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Замена нефтехимического синтеза востребо-
ванных промышленностью органических соеди-
нений соответствующими биотехнологически-
ми процессами является важной частью совре-
менных стратегий устойчивого развития. Многие 
промышленно-значимые химикаты являются бо-
лее восстановленными соединениями по срав-
нению с сахарами, традиционными субстратами 
микробной биотехнологии, что предполагает не-
обходимость их микробиологического синтеза в 
условиях анаэробиоза для обеспечения высокой 
эффективности конверсии субстрата в целевой 
продукт. Выбор перспективных микроорганизмов 

для создания эффективных продуцентов восста-
новленных веществ ограничивается, таким обра-
зом, представителями облигатных или же факуль-
тативных анаэробов.

Широко используемая в промышленной био-
технологии факультативно анаэробная бактерия 
Escherichia coli [1, 2] при анаэробной утилизации 
сахаров осуществляет смешанное брожение, про-
цесс направленный на поддержание внутриклеточ-
ного окислительно-восстановительного баланса 
[3]. При инактивации соответствующих метаболи-
ческих путей, в общем случае являющихся конку-
рентными по отношению к биосинтезу целевого  
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продукта [4], клетки E. coli теряют способность к 
росту в анаэробных условиях [5] и практически 
полностью прекращают потребление карбогидра-
тов [6] в результате невозможности эффективно-
го реокисления восстановительных эквивалентов, 
формирующихся в ходе катаболизма углеродного 
субстрата. Однако, необходимый внутриклеточный 
окислительно-восстановительный баланс у штам-
мов E. coli с нарушенной способностью к броже-
нию может быть в той или иной степени восста-
новлен за счет анаэробного дыхания с внешними 
[7] или внутренними акцепторами [8] электронов. 
В случае внутренних акцепторов электронов наи-
более предпочтительными оксидантами для E. coli 
являются эндогенные пируват и фумарат, а в слу-
чае внешних – экзогенные фумарат и нитрат [7–9]

Сформированные в результате потребления 
источника углерода пируват и фумарат являют-
ся прямыми или опосредованными предшествен-
никами в биосинтезе широкого спектра целевых 
продуктов промышленной микробной биотехно-
логии. Следовательно, их вовлечение в дыхание 
ведет к неизбежному падению эффективности ми-
кробиологического синтеза желаемого вещества 
в результате непродуктивного расхода субстра-
та. С другой стороны, присутствие в среде ионов 
нитрата, прямого внешнего акцептора электро-
нов, и/или аммония, участвующего в альтернатив-
ном дыхании с пируватом в качестве внутренне-
го акцептора электронов, также может негативно 
влиять на продукцию целевых соединений, сни-
жая внутриклеточную доступность необходимых 
восстановленных эквивалентов за счет активации 
конкурентных дыхательных процессов. Целесоо-
бразность учета соответствующих факторов при 
конструировании промышленных штаммов E. coli 
для эффективной продукции восстановленных 
соединений предполагает необходимость первич-
ного изучения их влияния на характер потребле-
ния углеводного субстрата базовыми мутантами, 
дефицитными по путям смешанного брожения.

Цель работы – оценить влияние дыхания с 
внешним и внутренним акцептором электронов 
на анаэробную утилизацию глюкозы и продук-
цию метаболитов штаммами Escherichia coli с на-
рушенной способностью к брожению.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Бактериальные штаммы, плазмиды и среды 
В работе использовали ранее сконструирован-

ные штаммы E. coli PA4FP (MG1655 ∆ackA-pta, 
∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, PLglk, PtacgalP, ∆frd-
AB, ∆pflB) и PA4FPS (MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, 

∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, PLglk, PtacgalP, ∆frdAB, ∆pflB, 
∆sdhAB) [8], обладающие модифицированной си-
стемой транспорта и фосфорилирования глюко-
зы, делетированной пируват-формиат-лиазой и 
инактивированными путями смешанного броже-
ния. Бактерии выращивали в богатой среде LB 
или минимальной солевой среде М9 [10], содер-
жащей 2 г/л глюкозы. 

Реагенты 
Компоненты питательных сред, соли и дру-

гие реагенты производства «Panreac» (Испания) и 
«Sigma» (США).

Культивирование штаммов
Клетки штаммов PA4FP и PA4FPS выращива-

ли в течение ночи в среде М9, содержащей 2 г/л 
глюкозы, при 37 °C. К 5 мл ночных культур добав-
ляли 45 мл среды М9, содержавшей 10 г/л глю-
козы и 10 г/л дрожжевого экстракта. Полученные 
культуры выращивали в колбах объемом 750 мл 
при 37 °C на роторной качалке при 250 об/мин в 
течение 8 ч. Клеточные суспензии центрифугиро-
вали в течение 15 мин. при 2000 g при 4 °C. Осад-
ки ресуспендировали в 15 мл среды М9, содержа-
щей 10 г/л глюкозы, и в модифицированных ва-
риантах среды М9, дополнительно содержащих 
10 мМ нитрата натрия или же не содержащих 
хлорида аммония, в присутствии 10 г/л глюкозы. 
В дальнейшем культуры инкубировали в течение 
24 ч. в пробирках объемом 15 мл, закрытых за-
винчивающимися крышками, при 37 °C на ротор-
ной качалке при 250 об/мин. 

Клеточные суспензии центрифугировали в те-
чение 10 мин при 10000 g и в полученных супер-
натантах определяли концентрации секретиро-
ванных метаболитов и остаточной глюкозы. Все 
эксперименты повторялись не менее трех раз, ре-
зультаты 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-эксклюзи-
онную колонку Rezex ROA-Organic Acid H+ (8%) 
(300 x 7,8 mm, 8 μm, Phenomenex, США) с детек-
цией при длине волны 210 нм. В качестве подвиж-
ной фазы использовали водный раствор серной 
кислоты (2,5 мМ) со скоростью потока 0,5 мл/мин.

Для измерения концентрации глюкозы, си-
стема была укомплектована рефрактивным де-
тектором Waters 2414 и колонкой Spherisorb-NH2 
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(4,6 × 250 mm, 5 μm, Waters, USA). Подвижной 
фазой служила смесь ацетонитрил-вода (объ-
емное соотношение 75:25) при скорости потока 
1 мл/мин. 

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

Энантиомерный состав секретированных 
штаммами молочной кислоты и аланина опре-
деляли методом хиральной лиганднообменной 
ВЭЖХ со спектрофотометрическим детектирова-
нием, как описано ранее [8].

Результаты и обсуждение
При анаэробной утилизации углеводов штам-

мы E. coli дикого типа реализуют процесс сме-
шанного брожения, ведущий к формированию, в 
различных соотношениях в зависимости от кон-
кретного источника углерода, ацетата, этанола, 
лактата, формиата и сукцината. В частности, в ре-
зультате анаэробного потребления глюкозы клет-
ки E. coli продуцируют, в общем случае, ацетат, 
этанол, лактат и формиат в соотношении 1:1:2:2, 
сукцинат является минорным продуктом с долей 
составляющей лишь около 5% от общего количе-
ства секретированных метаболитов [3]. Физиоло-
гической функцией брожения является поддер-
жание внутриклеточного окислительно-восста-
новительного баланса, позволяющего потреблять 
субстраты той или иной степени окисления в усло-
виях анаэробиоза. С биохимической точки зрения 
брожение является способом реокисления избы-
точных восстановленных эквивалентов, сформи-
рованных в результате катаболизма субстрата, за 
счет формирования и секреции его восстановлен-
ных производных. Основные реакции образования 
соответствующих продуктов у E. coli используют 
в качестве предшественников ключевые интерме-
диаты центрального метаболизма, пируват/фосфо-
енолпируват, оксалоацетат, а также ацетил-КоА, и 
сопровождаются расходом NADH, образующегося 
в клетках в качестве первичного восстановленного 
эквивалента при катаболизме карбогидратов.

В настоящей работе оценивали анаэробную 
утилизацию глюкозы штаммами E. coli PA4FP и 
PA4FPS с нарушенной способностью к броже-
нию. Общая схема центрального метаболизма со-
ответствующих штаммов при утилизации глюко-
зы в анаэробных условиях представлена на рис. 1. 
Основные пути смешанного брожения, ответ-
ственные за формирование уксусной и молочной 

кислот, а также этанола, были инактивированны 
в этих штаммах за счет делеции генов ackA, pta, 
poxB, ldhA и adhE, кодирующих ключевые фер-
менты, вовлекающие в соответствующие реакции 
пируват и ацетил-КоА. Функциональность восста-
новительной ветви цикла трикарбоновых кислот 
(ЦТК), приводящей к образованию сукцината че-
рез промежуточную генерацию малата, была нару-
шена в штаммах в результате делеции генов frdAB 
и sdhAB, кодирующих компоненты фумаратредук-
тазы и сукцинатдегидрогеназы. При этом интер-
ферирующий вклад реакций глиоксилатного шун-
та (ГШ) в биосинтез малата и сукцината у штам-
мов был снижен благодаря инактивации гена pflB, 
кодирующего пируват-формиат-лиазу, основной 
фермент, снабжающий E. coli ацетил-КоА в усло-
виях анаэробиоза. Система транспорта и фосфори-
лирования глюкозы в штаммах была модифициро-
вана для снижения ингибирования первых стадий 
гликолиза АТФ, генерируемым на его последую-
щих стадиях [11]. Единственной возможностью 
анаэробного реокисления NADH в штаммах оста-
валось протекание минорных реакций восстано-
вительной ветви ЦТК, в первую очередь восста-
новление оксалоацетата в малат. Однако, интен-
сивность соответствующей реакции в штаммах 
снижена при отсутствии в среде внешнего источ-
ника СО2, в результате ограниченного внутрикле-
точного формирования оксалоацетата. Альтерна-
тивным способом поддержания внутриклеточно-
го окислительно-восстановительного баланса при 
утилизации глюкозы в безкислородных условиях в 
подобных штаммах является анаэробное дыхание 
[8]. Внутренними акцепторами электронов в этом 
случае в первую очередь служат пируват, кото-
рый превращается в лактат или аланин в результа-
те инвертированного хинол-зависимого действия 
респираторных лактатдегидрогеназ Dld, LldD, и 
D-аланиндегидрогеназы DadA, и фумарат, транс-
формируемый в сукцинат под действием остаточ-
ной активности сукцинатдегидрогеназы. Хинолы, 
утилизируемые соответствующими реакциями, 
формируются NADH:хинон-оксидоредуктазами 
(NADH-дегидрогеназами). Предпочтительным 
внешним акцептором электроном для E. coli в от-
сутствие аэрации является нитрат.

Так как известно, что штаммы E. coli, лишен-
ные основных путей брожения, не способны расти 
анаэробно [5], для оценки анаэробного потребле-
ния глюкозы рекомбинантными штаммами за счет 
дыхания с внутренним и внешним акцептором 
электронов использовали двух-стадийную аэроб-
но-анаэробную ферментацию, которая включа-
ла стадию аэробного накопления биомассы и по-
следующую анаэробную инкубацию полученных  
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Рис. 1. Центральный метаболизм штаммов E. coli PA4FP (а) и PA4FPS (b) при утилизации глюкозы в анаэробных 
условиях. Ключевые ферменты, вовлеченные в катализ представленных реакций, обозначены наименованиями со-
ответствующих генов: aceA, изоцитратлиаза; aceB, малатсинтаза А; aceEF-lpdA, пируватдегидрогеназа; ackA, аце-
таткиназа; acnBA, аконитазы A и B; adhE, бифункциональная алкоголь/альдегид дегидрогеназа; adhP, ацетальдеги-
дредуктаза; dadA, D-аланиндегидрогеназа; dadX, аланинрацемаза 2; dld, D-лактатдегидрогеназа;  fumA, fumB, fumC, 
изоферменты фумаразы; frdABCD, фумаратредуктаза; galP, H+-симпортер галактозы; glk, АТФ-зависимая глюкоки-
наза; gltA, цитратсинтаза; icdA, изоцитратдегидрогеназа; ldhA, лактатдегидрогеназа; lldD, L-лактатдегидрогеназа; 
mdh, малатдегидрогеназа; mhpF, ацетальдегиддегидрогеназа 2; pckA, фосфоенолпируваткарбоксикиназа; pflB, пиру-
ват-формиат-лиаза; poxB, пируватоксидаза; ppc, фосфоенолпируваткарбоксилаза; ppsA, фосфоенолпируватсинтаза; 
pta, фосфотрансацетилаза; ptsG, пермеаза глюкозы; pykA, pykF изоферменты пируваткиназы; sdhABCD, сукцинат-
дегидрогеназа; sucAB, lpdA, 2-кетоглутарат дегидрогеназа; sucCD, сукцинил-КоА синтаза; yciA, ацил-КоА тиоэсте-
раза; yqhD, альдегидредуктаза.  Ключевые  метаболиты представлены следующими аббревиатурами: Ац-CoA, аце-
тил-КоА; Г-3-Р, глюкозо-3-фосфат; Г-6-Р, глюкозо-6-фосфат; EtOH, этанол; Пир, пируват; ФЕП, фосфоенолпируват; 
ЩУК, щавелевоуксусная кислота; ФТС, фосфоенолпируват-зависимая фосфотрансферазная система. Делетирован-
ные гены отмечены перекрещенными окружностями. Пунктирные стрелки обозначают реакции со сниженной ин-
тенсивностью. Серым цветом представлены реакции, гены соответствующих ферментов, субстраты, продукты и ко-
факторы, которые отсутствуют или неактивны в исследованных штаммах. Змееподобными стрелками обозначены 
реакции альтернативного дыхания с пировиноградной кислотой в качестве внутреннего акцептора электронов. Соот-
ветствующие продукты представлены на сером фоне.

Fig. 1. Central metabolism in E. coli strains PA4FP (a) and PA4FPS (b) during glucose utilization under anaerobic condi-
tions. Key enzymes involved in the catalysis of the represented reactions are designated by the names of the corresponding 
genes: aceA, isocitrate lyase; aceB, malate synthase A; aceEF-lpdA, pyruvate dehydrogenae; ackA, acetate kinase; acnBA, 
aconitases A and B; adhE, bifunctional alcohol/aldehyde dehydrogenase; adhP, acetaldehyde reductase; dadA, D-alanine de-
hydrogenase; dadX, alanine racemase 2; dld, D-lactate dehydrogenase; fumA, fumB, fumC, fumarase isozymes; frdABCD, fu-
marate reductase; galP, H+-symporter of galactose; glk, ATP-dependent glucokinase; gltA, citrate synthase; icdA, isocitrate 
dehydrogenase; ldhA, lactate dehydrogenase; lldD, L-lactate dehydrogenase; mdh, malate dehydrogenase; mhpF, acetalde-
hyde dehydrogenase 2; pckA, phosphoenolpyruvate carboxykinase; pflB, pyruvate formate lyase; poxB, pyruvate oxidase; 
ppc, phosphoenolpyruvate carboxylase; ppsA, phosphoenolpyruvate synthetase; pta, phosphotransacetylase; ptsG, glucose 
permease; pykA, pykF pyruvate kinase isozymes; sdhABCD, succinate dehydrogenase; sucAB, lpdA, 2-ketoglutarate dehydro-
genase; sucCD, succinyl-CoA synthetase; yciA, acyl-CoA thioesterase; yqhD, aldehyde reductase. Abbreviations of key me-
tabolites are: Ac-CoA, acetyl-CoA; G-3-P, glucose-3-phosphate; G-6-P, glucose-6-phosphate; EtOH, ethanol; OAA, oxaloac-
etate; PEP, phosphoenolpyruvate; Pyr, pyruvate; PTS, phosphoenolpyruvate-dependent phosphotransferase system. The de-
leted genes are marked with the crossed circles. Dotted arrows designate reactions with decreased intensity. The reactions, 
as well as the genes of the respective enzymes, substrates, products, and cofactors, that are absent or inactive in the studies 
strains are shown in grey. Snake-like arrows indicate the reactions of alternative respiration with pyruvate as internal electron 
acceptor. The respective products represented on the gray background.

a b
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культур в присутствии глюкозы. Эффек тивность 
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, ограничивающем формирование оксалоаце-
тата и, соответственно, интенсивность протека-
ния остаточных реакций восстановительной вет-
ви ЦТК, штамм PA4FP потреблял в условиях анаэ-
робиоза чуть менее половины доступной глюкозы 
(~19,0 мМ), секретируя респираторно сформи-
рованные аланин и лактат в качестве основных 
восстановленных продуктов (табл. 1). Доля со-
ответствующих соединений среди восстановлен-
ных продуктов анаэробной утилизации глюко-
зы, сформированных штаммом, составляла 52,6% 
(табл. 2), указывая на значительный вклад про-
цессов дыхания с пируватом в качестве внутрен-
него акцептора электронов в поддержание вну-
триклеточного окислительно-восстановительно-
го баланса. В то же время, штамм секретировал в 
виде пирувата около четверти потребленной глю-
козы. Это свидетельствовало о том, что активно-
сти лактат- и аланин-дегидрогеназ в штамме были 
недостаточны для количественного вовлечения 
указанного метаболита в реакции формирования 
соответствующих восстановленных продуктов и, 

Та бл и ц а  1

Характеристики анаэробного потребления глюкозы и продукции метаболитов исследуемыми штаммами 
в присутствии и в отсутствии в среде ионов аммония и нитрата
Characteristics of anaerobic glucose consumption and metabolites production by the studied strains in  
the presence and in the absence in the medium of nitrate and ammonium ions

Штамм
Потреб-
ленная 

глю коза, 
мМ

Выход
пирувата,
моль/моль

Выход
лактата,

моль/моль

Выход
ацетата,

моль/моль

Выход
этанола,

моль/моль

Выход
сукцината, 
моль/моль

Выход
малата,

моль/моль

Выход
аланина,

моль/моль

Угле-
родный
баланс, 

%
+ NH4

+, –NO3
–

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

–NH4
+, –NO3

–

PA4FP 12,7±0,3 0,68±0,01 0,31±0,01 0,17±0,01 0,33±0,01 0,27±0,01 0,05±0,01 – 87
PA4FPS 7,5±0,2 0,90±0,02 0,41±0,01 – 0,43±0,02 0,11±0,01 0,08±0,01 – 93

+ NH4
+, + NO3

–

PA4FP 18,0±0,4 0,72 ± 0,01 0,42 ± 0,01 – – 0,13 ± 0,01 0,08 ± 0,01 – 72
PA4FPS 21,3±0,4 1,11 ± 0,02 0,30 ± 0,01 – – 0,26 ± 0,01 0,06 ± 0,01 – 92

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.

Та бл и ц а  2

Формирование исследуемыми штаммами продук-
тов альтернативного дыхания с внутренним акцеп-
тором электронов при анаэробной утилизации глю-
козы в присутствии и в отсутствии в среде ионов 
аммония и нитрата
Formation of the products of alternative respira-
tion with an internal electron acceptor by the studied 
strains during anaerobic glucose utilization in the pres-
ence and in the absence in the medium of nitrate and 
ammonium ions

Штамм

Доля аланина и/
или лактата среди 
детектированных 
восстановленных 

продуктов анаэроб-
ной утилизации 

глюкозы, %

Доля аланина и/
или лактата среди 
всех детектиро-

ванных продуктов 
анаэробной утили-
зации глюкозы, %

+ NH4
+, –NO3

–

PA4FP 52,6 32,5
PA4FPS 53,8 33,9

- NH4
+, –NO3

–

PA4FP 32,7 17,2
PA4FPS 40,0 21,3

+ NH4
+, + NO3

–

PA4FP 66,1 31,0
PA4FPS 48,1 17,3
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соответственно, для полного поддержания внут-
риклеточного окислительно-восстановительно-
го баланса. Действительно, штамм синтезировал, 
значительные количества иных восстановленных 
продуктов, в первую очередь этанола и сукцината.

Последнее, по-видимому, обусловлено сочета-
нием следующих факторов. Синтез этанола и оста-
точных количеств уксусной кислоты был, по всей 
вероятности, результатом проявления активности 
сохраняющейся в штамме на относительно высо-
ком уровне пируватдегидрогеназы, генерирующей 
ацетил-КоА. В клетках E. coli основным фермен-
том, превращающим пируват в ацетил-КоА при 
анаэробиозе, является пируват-формиат-лиаза, тог-
да как экспрессия генов aceEF-lpdA оперона, коди-
рующих соответствующий аэробный ферментатив-
ный комплекс, пируватдегидрогеназу, в отсутствие 
аэрации резко снижена [12]. Однако, экспрессия 
генов aceEF-lpdA оперона зависит от CRP-цАМФ 
[13] и возрастает в штаммах c измененной функ-
циональностью фосфоенолпируват-зависимой си-
стемы транспорта и фосфорилирования глюкозы. 
Кроме того, пируватдегидрогеназный комплекс до-
вольно стабилен, что обеспечивает значительную 
остаточную активность аэробно экспрессирован-
ного фермента при анаэробиозе [14]. В отличие 
от пируват-формиат-лиазы, пируватдегидрогена-
за окислительно декарбоксилирует пируват в аце-
тил-КоА с одновременным образованием NADH 
и СО2. Формирование за счет действия фермента 
избыточного NADH могло способствовать восста-
новительной конверсии основного продукта соот-
ветствующей реакции в этанол. С учетом инакти-
вации в штамме PA4FP гена основной алкоголь/
альдегид дегидрогеназы, adhE, секреция этано-
ла была, очевидно, обусловлена действием таких 
альтернативных ферментов, как ацетальдегидде-
гидрогеназа MhpF [15, 16] и альдегидредуктазы 
AdhP [17, 18] и YqhD [19, 20]. Остаточные коли-
чества ацетата формировались из ацетил-КоА под 
действием неспецифичной ацил-КоА тиоэстеразы 
YciA [21, 22]. С другой стороны, генерация пиру-
ватдегидрогеназой СО2 могла дополнительно сти-
мулировать реокисление восстановленных эквива-
лентов в остаточных реакциях восстановительной 
ветви ЦТК. Известно, что в штаммах E. coli с инак-
тивированными генами frdAB аэробная сукцинат-
дегидрогеназа способна функционально замещать 
фумаратредуктазу [23]. Повышенная аэробная экс-
прессии генов sdh оперона в клетках E. coli, дефи-
цитных по фумаратредуктазе [24], могла обеспе-
чить значительную остаточную активность сукци-
натдегидрогензы у аэробно выращенного штамма 
PA4FP, приводя, в результате, к анаэробному син-
тезу последним янтарной кислоты.

Действительно, секреция янтарной кисло-
ты штаммом PA4FPS с дополнительно инактиви-
рованной сукцинатдегидрогеназой была значимо 
ниже (табл. 1). Выход респираторно сформиро-
ванных лактата и аланина возрастал незначитель-
но, на фоне роста выхода этанола и снижения по-
требления штаммом глюкозы. Последнее вновь 
подтверждало неспособность систем анаэробного 
дыхания, использующих пируват в качестве вну-
треннего акцептора электронов, количественно 
потреблять субстрат для полноценного поддержа-
ния внутриклеточного окислительно-восстанови-
тельного баланса. Тем не менее, вклад дыхатель-
ных процессов, ведущих к образованию лактата и 
аланина в поддержание соответствующего баланса 
в штамме, был довольно высок. Доля этих соеди-
нений составляла 53,8% от восстановленных про-
дуктов и возрастала до 33,9% от всех метаболи-
тов, секретированных штаммом в ходе анаэробной 
утилизации глюкозы (табл. 2). Кроме того, нельзя 
исключить, что уровни экспрессии генов dld, lldD 
и dadA, могут варьироваться в зависимости от ус-
ловий культивирования рекомбинантных штам-
мов, а также, что в зависимости от состава сред ак-
тивности респираторных лактат- и аланин-деги-
дрогеназ могут интерферировать между собой.

С целью проверки этой возможности, анаэ-
робное потребление глюкозы штаммами PA4FP и 
PA4FPS оценивали в модифицированном вариан-
те среды M9, не содержащем ионов аммония, не-
обходимого для респираторного восстановления 
пирувата в D-аланин под действием аланиндеги-
дрогеназы DadA.

В соответствующих условиях анаэробная се-
креция аланина штаммами ожидаемо отсутствова-
ла. Потребление глюкозы обоими штаммами пада-
ло практически в два раза, тогда как продукция ме-
таболитов несколько различалась (табл. 1). Штамм 
PA4FP синтезировал этанол и сукцинат с заметно 
возросшими выходами. Это свидетельствовало о 
частичной компенсации в штамме отсутствующей 
возможности реокисления восстановленных экви-
валентов при формировании аланина за счет ча-
стичной активации дыхании с фумаратом в каче-
стве внутреннего акцептора электронов в СО2-за-
висимой восстановительной ветви ЦТК. Вместе 
с тем, несмотря на то, что выход лактата возрас-
тал в 1,7 раза, доля этого респираторно сформи-
рованного соединения составляла лишь 17,2% от 
восстановленных продуктов и падала до 32,7% 
от всех метаболитов, секретированных штаммом 
(табл. 2). При инактивации сукцинатдегидрогена-
зы и, соответственно, исключении возможности 
анаэробного дыхания с фумаратом в качестве вну-
треннего акцептора электронов, штамм PA4FPS 
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синтезировал сукцинат с резко упавшим выходом 
и в количествах практически эквимолярных мала-
ту. Это указывало на то, что соответствующие ди-
карбоксилаты формировались в штамме по ГШ, 
не расходующему восстановленных эквивалентов. 
 Соответственно, штамм секретировал возросшее 
количество продуктов последних доступных реак-
ций, способных в той или иной степени обеспе-
чить поддержание внутриклеточного окислитель-
но-восстановительно баланса, лактата и этано-
ла. Следует отметить, что доля сформированного 
штаммом лактата достигала 40% от восстанов-
ленных продуктов анаэробной утилизации глюко-
зы. Таким образом, можно заключить, что респи-
раторные лактатдегидрогеназы были способны 
практически полностью компенсировать потерю 
активности респираторной аланиндегидрогена-
зы в штамме PA4FPS. Однако, низкое потребле-
ние штаммом глюкозы, наряду с резко возросшей 
секрецией пирувата, демонстрировало исчерпа-
ние потенциала процессов анаэробного дыхания с 
внутренним акцептором электронов, независящих 
от наличия в среде медиаторов, для поддержания 
внутриклеточного окислительно-восстановитель-
ного баланса у соответствующего рекомбинанта с 
нарушенной способностью к брожению.

Альтернативой анаэробному дыханию с вну-
тренним акцептором электронов является дыха-
ние с экзогенным оксидантом. В безкислородных 
условиях предпочтительным внешним акцепто-
ром электронов для клеток E. coli служит раство-
ренный в среде нитрат.

Для оценки возможности штаммов E. coli, 
дефицитных по путям смешанного брожения, 
к поддержанию внутриклеточного окислитель-
но-восстановительного баланса при анаэробной 
утилизации глюкозы за счет комбинированного 
действия процессов анаэробного дыхания, оцени-
вали утилизацию углеводного субстрата штамма-
ми PA4FP и PA4FPS в минимальной среде M9, до-
полнительно содержащей 10 мМ нитрата натрия.

В присутствии в среде внешнего акцептора 
электронов, штамм PA4FP потреблял количество 
глюкозы сравнимое с таковым, продемонстриро-
ванным в немодифицированной среде. В то же 
время анаэробное потребление глюкозы штаммом 
PA4FPS несколько возрастало, превышая показате-
ли штамма PA4FP (табл. 1). Это было вызвано, в 
первую очередь, различным перераспределением 
потоков углерода в штаммах в ответ на изменив-
шиеся условия. Несмотря на присутствие в среде 
аммония, накопления аланина при культивирова-
нии штаммов не наблюдалось. Секреция прямых 
производных ацетил-КоА, ацетата и этанола, так-
же отсутствовала. Вместе с тем, синтез сукцината 

штаммом PA4FP заметно снизился, в то время как 
формирование этого соединения штаммом PA4FPS 
возросло (табл. 1). Неизменное значение углерод-
ного баланса, продемонстрированное штаммом 
PA4FPS, и падение соответствующего значения в 
случае штамма PA4FP (табл. 2), свидетельствовали 
об интенсификации в штаммах, за счет активного 
дыхания с внешним акцептором электронов, окис-
лительной ветви ЦТК. Однако, функционирование 
полного окислительного ЦТК так же, как и дей-
ствие пируватдегидрогеназы сопряжено с генера-
цией восстановленных эквивалентов. В результате, 
именно полная оборачиваемость цикла приводи-
ла к избыточной генерации восстановленной энер-
гии в штамме PA4FP и, как следствие, сниженно-
му потреблению глюкозы в сравнении с штаммом 
PA4FPS, обладающим разорванным ЦТК из-за де-
леции генов сукцинатдегидрогеназы и фумаратре-
дуктазы. В связи с этим следует отметить, что про-
дукция лактата, основного восстановленного про-
дукта, синтезированного штаммами, была выше 
для штамма PA4FP. Более того, доля этого веще-
ства составляла 66,1% от секретированных штам-
мом восстановленных продуктов анаэробной ути-
лизации глюкозы. Следует подчеркнуть, что лактат 
был сформирован штаммами в присутствии в сре-
де нитрата. Это указывало на то, что в определен-
ных условиях системы альтернативного анаэроб-
ного дыхания с внутренним акцептором электро-
нов могут функционировать в штаммах E. coli, с 
нарушенной способностью к брожению, даже при 
наличии в среде внешнего акцептора.

Результаты работы свидетельствуют о значи-
тельном потенциале процессов анаэробного дыха-
ния как с внешним, так и с внутренним акцепто-
ром электронов для поддержания внутриклеточно-
го окислительно-восстановительного баланса при 
утилизации глюкозы штаммами E. coli, с нарушен-
ной способностью к брожению. Продемонстриро-
вана способность соответствующих процессов зна-
чимо влиять на характер анаэробного потребления 
углеводного субстрата и продукцию метаболитов 
мутантами в результате перераспределения пото-
ков углерода между магистральными и латентны-
ми биохимическими путями. Установлена спо-
собность отдельных процессов альтернативного 
анаэробного дыхания с пируватом в качестве вну-
треннего акцептора электронов сохранять функци-
ональность в рекомбинантных штаммах E. coli, де-
фицитных по путям смешанного брожения, даже 
при анаэробной утилизации глюкозы в присут-
ствии в среде сильного экзогенного оксиданта. Эти 
факторы следует учитывать при конструировании 
промышленных штаммов E. coli для эффективной 
продукции восстановленных соединений.



32

CКОРОХОДОВА и др.

Biotechnology  2020   V. 36   No. 3

Пировиноградная кислота – ключевой пред-
шественник в биосинтезе множества востребован-
ных продуктов промышленной микробной био-
технологии. Поэтому исключение возможности 
протекания указанных процессов поддержания 
внутриклеточного окислительно-восстановитель-
ного баланса должно способствовать, в первую 
очередь, снижению ее непродуктивного расхода в 
рекомбинантах, и кроме того уменьшать зависи-
мость биосинтетических показателей продуцен-
тов от состава ферментационных сред, заметно 
влияющего на себестоимость получения целевых 
продуктов микробиологического синтеза, особен-
но в условиях крупнотоннажного производства.
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Abstract–The characteristics of anaerobic glucose utilization and metabolite production by recombinant 
Escherichia coli strains with impaired fermentation ability upon respiration with pyruvate as an internal 
and nitrate as an external electron acceptor have been studied. It was found that respiration processes 
utilizing pyruvic acid as an endogenous electron acceptor and leading to the lactate and alanine formation 
were capable of mutual interference. After elimination of ammonium ions from the medium, the native 
activity levels of respiratory lactate dehydrogenases Dld and LldD in E. coli strains deficient in the mixed 
acid fermentation pathways can almost completely compensate for the loss of activity of respiratory 
alanine dehydrogenase DadA, but are insufficient to maintain the entire intracellular redox balance. The 
addition of nitrate ions in the medium abolished alanine production by the strains despite the availability 
of ammonium ions, while the functionality of respiratory reduction of endogenous pyruvate to lactate 
retained in the studied strains even in the presence of a strong exogenous oxidant. Respiration with 
external electron acceptor provoked the activation of the oxidative tricarboxylic acid cycle in the strains. 
Anaerobic glucose utilization by the strain with interrupted tricarboxylic acid cycle increased during 
nitrate respiration, but remained restricted by the excessive generation of reducing equivalents in the 
residual reactions of the cycle.

Key words: Escherichia coli, glucose, fermentation, respiration, pyruvate, lactate, alanine, nitrate, 
ammonium.
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