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Уровень синтеза аминокислот аспарагиново-
го семейства (треонина, метионина, лизина, изо-
лейцина) в клетках бактерий в значительной сте-
пени зависит от доступности кофактора НАДФН 
(рис. 1). Наличие в клетках достаточного коли-
чества НАДФН особенно важно для биосинте-
за L-лизина, на синтез одной молекулы которого 
расходуется четыре молекулы НАДФН (рис. 1) [1, 
2]. Известно, что в клетках C. glutamicum – клю-
чевого продуцента аминокислот [3–5], НАДФН 
синтезируется в окислительной ветви пентозо-
фосфатного пути с помощью двух ферментов – 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (КФ 1.1.1.49) и 
6-фосфоглюконатдегидрогеназы (КФ 1.1.1.44) [6], 
в цикле трикарбоновых кислот с помощью изоци-
тратдегидрогеназы (КФ 1.1.1.42) [7] и малик-фер-

мента (КФ 1.1.1.40), превращающего малат в пи-
руват [8] (рис. 1). В результате анализа метабо-
лических потоков было показано, что в клетках 
C. glutamicum, продуцирующих L-лизин, НАДФН 
преимущественно образуется в окислительной 
ветви пентозофосфатного пути [9]. Однако синтез 
двух молекул НАДФН в пентозофосфатном пути 
сопровождается потерей одного атома углерода 
из молекулы глюкозы в виде СО2 (рис. 1). В свя-
зи с этим представляется перспективным исполь-
зование других метаболических реакций синтеза 
НАДФН для повышения уровня синтеза лизина.

Одним из подходов, позволяющих повысить 
доступность НАДФН в клетках C. glutamicum и 
увеличить уровень продукции лизина, является за-
мена НАД+-зависимой глицеральдегид-3-фосфат  
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с одновременной инактивацией хозяйских генов формиатдегидрогеназы. Результаты изучения 
штаммов C. glutamicum с НАДФ+-зависимой формиатдегидрогеназой показали, что такие штаммы 
в случае инактивации собственной формиатдегидрогеназы обладают повышенным уровнем синтеза 
L-лизина в присутствии формиата.
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Рис. 1. Биосинтез L-лизина и других аминокислот аспарагинового семейства из глюкозы в клетках C. glutamicum. 
Синтез НАДФН (1–4) с помощью ферментов: глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (КФ 1.1.1.49) (1), 6-фосфоглюконат-
дегидрогеназы (КФ 1.1.1.44) (2), изоцитратдегидрогеназы (КФ 1.1.1.42) (3), малик-фермента (КФ 1.1.1.40) (4); потре-
бление НАДФН (5–9) с помощью ферментов: аспартатаминотрансферазы (КФ 2.6.1.1) (5), аспартат-β-полуальдегид-
дегидрогеназы (КФ 1.2.1.11) (6), 4-гидрокси-тетрагидропиколинат редуктазы (КФ 1.17.1.8) (7), диаминопимелатдеги-
дрогеназы (КФ 1.4.1.16) (8), сукцинилдиаминопимелаттрансаминазы (КФ 2.6.1.17 ) (9)

Fig. 1. Biosynthesis of L-lysine and other amino acids of the asparagine family from glucose in C. glutamicum cells The num-
bers indicate 1 to 4 reactions of NADPH synthesis using enzymes: 1 – glucose-6-phosphate dehydrogenase (EC 1.1.1.49), 2 – 
6-phosphogluconate dehydrogenase (EC 1.1.1.44), 3 – isocitrate dehydrogenase (EC 1.1.1.42), 4 – malate dehydrogenase (oxalo-
acetate-decarboxylating) (NADP+) (EC 1.1.1.40); 5–9 reactions of NADPH consumption with the help of enzymes: 5 – aspartate 
transaminase (EC 2.6.1.1), 6 – aspartate semialdehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.11), 7 – 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reduc-
tase (EC 1.17.1.8), 8 – diaminopimelate dehydrogenase (EC 1.4.1.16), 9 – succinyl diaminopimelattransaminase (EC 2.6.1.17)
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дегидрогеназы (КФ 1.2.1.12) (в природном штам-
ме) на НАДФ+-зависимый фермент из других ви-
дов бактерий, либо полученный с помощью раци-
онального дизайна [10, 11].

Другим подходом повышения доступности 
НАДФН является экспрессия в клетках C. glu-
tamicum генов трансгидрогеназы (КФ 1.6.1.5) из 
E. coli, которая катализирует превращение НАДН 
в НАДФН и обратно [12]. Этот подход также по-
зволяет повысить уровень синтеза лизина [13].

Известно, что штаммы C. glutamicum спо-
собны метаболизировать формиат благодаря на-
личию собственной формиатдегидрогеназы 
(КФ 1.17.1.9, ФДГ), которая не использует в каче-
стве кофактора НАД+ или НАДФ+ [14]. 

Цель настоящей работы – повышение доступ-
ности НАДФН в клетках C. glutamicum, продуци-
рующих лизин, с помощью мутантной формиатде-
гидрогеназы из Pseudomonas sp. 101, катализиру-
ющией окисление формиата до углекислого газа 
с одновременным образованием НАДФН [15, 16].

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Бактериальные штаммы и плазмиды (табл. 1)
Штамм C. glutamicum А1 является производным 

штамма C. glutamicum DSM 1412 (или ATCC13869), 
в котором мутация в гене lysC приводит к замене 
треонина на изолейцин в позиции 311 и обеспечи-
вает устойчивость аспартокиназы к ретроингиби-
рованию лизином и треонином. Для замены дикой 
копии гена на мутантную использовали нереплици-
рующуюся суицидную плазмиду pIKA-sac13 [18], 
способную встраиваться в хромосому C. glutami-
cum по гомологичной рекомбинации. На ее основе 
получен вектор pIKA-sac13-lysC311.

Штамм C. glutamicum Н215 – производный от 
штамма продуцента L-лизина C. glutamicum ВКПМ 
В-12771 [17] (прародитель – штамм C. glutamicum 
АТСС 13869) – был получен путем замещения на-
тивных аллелей ряда генов (табл. 1) на мутантные 
аллели с использованием сконструированных на 
основе плазмиды pIKA-sac13 [17, 18] векторов, со-
держащих участки гомологии с генами-мишенями.

Та бл и ц а  1 
Штаммы и плазмиды, используемые в работе
Strains and plasmids

Название Характеристика Источник получения
Штаммы

E. coli
XL1 Штамм дикого типа ВКПМ

C. glutamicum
DSM 1412 (ATCC13869) Штамм дикого типа Немецкая коллекция 

 мик роорганизмов (DSMZ)

А1 C. glutamicum DSM 1412 lysCT311I Данная работа
А1-30 А1 ΔfdhD–fdhF:: Peftu-psefdh_D221Q То же
ВКПМ В-12771 Штамм C. glutamicum (ранее Brevibacterium flavum) 

ВКПМ В-12771 продуцент лизина
[17]

Н215 Производный от штамма C. glutamicum ВКПМ В-12771, 
содержащий модификации в генах: murE81, ∆alaT, 
∆lysI, ∆odx, ∆ldh, ∆sugR, Psod-ptsI 

Данная работа 

Н217 Н215 ΔfdhD–fdhF:: Peftu- psefdh_D221Q То же
Плазмиды

pJET1 Вектор для клонирования Thermo Scientific
pJET1- psefdh pJET1 с psefdh_D221Q из Pseudomonas sp. Данная работа
pIKA-sac13 pUC19 + KmR из pUC4K + sacB из B. subtilis 168 [18]
pIKA-sac13-lysC311 pIKA-sac13 + lysC311T311I Данная работа
pNS-Peftu-psefdh pNS2-Peftu-psefdh _D221Q То же
pJET1-fdh pJET1 с генами fdhDF C. glutamicum » »
pJET1-∆fdh pJET1-fdh с делецией SmaI-SmaI в генах fdhDF  » »
pJET1-∆fdh::Peftu psefdh pJET1-∆fdh со встройкой Peftu-psefdh_D221Q » »
PIKA-∆fdh::Peftu psefdh PIKA-∆fdh со встройкой Peftu-psefdh_D221Q » »
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Штаммы E. coli выращивали на среде LB при 
37 °С. При необходимости в среду добавляли ан-
тибиотики: канамицин – 50 мкг/мл, ампициллин – 
100 мкг/мл. Штаммы C. glutamicum выращивали на 
среде 2×LB с 1% мальтозой при 30 °С. Для транс-
формации C. glutamicum использовали BHIS-среду, 
следующего состава, г/л: сердечно-мозговой бульон 
(brain heart infusion, BHI) (Difco, USA) – 37,0; сор-
бит – 30,0; агар – 15,0 (в случае твердой среды). Для 
определения уровня продукции L-лизина штамма-
ми C. glutamicum ферментации проводили в про-
бирках на ферментационной среде (ФС) и в 3 л ла-
бораторных ферментерах (B.Braun Biotech Co, Гер-
мания) на среде РФ с подпиткой (табл. 2) при 30 °С.

В качестве подпитки использовали раствор, 
содержащий 65% глюкозы, а также при необходи-
мости добавляли другие компоненты.

Конструирование плазмид и штаммов
Введение мутации АСС→ATC (Thr311Ile) в 

последовательность гена lysC, кодирующего ас-
партаткиназу, проводили с помощью ПЦР с му-
тантными праймерами. Левый фланг гена раз-
мером около 0,5 тпн амплифицировали с хромо-
сомной ДНК штамма ATCC13869 с помощью 
праймеров F lysC1 и мутантного R lysC311m. 
Правый фланг гена размером около 0,5 тпн ам-
плифицировали с хромосомной ДНК штамма 
ATCC13869 с помощью праймеров мутантно-
го F lysC311m и R lysC2 (табл. 3). Оба фрагмен-
та объединяли с помощью ПЦР за счет гомологич-
ных последовательностей, находящихся в соста-
ве мутантных праймеров. Полученный фрагмент 
размером 0,98 тпн, содержащий в середине мута-
цию Thr311Ile клонировали в вектор pIKA-sac13 
по уникальным сайтам рестрикции SalI и BamHI. 

Последовательность нуклеотидов с мутацией про-
веряли с помощью секвенирования. Полученную 
плазмиду назвали pIKA-sac13-lysC311 (6,9 тпн).

Для конструирования штамма C. glutamic-
um ATCC13869 с мутацией в LysC полипепти-
де АСС→ATC (Thr311Ile), провели трансформа-
цию штамма АТСС13869 плазмидой pIKA-sac13- 
lysC311. У KmR трансформанта индуцировали 
выщепление плазмиды на среде BHI с 10% саха-
розы, и среди выросших колоний искали KmS по 
отсутствию роста на среде BHI с канамицином 
(10  мкг / мл). Из таких штаммов выделяли хромосо-
мную ДНК и проводили ПЦР с двух пар праймеров 
F lysC311mseq/R lysC2 и F lysC311/R lysC2 (табл. 3) 
с использованием SNPdetect полимеразы («Евро-
ген», Россия). Данная полимераза используется для 
выявления однонуклеотидных полиморфизмов. 
При наличии мутации в гене lysC АСС→ATC, ПЦР 
сигнал с пары праймеров F lysC311mseq/R lysC2 
был более интенсивный, чем с пары праймеров F 
lysC311/R lysC2. В качестве контроля ставили ПЦР 
с хромосомной ДНК штамма АТСС13869. В ре-
зультате скрининга отобран штамм C. glutamicum 
А1 с мутацией  lysCThr311Ile. Наличие мутаций под-
твердили секвенированием фрагмента, амплифи-
цированного с хромосомной ДНК штамма C. glu-
tamicum А1 с праймеров F lysC1 и R lysC2 (табл. 3).

Такую же схему применяли при конструиро-
вании плазмид для введения мутаций в гены mur, 
alaT, lysI, odx, ldh, sugR и замены нативного про-
мотора гена ptsI на Psod при получении штамма 
C. glutamicum Н215.

Для клонирования гена psefdh_D221Q исполь-
зовали автономную плазмиду pNS-Peftu-cat [18]. 
Ген psefdh_D221Q амплифицировали с помощью 
ПЦР с ДНК, полученной от В.И.  Тишкова,  имеющего  

Та бл и ц а  2
Состав сред для ферментации со штаммами C. glutamicum
Fermentation media for C. glutamicum strains

Компонент
Среда, г/л

ФС РФ
Глюкоза моногидрат 100,0 46,0
Аммоний сернокислый 19,0 55,0
Калий фосфорнокислый однозамещенный 1,0 9,0
Магний сернокислый 7-водный 1,0 3,15
Кальций углекислый 25,0 –
d-биотин/дестиобиотин 1·10-4 / – – / 4,5·10-3

Тиамин гидрохлорид (витамин В1) 2·10-4 4,5·10-4

Железо сернокислое 7-водное – 4,5·10-2

Марганец хлористый 4-водый – 4,5·10-2

Экстракт кукурузный – 7,3
Гидролизат пшеничного глютена 50%-ный 
нейтрализованный аммиаком водным 

100,0 мл –

Пеногаситель – 1,0
рН 7,0–7,2
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коллекцию бактериальных мутантных формиат-
дегидрогеназ [15], используя праймеры F-psefdh и 
R-psefdh (табл. 3). 1,2 тпн ПЦР фрагмент лигиро-
вали с вектором pJET1, отбирали клоны, несущие 
вставку. После секвенирования плазмидную ДНК 
pJET1-psefdh рестрицировали ферментами Bam-
HI и EcoRV (сайты для этих рестриктаз присут-
ствуют на концах праймеров F-psefdh и  R-psefdh) 
и лигировали с вектором pNS2-Peftu-cat, рестри-
цированным ферментами BamHI и Ecl136I. В ре-
зультате рестрикции ферментами BamHI и Ec-
l136I из векторной плазмиды pNS2-Peftu-cat вы-
резается ген хлорамфеникол ацетилтрансферазы 
(cat), а на его место под промотор гена фактора 
элонгации ( Peftu) встраивается ген psefdh_D221Q. 
Полученная плазмида названа pNS-Peftu-psefdh.

Для интеграции гена psefdh_D221Q в хромо-
сому штаммов C. glutamicum использовали плаз-
миду pIKA-∆fdh, полученную в данной работе. 
Кластер fdh-генов C.glutamicum – fdhF (cg0618), 
fdhD (cg0616) и cg0617 (3630 п.о.) был ампли-
фицирован с хромосомы штамма C. glutamicum 
DSM 1412, используя праймеры F fdhD-Coryn. 
и R fdhF-Coryn. (табл. 3). ПЦР фрагмент лиги-
рован с вектором pJET1. Внутренний SmaI-SmaI 
фрагмент вставки, размером 2324 п.о. был выре-
зан из полученной плазмиды pJET1-fdh, а на его 
место встроен 1,4 тпн ПЦР фрагмент Peftu-psef-
dh_D221Q, полученный с помощью ПЦР, исполь-
зуя праймеры FM13/pUC(-40) и 14-Km20sqrev и плазми-
ду pNS-Peftu-psefdh_D221Q как матрицу. Далее ген 

Peftu-psefdh_D221Q с плечами коринебактериаль-
ных генов fdhD и fdhF вырезали по EcoRV сайтам, 
введенным в плазмиду с праймерами F  fdhD-Coryn. 
и R fdhF-Coryn., и клонировали в pIKA-sac13.

Генно-инженерные методы 
Выделение плазмид и трансформацию E. coli 

проводили по стандартным методикам [19]. 
Рестрик цию и лигирование ДНК проводили в ус-
ловиях, рекомендованных изготовителем фер-
ментов (Thermo Scientific). Амплификацию про-
водили с использованием Mastercycler gradi-
ent (Eppendorf), с помощью полимеразы Phusion 
High-Fidelity (#F-503L, Thermo Scientific) или Taq-
полимеразы (#EP0404 Fermentas, Литва) в усло-
виях, рекомендованных изготовителем. Олигону-
клеотиды были синтезированы ЦКП ГосНИИге-
нетика. Приготов ление компетентной культуры 
C. glutamicum и электропорацию проводили в со-
ответствии с методом Van der Rest [20].  Условия 
электропорации: 2500 В, 25 мкФ, 200 Ом. Дли-
тельность электроимпульса составляла 4,5–5,5 мс, 
в зависимости от качества клеток и чистоты ДНК.

Культивирование штаммов  
для биосинтеза L-лизина

При проведении лизиновых ферментаций в 
пробирках с 3 мл среды ФС без/с формиатом ам-
мония (8,0 г/л) посевной материал вносили в ко-
личестве 10% от начального объема среды. Куль-
тивирование осуществляли на шейкер-инкубаторе 

Та бл и ц а  3
ДНК-специфические праймеры, использованные в работе
DNA-specific primers used in the work

Праймер Последовательность Назначение
F lysC1 CCGTCGACTGGGTCGTGGTGGTTCTGACACCACTGC Клонирование гена lysCT311I

R lysC311m CGGCCGTCAGCACGAGGGCAGGTGAAGATGATGTCGG То же
F lysC311m CCGACATCATCTTCACCTGCCCTCGTGCTGACGGCCGC » »
R lysC2 GCGGATCCCGGAATTCAATCTTACGGCCTGCGGAACG » »
F lysC311mseq TGCTTCTGTAGAAGACGGCACCACCGACATCAT Тестирование мутации 

lysCT311I

lysC311 TGCTTCTGTAGAAGACGGCACCACCGACATCAC То же
F-psefdh TTGGATCCGCAAAGGTCCTGTGCGTT Клонирование гена psefdh_

D221Q из Pseudomonas
R-psefdh TTGATATCGAATTCTCAGACCGCCTTCTT То же
F fdhD–Coryn GATATCTTATCCGAGCTCGCCCGCAT Клонирование генов fdhF, 

fdhD, cg0617 из  
C. glutamicum

R fdhF–Coryn GATATCATGACAACCCCTCCAACTGA То же
FM13/pUC(-40) GTTTTCCCAGTCACGAC Клонирование генов Δ fdhD–

fdhF:: Peftu- psefdh_D221Q
14-Km20sqrev CTACCTTCTTCACGAGGCAGACCTC То же

Примечание: выделены сайты рестрикции.
Note: restriction sites are shown in bold.
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 Multitron 2 (Infors, США) в течение 72 ч при 30 °С 
и 300 об/мин. При необходимости вносили кана-
мицин (10 мкг/мл). Ферментации в 3 л лаборатор-
ных ферментерах проводили при 34 °С, рН 7,0–7,1 
в течение 50 ч. Посевной материал вносили в ко-
личестве 25% от начального объема среды. В про-
цессе ферментации рН среды поддерживали амми-
аком водным. Подпитку подавали периодически в 
зависимости от содержания глюкозы в среде. При 
необходимости в среду РФ вносили формиат аммо-
ния до 5 г/л и в подпитку на 1 ферментацию – 12 г.

Аналитические методы
Оптическую плотность выращенных куль-

тур измеряли на спектрофотометре UV-1800 (Shi-
madzu, Япония) при 600 нм в 1-см кювете. Кон-
центрацию L-лизина и формиата определяли ме-
тодом ВЭЖХ с помощью хроматографа UltiMate 
3000 с детектором Fluorescence Detector FLD-3100 
и автосемплером WPS-3000TSL ANALYTICAL 
(Thermo Scientist). Прием и обработку данных 
производили с использованием компьютерной 
программы Chromeleon Dionex Version 7.2.3.755. 
Активность ФДГ определяли при 25 °С на спек-
трофотометре UV-1800 (Shimadzu) по поглоще-
нию образующегося НАДФН при длине волны 
340 нм  ( ε340 = 6220 М-1·см-1) [15]. Измерения прово-
дили в 0,1 М фосфатном буфере (рН 7,0), содержа-
щем НАДФ+ (1 мг/мл) и формиат аммония (0,4 М). 
Активность НАДФ+-зависимой ФДГ рассчитыва-
ли исходя из коэффициента поглощения НАДФН 
как нмоль НАДФН, образующегося в 1 мин в рас-
чете на 1 мг общего белка (ед/мг белка).

По окончании культивирования рассчитыва-
ли конверсию как отношение количества синте-
зированного L-лизина (по лизин гидрохлориду) 
к затраченной глюкозе (при культивировании без 
формиата) и к сумме затраченных глюкозы и фор-
миата (в присутствии формиата).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние НАДФ+-зависимой ФДГ из 
Pseudomonas sp. 101 на синтез лизина в клетках 
низкопродуктивных штаммов C. glutamicum

Синтез аминокислот аспарагинового семей-
ства, в т.ч. лизина и треонина, в клетках C. glutam-
icum зависит от доступности кофактора НАДФН. 
С целью повышения доступности НАДФН, в 
клетках C. glutamicum был экспрессирован ген 
psefdh_D221Q мутантной формиатдегидрогеназы 
(PseФДГ_D221Q) из Pseudomonas sp. 101, которая 
катализирует окисление формиата с одновремен-
ным образованием НАДФН,

HCOO– + НАДФ+ → НАДФН + CO2↑

и исследован уровень синтеза лизина в рекомби-
нантных штаммах.

Ген psefdh_D221Q, кодирующий НАДФ+-за-
висимую ФДГ, вводили в штаммы C. glutamic-
um с разным уровнем продукции лизина либо в 
составе автономной плазмиды pNS-Peftu-psefdh, 
либо интегрировали в хромосому с одновремен-
ной инактивацией собственных генов формиат-
дегидрогеназы как описано в разделе «Условия 
эксперимента».

На первом этапе были сконструированы про-
изводные штамма А1 с низким уровнем продук-
ции лизина, содержащие ген psefdh_D221Q под 
сильным промотором фактора элонгации (Peftu) 
как в составе плазмиды (штамм А1 (pNS2-Pe-
ftu-psefdh)), так и в хромосоме с инактивацией 
собственной ФДГ (штамм А1-30). Ростовые ха-
рактеристики и уровень продукции лизина при 
выращивании полученных штаммов с/без форми-
ата аммония приведены в табл. 4. Штаммы выра-
щивали на среде ФС в пробирках как описано в 
«Условиях эксперимента». Прирост количества 
лизина за счет формиата рассчитывали по фор-
муле: (Л2-Л1)/Ф, где Л2 – конечная концентрация 
лизина в КЖ в присутствии формиата, г/л; Л1 – 
конечная концентрация лизина в КЖ без формиа-
та, г/л; Ф – израсходованный формиат, г/л

Можно видеть, что введение гена psefdh_D221Q  
приводило к появлению активности НАДФ+-зави-
симой формиатдегидрогеназы, тогда как в исход-
ном штамме А1 такая активность не определялась. 
Причем, уровень активности НАДФ+-зависимой 
формиатдегидрогеназы не зависел от присутствия 
в среде формиата. Штамм А1 (pNS2-Peftu-psefdh), 
содержащий ген psefdh_D221Q в составе плазми-
ды, обладал более высокой НАДФ+-зависимой 
ФДГ активностью, чем штамм А1-30, что, по-ви-
димому, связано с разной копийностью гена в раз-
ных штаммах. 

Следует отметить, что все штаммы, в том чис-
ле А1 – родительский штамм и его производные 
А1 (pNS2-Peftu-psefdh) и А1-30, метаболизиро-
вали формиат совместно с глюкозой в процессе 
культивирования. Причем, родительский штамм 
А1 и штамм А1 с плазмидой pNS2-Peftu-psefdh, 
у которых синтез собственной не НАДФ+-зави-
симой ФДГ [16] не был нарушен, утилизирова-
ли формиат быстрее, чем штамм А1-30, у которо-
го собственная ФДГ была инактивирована за счет 
встройки psefdh_D221Q. К 72-му часу культиви-
рования первые два штамма полностью утилизи-
ровали формиат, в то время как в культурах А1-30 
оставалась почти половина внесенного формиата. 
При этом добавление формиата приводило к сни-
жению роста культур, причем в наибольшей сте-
пени (13–16%) подавлялся рост исходного штам-
ма А1 и его плазмид-содержащего производного. 

При отсутствии формиата в среде культиви-
рования уровень продукции лизина варьировал-
ся от 14 до 24 г/л для разных штаммов, при этом 
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 максимальный уровень (24,1 г/л) наблюдался у 
штамма А1-30, содержащего ген psefdh_D221Q 
в хромосоме. При добавлении формиата (8 г/л) в 
среду, для всех штаммов наблюдалось повышение 
продукции лизина. Однако в случае плазмид-со-
держащих штаммов уровень продукции лизина не 
превышал уровень родительского штамма А1, что, 
по-видимому, объясняется значительным сниже-
нием роста таких штаммов. В то же время штамм 
 А1-30, содержащий ген psefdh_D221Q в хромосо-
ме, демонстрировал максимальный уровень про-
дукции (30,4 г/л). Если сравнить прирост продук-
ции лизина на грамм утилизированного формиата, 
то в этом случае максимальный прирост (1,48 г/г 
против 1,16 г/г) наблюдался также для штамма 
 А1-30, у которого инактивирована собственная 
ФДГ и экспрессируется НАДФ+-зависимая ФДГ.

Влияние НАДФ+-зависимой ФДГ из 
Pseudomonas sp. 101 на синтез лизина в клетках 
высокопродуктивного штамма C. glutamicum

Учитывая ухудшение ростовых характери-
стик плазмид-содержащих штаммов, на следую-
щем этапе был сконструирован штамм H217, про-
изводный штамма Н215 с высоким уровнем про-
дукции лизина, в хромосому которого был введен 
ген psefdh_D221Q под сильным промотором фак-
тора элонгации (Peftu) с инактивацией собствен-
ной ФДГ. В штамме Н215 повышена продукция 
лизина благодаря модификации путей биосинте-
за, в том числе усилению экспрессии генов пенто-
зофосфатного пути [17]. Ростовые характеристи-
ки и уровень продукции лизина при выращивании 

этих штаммов на средах, не содержащих и содер-
жащих формиат аммония представлены в табл. 4.

Введение гена psefdh_D221Q в штамм 
Н215 путем его интеграции в состав хромосо-
мы приводило к появлению в клетках активно-
сти НАДФ+-зависимой формиатдегидрогеназы. 
Рекомби нантный штамм Н217 с НАДФ+-зависи-
мой формиатдегидрогеназой медленнее, чем ис-
ходный штамм Н215, утилизировал формиат (за 
72 ч культивирования исходный штамм Н215 
полностью утилизировал добавленный формиат, 
тогда как штамм Н217 – только около 50%). Как 
и в случае штамма А1 и его производных, рост 
штаммов Н215 и Н217 снижался на 17–22% при 
добавлении формиата в среду культивирования. 
При этом штамм Н217 синтезировал 52,1 г лизи-
на в 1 л культуральной жидкости за 72 ч культиви-
рования, что на 8,5% превышало продуктивность 
исходного штамма Н215. Прирост продукции ли-
зина в расчете на израсходованный формиат в слу-
чае штамма Н217 был в 4 раза выше (2,5 г/г про-
тив 0,6 г/г), по сравнению с исходным штаммом.

Влияние НАДФ+-зависимой ФДГ из 
Pseudomonas sp. 101 на синтез лизина при 
ферментации штамма-продуцента  
C. glutamicum Н217 в больших объемах 

Для того, чтобы оценить перспективы применения 
штамма Н217 с НАДФ+-зависимой формиатдегидро-
геназой в промышленных условиях, были изучены 
ростовые характеристика штамма и его продуктив-
ность по лизину при культивировании в 3-литровых 
ферментерах (см. «Условия эксперимента»).

Та бл и ц а  4
Влияние гена psefdh_D221Q на уровень биосинтеза L-лизина штаммами C. glutamicum
The effect of the psefdh_D221Q gene on the level of biosynthesis of L-lysine by C. glutamicum strains

Штамм Локализация гена psefdh
Показатели ферментации при культивировании Прирост 

лизина, 
г/г

PseФДГбез формиата с 8 г/л формиата
ОП Л1 ОП Л2 Ф

А1 – 89,0±2,0 17,8±1,0 78,0±2,0 27,1±1,0 8,0 1,16 НД
А1(pNS2-Peftu-cat) – 78,0±2,0 16,1±1,0 68,0±2,0 19,8±1,0 8,0 0,46 НД
А1 (pNS2-Peftu-
psefdh)

Плазмида 75,0±2,0 14,2±1,0 72,0±2,0 17,2±1,0 8,0 0,38 1,65

А1-30 Хромосома Δ fdhD–fdhF:: 
Рeftu- psefdh_D221Q 82,0±2,0 24,1±1,0 81,0±2,0 30,4±1,0 4,25 1,48 0,65

Н215 — 56,0±2,0 43,2±1,0 49,6±2,0 48,0±1,0 8,0 0,6 НД
Н217 Хромосома Δ fdhD–fdhF:: 

Рeftu- psefdh_D221Q 57,0±2,0 42,8±1,0 44,1±2,0 52,1±1,0 3,7 2,5 1,4

Примечания: ОП – оптическая плотность, ед; PseФДГ – активность НАДФ+-зависимой ФДГ, ед/мг белка; Л1 – конечная кон-
центрация лизина в КЖ без формиата, г/л; Л2 – конечная концентрация лизина в КЖ в присутствии формиата, г/л; Ф – израс-
ходованный формиат, г/л; НД – не детектировалась.

Notes: ОП – optical density (OD), units; PseФДГ – activity of NADP +-dependent FDG, units/mg of protein; Л1 – final concentration of 
lysine in CM without formate, g/L; Л2 – final concentration of lysine in СM with formate, g/L; Ф – spent formate, g/L; НД – not detected.
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Оказалось, что добавление формиата аммония 
в среду культивирования приводит к незначитель-
ному снижению роста штамма Н217 в 3-литро-
вом ферментере (с 111,5±2,0 до 106,5±2,0 ед. ОП). 
 Однако при этом значительно улучшались пока-
затели биосинтеза лизина: конечная концентра-
ция лизина в культуральной жидкости увеличи-
лась с 173±1,0 до 181±1,0 г/л, а конверсия возрос-
ла с 43,5% до 53,6%.

Таким образом, результаты изучения штаммов 
C. glutamicum с НАДФ+-зависимой формиатдеги-
дрогеназой показали, что такие штаммы в случае 
инактивации собственной формиатдегидрогеназы 
обладают повышенным (на 7–8%) уровнем син-
теза L-лизина в присутствии формиата. Одной из 
возможных причин повышения продукции лизи-
на могло быть повышение доступности НАДФН в 
клетках C. glutamicum за счет функционирования 
мутантной НАДФ+-зависимой ФДГ из Pseudomo-
nas sp. 101, которая катализирует окисление фор-
миата с одновременным образованием НАДФН. 
Следует отметить, что активность НАДФ+-за-
висимой PseФДГ_D221Q в клетках штаммов 
C. glutamicum была невысокой. Перспектив-
ным представляется получение коринебактери-
альных штаммов-продуцентов L-лизина с более 
высокой активностью НАДФ+-зависимой ФДГ, 
что, как ожидается, будет способствовать улуч-
шению процесса биосинтеза L-лизина в при-
сутствии формиата. Ранее отмечалось, что му-
тантная НАДФ+-зависимая PseФДГ_Asp221Ser 
была менее стабильна, чем исходная НАД+-за-
висимая ФДГ, но замена Ala198Gly в PseФДГ_
Asp221Ser значительно увеличивала ее термо-
стабильность [15]. ФДГ из Mycobacterium vaccae 
N10 с аминокислотной заменой D221Q (как в на-
шем случае) и той же дополнительной заменой 
Ala198Gly также имела повышенную каталити-
ческую НАДФ+-активность, а замещение двух ци-
стеинов (C145S/C255V) увеличивало активность 
в 6 раз [21].  Возможно, введение дополнитель-
ных мутаций, повышающих каталитическую ак-
тивность известных НАДФ+-зависимых ФДГ, по-
зволит повысить  активность используемой нами 
PseФДГ_D221Q.

Такой подход может оказаться полезным и для 
усиления синтеза других аминокислот аспараги-
нового семейства, в частности треонина, в синте-
зе которого также участвуют НАДФН-зависимые 
ферменты.
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Abstract–The psefdh_D221Q gene coding for a mutant formate dehydrogenase (PseFDG_D221Q) from 
Pseudomonas, which catalyzes the formate oxidation with the simultaneous formation of NADPH, has 
been expressed in the cells of lysine-producing Corynebacterium glutamicum strains. The psefdh_D221Q 
gene was introduced into C. glutamicum strains as part of an autonomous plasmid or was integrated into 
the chromosome with simultaneous inactivation of host formate dehydrogenase genes. It was shown that 
the C. glutamicum strains with NADP+ -dependent formate dehydrogenase have an increased level of 
L-lysine synthesis in the presence of formate, if their own formate dehydrogenase is inactivated.
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