лактамных антибиотиков, а также сельско-
хозяйственно-значимых пестицидов и инсекти-
цидов [2, 3]. Энантиоселективный химический 
синтез подобных соединений не только доволь-
но сложен, но и крайне затратен. В данной связи, 
биотехнологическое получение их оптически чи-
стых предшественников представляет экологиче-
ски и экономически оправданную альтернативу.

Метаболический потенциал микробной клет-
ки предлагает довольно широкий выбор анабо-
лических путей для реализации энантиоселек-
тивного синтеза (R)-стереоизомеров 3-гидрокси-
функционализированных карбоновых кислот, в 
первую очередь 3-гидроксиалканоатов и потенци-
ально 1,3-диолов. Соответственно, на сегодняш-
ний день продукция (R)-3-гидроксиалканоатов 
из различных источников углерода была мно-
гократно продемонстрирована с использовани-
ем как природных продуцентов, так и направлен-
но сконструированных микроорганизмов [4, 5]. 
Однако надо отметить, что эффективный биосин-
тез (R)-стериоизомеров представителей каждого 
из классов соответствующих соединений, в част-
ности (R)-3-гидроксимасляной кислоты и (R)-1,3-
бутандиола, из сахаров растительной биомассы, 
наиболее перспективного субстрата микробной 
биотехнологии, был обеспечен исключительно в 
рекомбинантных штаммах Escherichia coli [6–9].

3-гидроксикарбоксилаты и 1,3-диолы облада-
ющие (S)-стереоконфигурацией не являются при-
родными метаболитами микроорганизмов. Однако 
их микробиологический синтез из возобновляемо-
го сырья также может быть достигнут в результате 
применения подходов синтетической биологии и 
направленной метаболической инженерии.

Формирование метаболитов содержащих (S)-
3-гидроксиацильные группы сопряжено в клетке 
с процессами катаболизма, физиологически про-
текающими в направлении обратном биосинте-
тическому. Соответствующими интермедиата-
ми клеточного метаболизма являются структур-
но схожие с 3-гидроксиалканоатами тиоэфирные 
производные, вовлеченные в метаболизм жирных 
кислот. При этом следует отметить, что de novo 
биосинтез жирных кислот протекает с формиро-
ванием соответствующих (R)-стереоизомеров, 
тогда как (S)-производные являются промежуточ-
ными продуктами деградации высокомолекуляр-
ных липидов. Таким образом, целевые хираль-
ные соединения потенциально могут быть полу-
чены в результате микробиологического синтеза 

с использованием жиров в качестве субстратов. 
Вместе с тем, продукция промышленно-значи-
мых химикатов из сахаров, получаемых зернопе-
реработкой, представляется более экономически 
оправданной, нежели конверсия в целевые соеди-
нения липидов, продуктов переработки маслич-
ных культур.

Интересной особенностью процесса деграда-
тивного бета-окисления жирных кислот является 
его способность протекания в биосинтетическом 
направлении [10]. Данный факт предполагает воз-
можность анаболического формирования интер-
медиатов пути и, соответственно, последующей 
продукции их ценных производных направленно 
сконструированными микроорганизмами при ис-
пользовании в качестве источников углерода гли-
колитических субстратов, в том числе сахаров 
растительной биомассы. Действительно, в ряде 
недавно опубликованных работ с использовани-
ем рекомбинантных штаммов E. coli был проде-
монстрирован биосинтез из глюкозы и глицери-
на различных коротко-, средне- и длинноцепочеч-
ных карбоновых кислот и спиртов в результате 
функционального обращения пути бета-окисле-
ния жирных кислот [11–14]. В случае произво-
дных хирального интермедиата цикла (3-гидрок-
сиацил-КоА) были показаны как стереоселек-
тивный синтез (S)-3-гидроксимасляной кислоты 
[15], так и принципиальная возможность биосин-
теза клетками E. coli 1,3-бутандиола [16] из глю-
козы по обращенному пути бета-окисления жир-
ных кислот. Однако в последнем случае низкие 
уровни накопления целевого вещества, синтези-
рованного штаммом BOX-3 D3 PL-atoB (MG1655 
lacIQ Ptrc-ideal-4-SDphi10-adhE(Glu568Lys), PL-SDphi10-
atoB, Ptrc-ideal-4-SDphi10-fadB, Ptrc-ideal-4-SDphi10-fadE,  
DackA-pta, DpoxB, DldhA), не позволяли напря-
мую оценить энантиомерную чистоту получен-
ного продукта. Вместе с тем, потенциально, в 
клетках E. coli формирование ключевого пред-
шественника в биосинтезе 1,3-бутандиола (3-ги-
дроксибутирил-КоА) может катализироваться 
различными ферментами, конвертирующими аце-
тоацетил-КоА в соответствующее (S)- или (R)-
гидроксипроизводное. Помимо (S)-специфичной 
3-гидроксиацил-КоА дегидрогеназы (КФ 1.1.1.35) 
бета-окисления жирных кислот, FadB, к этим фер-
ментам относятся также (R)-специфичная 3-кето-
ацил-АПБ редуктаза (КФ 1.1.1.100) биосинтеза 
жирных кислот, FabG, и обладающая неизвестной 
стереоспецифичностью 3-гидроксиадипил-КоА 
дегидрогеназа (КФ 1.1.1.–) пути деградации фе-
нилацетата, PaaH [17–20].
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Цель работы – оценить вклад побочных фер-
ментов в формирование целевого продукта штам-
мом E. coli, сконструированным для синтеза 
1,3-бутандиола по обращенному пути бета-окисле-
ния жирных кислот, и охарактеризовать потенциал 
пути для обеспечения энантиоселективного синте-
за (S)-стереоизомера соответствующего диола.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

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

ды представлены в табл. 1. Штамм E. coli K-12 
MG1655 (ВКПМ B-6195) и ранее сконструирован-

ный штамм E. coli MG1655 lacIQ Ptrc-ideal-4-SDphi10-ad-
hE(Glu568Lys), PL-SDphi10-atoB, Ptrc-ideal-4-SDphi10-fadB,  
Ptrc-ideal-4-SDphi10-fadE, DackA-pta, DpoxB, DldhA [16], 
обозначенный как BOX-3.2 D3, с измененной ре-
гуляцией генов, кодирующих ферменты аэробно-
го β-окисления жирных кислот, и с инактивирован-
ными основными путями смешанно-кислотного 
брожения, были использованы в качестве исход-
ных для конструирования всех полученных в рабо-
те штаммов. Бактерии культивировали в богатых 
средах LB, SOB, SOC, а также в минимальной со-
левой среде М9 [21], с добавлением, при необхо-
димости, 100 мкг/мл ампициллина («Синтез», Рос-
сия) или 30 мкг/мл хлорамфеникола (Sigma, США).

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 дикого типа (ВКПМ B-6195) ВКПМ
BOX-3.2 ∆3 MG1655 lacIQ Ptrc-ideal-4-SDphi10-adhE(Glu568Lys), PL-SDphi10-atoB, 

Ptrc-ideal-4-SDphi10-fadB, Ptrc-ideal-4-SDphi10-fadE, ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA
[16], коллекция 

лаборатории

BOX-3.2 ∆3 ∆paaH MG1655 lacIQ Ptrc-ideal-4-SDphi10-adhE(Glu568Lys), PL-SDphi10-atoB, 
Ptrc-ideal-4-SDphi10-fadB, Ptrc-ideal-4-SDphi10-fadE, ∆ackA-pta, ∆poxB, 
∆ldhA, ∆paaH

» »

BOX-3.2 ∆3 ∆fadB MG1655 lacIQ Ptrc-ideal-4-SDphi10-adhE(Glu568Lys), PL-SDphi10-atoB, 
Ptrc-ideal-4-SDphi10-fadB, Ptrc-ideal-4-SDphi10-fadE, ∆ackA-pta, ∆poxB, 
∆ldhA, ∆fadB

» »

BOX-3.2 ∆3 ∆paaH  ∆fadB MG1655 lacIQ Ptrc-ideal-4-SDphi10-adhE(Glu568Lys), PL-SDphi10-atoB, 
Ptrc-ideal-4-SDphi10-fadB, Ptrc-ideal-4-SDphi10-fadE, ∆ackA-pta, ∆poxB, 
∆ldhA, ∆paaH, ∆fadB

» »

Плазмида
pMW118-(λattL-Cm-λattR) pSC101, bla, cat, λattL-cat-λattR [22]
pKD46 pINT-ts, bla, ParaB-λgam-bet-exo [23]
pMWts-Int/Xis pSC101-ts, bla, PR-λxis-int, cIts857 [24] 

Праймер
P1 5΄-catgatgataaatgtgcaaactgtggcagtgattggcgctcaagttagtataaaaaa- 

gctgaac-3΄
Данная работа

P2 5΄-ttatgactcataaccgctctccagaagcgcccgttgtgaagcctgcttttttatactaa- 
gttgg-3΄

» »

P3 5΄-catgctttacaaaggcgacaccctgtaccttgactgcgctcaagttagtataaaaaa- 
gctgaac-3’

» »

P4 5΄-ttaagccgttttcaggtcgccaaccggacgggctggtgaagcctgcttttttatact- 
aagttgg-3΄

» »

P5 5΄-cgtgaaggtgtcagtgcgttc-3΄ » »
P6 5΄-gtgacggtcatggtcactacagc-3΄ » »
P7 5΄-cgtgatcagatcggcatttc-3΄ » »
P8 5΄-cttctgcacgcacgttacg-3΄ » »
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Реагенты 

В работе использовали Taq ДНК полимеразу и 
олигонуклеотидные праймеры (табл. 1) от компа-
нии «Евроген» (Россия). Полученные ПЦР-про-
дукты очищали с помощью электрофореза в ага-
розном геле и выделяли, используя QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen, США). Компоненты пита-
тельных сред, соли и другие реагенты были про-
изведены Panreac (Испания) и Sigma.

Конструирование штаммов и плазмид
Все хромосомные модификации осуществля-

ли с использованием модифицированной [22] ме-
тодики, разработанной Даценко и Ваннером [23]. 
Линейные фрагменты ДНК для инактивации ге-
нов paaH и fadB, содержащие маркер устойчиво-
сти к хлорамфениколу (ген cat), получали при по-
мощи ПЦР с использованием пар праймеров P1, 
P2 и P3, P4 и плазмиды pMW118-(λattL-Cm-λattR) 
[22] в качестве матрицы. Полученные фрагмен-
ты ДНК были индивидуально интегрированы 
в хромосому штамма E. coli MG1655, несущего 
плазмиду-помощник pKD46 [23]. Факт соответ-
ствия предполагаемых и полученных экспери-
ментально структур хромосом отобранных штам-
мов, с индивидуально инактивированными гена-
ми paaH и fadB, подтверждали ПЦР анализом с 
помощью пар локус-специфичных праймеров P5, 
P6 и P7, P8.

Штаммы BOX-3.2 D3 DpaaH, BOX-3.2 D3 
DfadB и BOX-3.2 D3 DpaaH DfadB были получены 
при введении соответствующих индивидуальных 
модификаций в хромосому штамма BOX-3.2 D3 с 
помощью P1-зависимой трансдукции [21]. Удале-
ние маркера, фланкированного att-сайтами фага 
лямбда, из хромосом целевых штаммов, прово-
дили с использованием плазмиды pMWts-Int/Xis, 
как описано ранее [24].

Культивирование штаммов
Клетки рекомбинантных штаммов выращива-

ли в течение ночи в среде М9, содержащей 2 г/л 
глюкозы, при 37 °C. К 5 мл ночных культур до-
бавляли 45 мл среды М9, содержащей 10 г/л глю-
козы и 10 мкМ FeSO4. Полученные культуры 
растили в колбах объемом 750 мл при 37 °C на 
роторной качалке при 250 об/мин в течение 6 ч. 
Клеточные суспензии центрифугировали в тече-
ние 15 мин при 2000 g и 4 °C. Осадки ресуспенди-
ровали в 15 мл среды М9, содержащей 10 г/л глю-
козы в присутствии 10 мкМ FeSO4. 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 
течение 10 мин при 10000 g и в полученных су-
пернатантах определяли концентрации секрети-
рованных метаболитов. Все эксперименты по-
вторялись не менее трех раз, результаты повтор-
ных экспериментов варьировались в диапазоне, 
не превышающем 10%.

Аналитические методы
Концентрации органических кислот в культу-

ральных жидкостях, освобожденных от биомассы 
центрифугированием, определяли методом ВЭЖХ 
с использованием системы Waters HPLC system 
(Waters, США). Применяли ион-эксклюзионную 
колонку (300 × 7,8 мм, 8 мкм), Rezex ROA-Organic 
Acid H+ (8%) (Phenomenex, США) с детекцией при 
длине волны 210 нм. Подвижной фазой служил 
водный 2,5 мМ раствор серной кислоты со скоро-
стью потока 0,5 мл/мин. Идентификацию и коли-
чественный анализ спиртов и 3-гидроксимасляной 
кислоты в культуральных жидкостях осуществля-
ли методом газовой хроматографии с пламенно-и-
онизационным и масс-селективным детектирова-
нием как было описано ранее [13, 15, 25].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для оценки потенциального вклада побочных 
ферментов в биосинтез 1,3-бутандиола из глю-
козы по обращенному пути бета-окисления жир-
ных кислот в качестве базового использовали ра-
нее сконструированный штамм E. coli MG1655 
lacIQ Ptrc-ideal-4-SDphi10-adhE(Glu568Lys), PL-SDphi10-
atoB, Ptrc-ideal-4-SDphi10-fadB,  Ptrc-ideal-4-SDphi10-fadE, 
DackA-pta, DpoxB, DldhA, обозначенный как BOX-
3.2 D3. Данный штамм был способен синтезиро-
вать 1,3-бутандиол в результате замены нативных 
регуляторных областей генов, кодирующих фер-
менты аэробного бета-окисления жирных кис-
лот и основную алкоголь/альдегиддегидрогена-
зу клеток E. coli, искусственными регуляторными 
элементами и инактивации основных путей сме-
шанно-кислотного брожения, конкурирующих 
с целевым путем биосинтеза за прямые метабо-
литы предшественники (пируват и ацетил-КоА). 
В отсутствие в среде специфического индуктора, 
штамм секретировал в составе продуктов анаэ-
робной утилизации глюкозы заметные количества 
3-гидроксимасляной кислоты и детектируемые 
количества 1,3-бутандиола. Биосинтез штаммом 
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соответствующих соединений в указанных усло-
виях являлся следствием низкого уровня базаль-
ной транскрипции  с промотора Ptrc-ideal-4 генов fadB 
и adhE, кодирующих 3-гидроксиацил-КoA деги-
дрогеназу и бифункциональную алкоголь/альде-
гиддегидрогеназу (КФ 1.1.1.1/1.2.3.1), на фоне 
сильной конститутивной экспрессии гена atoB 
ацетил-КоА С-ацетилтрансферазы (КФ 2.3.1.9), 
обеспечивающей эффективное формирование 
из ацетил-КоА ацетоацетил-КоА для его после-
дующей конверсии в 3-гидроксибутирил-КоА. 
В присутствии ИПТГ продукция производных 
интермедиатов бета-окисления жирных кислот 
штаммом прекращалась, и основным продуктом 
брожения ожидаемо становился этанол. Это объ-
яснялось тем, что высокая субстратная специфич-
ность алкоголь/альдегиддегидрогеназы AdhE спо-
собствовала предпочтительному синтезу этанола 
при индукции экспрессии гена adhE и, соответ-
ственно, снижению доступности ацетил-КоА для 
конкурентного формирования ацетоацетил-КоА 
и, следовательно, 3-гидроксибутирил-КоА. Соот-
ветственно, в настоящем исследовании характе-
ристики продукции метаболитов сконструирован-
ными штаммами производными BOX-3.2 D3 оце-
нивали при отсутствии в среде ИПТГ.

Клетки E. coli обладают единственной 3-кето-
ацил-АПБ-редуктазой FabG, участвующей в био-
синтезе жирных кислот. Поэтому, соответствую-
щий ген fabG, кодирующий фермент, способный 
катализировать превращение ацетоацетил-КоА 
в (R)-3-гидроксибутирил-КоА, является жизнен-
но важным для E. coli [26] и, следовательно, был 
оставлен интактным в исследуемых штаммах. 

Реакции терминальных стадий пути деграда-
ции фенилацетата протекают в бактериях с уча-
стием КоА-производных структурно схожих с 

интермедиатами бета-окисления жирных кислот 
[27]. В  данной связи, отдельные ферменты соот-
ветствующего пути также могут обеспечивать, в 
определенных условиях, формирование в клет-
ке 3-гидроксибутирил-КоА. Таким образом, для 
оценки потенциального вклада ферментов пути 
деградации фенилацетата в формирование 3-ги-
дроксибутирил-КоА в штамме BOX-3.2 D3, скон-
струированном для биосинтеза 1,3-бутандиола из 
глюкозы по обращенному пути бета-окисления 
жирных кислот, первоначально был инактивиро-
ван ген paaH, кодирующий 3-гидроксиадипил-КоА 
дегидрогеназу. Полученный штамм BOX-3.2 D3 
DpaaH при анаэробной утилизации глюкозы фор-
мировал спектр метаболитов аналогичный таково-
му штамма BOX-3.2 D3 (табл. 2).

При этом, штамм BOX-3.2 D3 DpaaH продол-
жал секретировать 1,3-бутандиол и 3-гидрокси-
масляную кислоту, и накопление этих метаболи-
тов оставалось неизменным, по сравнению с ро-
дительским штаммом. Данный факт указывал 
на то, что иные ферменты, помимо 3-гидроксиа-
дипил-КоА дегидрогеназы PaaH, участвовали в 
штамме в формировании 3-гидроксибутирил-КоА. 
Можно было предположить, что в первую очередь 
именно 3-гидроксиацил-КоА дегидрогеназа бе-
та-окисления жирных кислот FadB должна была 
быть ответственна за синтез соответствующего 
интермедиата цикла. Действительно, при последу-
ющей делеции гена fadB соответствующий штамм 
BOX-3.2 D3 DpaaH DfadB прекращал синтез про-
изводных 3-гидроксибутирил-КоА – 3-гидрокси-
масляной кислоты и 1,3-бутандиола, в то время 
как, наряду с возросшим накоплением этанола, 
среди секретированных штаммом метаболитов 
обнаруживалась уксусная кислота (табл.  2). Ук-
сусная кислота и этанол являются производными  

Та бл и ц а  2
Концентрации метаболитов (мМ), продуцируемых сконструированными штаммами  
при анаэробной утилизации глюкозы

Concentrations of metabolites produced by constructed strains during anaerobic glucose utilization

Штамм Пировиноград-
ная кислота

Уксусная 
кислота

Янтарная 
кислота Этанол

3-гидрокси
масляная 
кислота

1,3-бутандиол

BOX-3.2 ∆3 3,0±0,3 – 2,0±0,1 3,7±0,3 2,0±0,2 0,30±0,02
BOX-3.2 ∆3 ∆paaH 2,9±0,2 – 2,2±0,2 3,5±0,2 2,1±0,1 0,30±0,03
BOX-3.2 ∆3 ∆paaH 
∆fadB 4,1±0,3 1,5±0,1 2,4±0,2 4,8±0,5 – –

BOX-3.2 ∆3 ∆fadB 3,9±0,3 1,7±0,1 2,2±0,2 4,6±0,4 – –

Примечание: Приведены стандартные отклонения для трех независимых экспериментов.
Note: Standard deviations for three independent experiments are given.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ПОТЕНЦИАЛА ОБРАЩЕНИЯ ПУТИ БЕТА-ОКИСЛЕНИЯ

ацетил-КоА и синтезировались в штамме, как и 
3-гидроксимаслянная кислота и 1,3-бутандиол, 
из соответствующего КоА-предшественника, под 
действием аналогичных тиоэстераз и основной 
алкоголь/альдегиддегидрогеназы AdhE.

Таким образом, повышенная продукция ука-
занных двухуглеродных соединений при инакти-
вации 3-гидроксиацил-КоА дегидрогеназы FadB 
свидетельствовала о перераспределении в штамме 
потока углерода через ацетил-КоА в сторону пред-
почтительного формирования его прямых произ-
водных в результате прекращения его конкурент-
ного вовлечения в последовательный биосинтез 
ацетоацетил-КоА и 3-гидроксибутирил-КоА. Это 
подтверждало вовлеченность соответствующего 
фермента в формирование 3-гидроксибутирил-КоА 
в BOX3-производных штаммах и потенциально 
предполагало преимущественное формирование 
именно (S)-стереоизомера целевого интермедиата. 
Более того, отсутствие продукции 3-гидроксимас-
ляной кислоты и 1,3-бутандиола штаммом BOX-3.2 
D3 DpaaH DfadB с одновременно инактивированны-
ми 3-гидроксиадипил-КоА дегидрогеназой и 3-ги-
дроксиацил-КоА дегидрогеназой однозначно ука-
зывало на то, что (R)-специфичная 3-кетоацил-
АПБ-редуктаза биосинтеза жирных кислот, FabG, 
способная к катализу реакций с участием соответ-
ствующих КоА-тиоэфиров, не принимала участия 
в биосинтезе 3-гидроксибутирил-КоА в штамме 
BOX-3.2 D3 и его сконструированных производных.

Тем не менее, полученные данные все еще 
не позволяли полностью исключить вклада 3-ги-
дроксиадипил-КоА дегидрогеназы в формирова-
ние хирального предшественника 3-гидроксимас-
ляной кислоты и 1,3-бутандиола, синтезируемых 
штаммом BOX-3.2 D3. Действительно, высокая 
субстратная специфичность 3-гидроксиацил-КоА 
дегидрогеназы FadB к ацетоацетил-КоА могла 
компенсировать отсутствие в штамме BOX-3.2 
D3 DpaaH 3-гидроксиадипил-КоА дегидрогена-
зы, обеспечивая наблюдаемый уровень синтеза 
3-гидроксимасляной кислоты и 1,3-бутандиола, 
сравнимый с показателями родительского штам-
ма, за счет сохранения интенсивности формиро-
вания 3-гидроксибутирил-КоА. Однако интактная 
3-гидроксиадипил-КоА дегидрогеназа PaaH мог-
ла обеспечивать фоновый уровень конкурентно-
го образования 3-гидроксибутирил-КоА в базо-
вом штамме, обусловливая возможность хираль-
ной контаминации целевых продуктов.

С целью точной оценки потенциального вкла-
да 3-гидроксиадипил-КоА дегидрогеназы в фор-
мирование 3-гидроксибутирил-КоА в штамме 

BOX-3.2 D3, сконструированном для биосинте-
за 1,3-бутандиола из глюкозы по обращенному 
пути бета-окисления жирных кислот, ген fadB 
3-гидроксиацил-КоА дегидрогеназы был инак-
тивирован в штамме при сохранении интактного 
гена paaH. Соответствующий штамм BOX-3.2 D3 
DfadB при анаэробной утилизации глюкозы фор-
мировал спектр секретированных метаболитов, 
сходный с таковым штамма BOX-3.2 D3 DpaaH 
DfadB и четко отличающийся от демонстрируе-
мых штаммами BOX-3.2 D3 и BOX-3.2 D3 DpaaH 
(табл. 2). Так же как и штамм BOX-3.2 D3 DpaaH 
DfadB, штамм BOX-3.2 D3 DfadB, лишенный 3-ги-
дроксиацил-КоА дегидрогеназы аэробного бе-
та-окисления жирных кислот, но сохраняющий 
интактную 3-гидроксиадипил-КоА дегидрогена-
зу пути деградации фенилацетата, не синтезиро-
вал детектируемых количеств производных 3-ги-
дроксибутирил-КоА – 3-гидроксимасляной кис-
лоты и 1,3-бутандиола. При этом штамм BOX-3.2 
D3 DfadB, аналогично штамму BOX-3.2 D3 DpaaH 
DfadB, демонстрировал тенденцию к повышен-
ному накоплению прямых производных аце-
тил-КоА – уксусной кислоты и этанола.

Таким образом, наличие в штамме BOX-3.2 
D3 DfadB интактной 3-гидроксиадипил-КоА деги-
дрогеназы не обеспечивало уровня формирования 
предшественника достаточного для достоверно 
детектируемой продукции целевых соединений, и 
синтез 3-гидроксимасляной кислоты и 1,3-бутан-
диола исследованными штаммами напрямую за-
висел лишь от наличия /отсутствия в них активно-
сти 3-гидроксиацил-КоА дегидрогеназы.

В совокупности результаты исследования по-
зволили заключить, что синтез 3-гидроксибути-
рил-КоА в штамме BOX-3.2 D3, сконструиро-
ванном для биосинтеза 1,3-бутандиола из глю-
козы по обращенному пути бета-окисления 
жирных кислот, осуществлялся исключительно 
(S)-специфичным ферментом соответствующего 
метаболического пути, 3-гидроксиацил-КоА де-
гидрогеназой FadB, тогда как ни 3-кетоацил-АПБ-
редуктаза FabG, ни 3-гидроксиадипил-КоА-деги-
дрогеназа PaaH не принимали участия в форми-
ровании соответствующего КоА-производного.

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что в результате обращения пути бета-окисле-
ния жирных кислот в рекомбинантных штам-
мах E. coli может быть обеспечен энантиоселек-
тивный биосинтез из глюкозы (S)-стереоизомера 
1,3-бутандиола. Эффективная продукция целево-
го соединения потребует обеспечения в клетке 
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оптимального окислительно-восстановительного 
баланса и экспрессии высокоспецифичных тер-
минальных альдегид- и алкоголь- дегидрогеназ.
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Abstract–A possible contribution of collateral enzymes to the formation of key precursor metabolite, 
3-hydroxybutyryl-CoA, in a recombinant Escherichia coli strain engineered for 1,3-butanediol biosynthesis 
from glucose through the inverted fatty acid beta-oxidation pathway has been evaluated. The inactivation 
of the 3-hydroxyadipyl-CoA dehydrogenase gene, paaH, did not prevent the 1,3-butanol biosynthesis 
during anaerobic glucose utilization by the strain with the intact essential gene fabG coding for 3-ketoacyl-
ACP reductase, which can catalyze the conversion of acetoacetyl-CoA to (R)-3-hydroxybutyryl-CoA. 
The subsequent inactivation in the strain of fadB gene coding for (S)-stereospecific 3-hydroxyacyl-CoA 
dehydrogenase of the fatty acid beta-oxidation led to the abolishment of the 1,3-butanediol synthesis. The 
respective diol was also not found among the products secreted by the strain possessing the intact fabG 
and paaH genes upon an individual deletion of fadB gene. It was established that the collateral enzymes 
did not participate in the formation of 3-hydroxybutyryl-CoA in the studied strains and the respective  
CoA-derivative was synthesized solely by the (S)-specific enzyme of the fatty acid beta-oxidation pathway. 
The obtained results indicate that the reversal of the fatty acid beta-oxidation pathway can ensure the 
enantioselective biosynthesis of the (S)-stereoisomer of 1,3-butanediol in engineered E. coli strains.

Key words: 1,3-butanediol, fatty acid beta-oxidation, Escherichia coli, glucose, metabolic engineering, 
stereoisomer.
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