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Янтарная кислота, традиционно получаемая из
продуктов нефтепереработки, широко используется
как ключевой предшественник в крупнотоннажном
синтезе целого ряда промышленно значимых соеди!
нений. В связи с ограниченностью природных запа!
сов нефти и газа, возможность эффективной про!
дукции янтарной кислоты из возобновляемого сы!
рья представляет особый интерес. Изученность
метаболизма Escherichia coli и доступность генно!
инженерных методов для его модификации, обусло!
вили тот факт, что лучшие на сегодняшний день
микробные продуценты янтарной кислоты были
получены на основе именно данного микроорганиз!
ма [1].

Биосинтез янтарной кислоты путем фиксации
CO2 и образования щавелевоуксусной кислоты в
восстановительной части цикла трикарбоновых
кислот является весьма привлекательным, однако
не может быть осуществлен из!за дефицита НАДH
эквивалентов, образующихся при гликолизе. Луч!
шие показатели анаэробной продукции янтарной
кислоты при сбраживании глюкозы, достигаются в
процессах биосинтеза, представляющих сочетание
двух биохимических путей – восстановительной ча!
сти цикла трикарбоновых кислот и глиоксилатного
шунта. Глиоксилатный шунт, потребляющий мень!
шее количество НАДH на каждую синтезируемую

молекулу янтарной кислоты, выступает в данном
случае как донор “остаточных” гликолитических
НАДH для формирования целевого вещества в вос!
становительной части цикла трикарбоновых кислот. 

Распределение потоков углерода между восста!
новительной частью цикла трикарбоновых кислот и
глиокислатным шунтом обуславливается функцио!
нированием метаболического узла фосфоенолпиру!
ват –щавелевоуксусная кислота – пировиноградная
кислота – ацетил!КоА. В клетках E. coli изменения в
данной точке ветвления могут быть осуществлены
различными способами.

Один из стандартных подходов к модификации
функционирования данного метаболического узла
заключается в инактивации пируватформиатлиазы
PflB (КФ 2.3.1.54). В результате этого создаются
условия для потенциально доминирующего участия
в биосинтезе янтарной кислоты восстановительной
части цикла трикарбоновых кислот. Данный подход
использован при конструировании таких рекомби!
нантных продуцентов янтарной кислоты как E. coli
KJ060 [1], E. coli AFP184 [2], E. coli NZN111 [3] и дру!
гих. Другим подходом является обеспечение в клет!
ках целевого рекомбинанта активности гетероло!
гичной пируваткарбоксилазы (КФ 6.4.1.1) на фоне
присутствующей пируватформиатлиазы. За счет
конкурентного по отношению к пируватформиат!
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Исследовано влияние конститутивной экспрессии генов aceEF!lpdA оперона, кодирующих ферменты
НАД+!восстанавливающего пируватдегидрогеназного комплекса, на анаэробную продукцию янтарной кис!
лоты из глюкозы рекомбинантными штаммами Escherichia coli. Базовые штаммы!продуценты были получе!
ны за счет инактивации в клетках штамма E. coli MG1655 основных путей образования уксусной и молочной
кислот, путем делеции генов ackA, pta, poxB и ldhA (SGM0.1), и дополнительного введения пируваткарбокси!
лазы Bacillus subtilis (SGM0.1 [pPYC]). Конститутивная экспрессия генов aceEF�lpdA в потомках базовых
штаммов SGM0.1 PL!aceEF!lpdA и SGM0.1 PL!aceEF!lpdA [pPYC] была обеспечена заменой нативной регу!
ляторной области оперона промотором PL фага лямбда. Молярные выходы янтарной кислоты при анаэроб!
ном сбраживании глюкозы штаммами SGM0.1 PL!aceEF!lpdA и SGM0.1 PL!aceEF!lpdA [pPYC] превосходили
соответствующие показатели контрольных штаммов на 2 и 33% в отсутствиe, и на 9 и 26% в присутствии в
среде иона HC . Сделан вывод, что увеличение продукции янтарной кислоты штаммом SGM0.1
PL!aceEF!lpdA [pPYC] относительно штаммов SGM0.1 и SGM0.1 [pPYC], продуцирующих данное вещество
в восстановительной части цикла трикарбоновых кислот, обусловлено активацией глиоксилатного шунта.
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лиазе карбоксилирующего действия пируваткарбок!
силазы в клетке создается повышенная концентрация
щавелевоуксусной кислоты, что также стимулирует
биосинтез янтарной кислоты в восстановительной
ветви цикла трикарбоновых кислот. Примером реали!
зации данного подхода может быть рекомбинантный
продуцент янтарной кислоты E. coli SBS550MG/pyc
[4]. При конструировании штамма E. coli AFP111/pyc
[5] были применены оба вышеописанных подхода. 

В результате подобных модификаций окисли!
тельно!восстановительный баланс клетки не пре!
терпевает значительных изменений, способных
обеспечить восстановительную часть цикла трикар!
боновых кислот недостающими для эффективного
биосинтеза янтарной кислоты восстановленными
эквивалентами НАДH. Однако дополнительную ге!
нерацию НАДН можно обеспечить путем конвер!
сии пировиноградной кислоты в ацетил!КоА, под
действием ферментов НАД+!восстанавливающего
пируватдегидрогеназного комплекса AceEF!LpdA
(КФ 1.2.4.1; 2.3.1.12; 1.8.1.4), чья активность практи!
чески не проявляется в анаэробных условиях [6] за
счет сниженной экспрессии соответствующих ге!
нов. Перераспределение потоков углерода между
двумя путями биосинтеза янтарной кислоты будет
осуществляться при этом под действием эффекта
прецизионной метаболической регуляции с отрица!
тельной обратной связью, поскольку сама актив!

ность пируватдегидрогеназного комплекса является
НАДH!репрессируемой [7, 8]. 

Цель работы – изучение эффекта конститутив!
ной экспрессии генов aceEF�lpdA оперона, кодиру!
ющих белки!компоненты НАД+!восстанавливаю!
щего пируватдегидрогеназного комплекса, на анаэ!
робную продукцию янтарной кислоты модельными
штаммами!продуцентами. 

МЕТОДИКА

Бактериальные штаммы, плазмиды и среды. Штамм
E. coli K12 MG1655 (ВКПМ B!6195) был использован
в качестве исходного для конструирования всех полу!
ченных в работе штаммов. Использованные в работе
штаммы и плазмиды представлены в табл. 1. Бактерии
культивировали в богатых средах LB, SOB, SOC и ми!
нимальной среде М9 [9], при необходимости с добав!
лением ампициллина (100 мкг/мл) или хлорамфени!
кола (30 мкг/мл). 

Реагенты. Использовали препараты рестриктаз и
Т4 ДНК!лигазы, ДНК полимеразы Taq (“Fermentas”,
Литва) и Phusion (“Finnzymes”, Финляндия). Олиго!
нуклеотиды (табл. 2) синтезировали в ЗАО “Синтол”
(Россия). Полученные ПЦР!продукты очищали с по!
мощью электрофореза в агарозном геле и выделяли,
используя QIAquick Gel Extraction Kit (“Qiagen”,
США). Компоненты питательных сред, соли и другие

Таблица 1. Использованные штаммы и плазмиды

Объект Генотип Ссылка

Штаммы

MG1655 Штамм E. coli дикого типа (ВКПМ B!6195) ВКПМ

MG1655 Δppc E. coli MG1655 ppc::λattB Данная работа

SGM0.1 E. coli MG1655 ackA�pta::λattB, poxB::λattB, 
ldhA::λattB

»

SGM0.1 PL!aceEF!lpdA E. coli MG1655 ackA�pta::λattB, poxB::λattB, 
ldhA::λattB, λattB!PL!aceEF!lpdA

»

SGM0.1 [pPYC] SGM0.1 + pPYC »

SGM0.1 PL!aceEF!lpdA [pPYC] SGM0.1 PL!aceEF!lpdA + pPYC »

SGM0.1 [pMW119] SGM0.1 + pMW119 »

SGM0.1 PL!aceEF!lpdA [pMW119] SGM0.1 PL!aceEF!lpdA + pMW119 »

Плазмиды

pMW118!(λattL!Cm!λattR) pSC101, bla, cat, λattL!cat!λattR cassete [11]

pKD46 pINT!ts, bla, ParaB!λgam!bet�exo [10]

pMWts!Int/Xis pSC101!ts, bla, PR!λxis�int, cIts857 [12]

pMW119 pSC101, bla, cat GenBank AB005476.2

pPYC pMW119 с клонированным геном пируват!
карбоксилазы (pycA) из B. subtilis

Данная работа
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реагенты были производства “Panreac” (Испания) и
“Sigma” (США). 

Конструирование штаммов и плазмид. Все хромо!
сомные модификации осуществляли с использова!
нием методики, разработанной Даценко и Ваннер
[10]. Линейные фрагменты ДНК для инактивации
генов ackA�pta, poxB, ldhA и ppc, содержащие маркер
устойчивости к хлорамфениколу (ген cat), получали
при помощи ПЦР с использованием пар праймеров
P1, P2; P5, P6; P9, P10; P13, P14 и плазмиды
pMW118!(λattL!Cm!λattR) [11] в качестве матрицы. 

Полученные фрагменты ДНК были по отдельно!
сти интегрированы в хромосому штамма E. coli
MG1655, несущего плазмиду!помощника pKD46.
Последующее удаление маркера, фланкированного
att�сайтами (attachment) фага лямбда, из хромосом
целевых штаммов, проводили с использованием
плазмиды pMWts!Int/Xis, как описано ранее [12].
Факт соответствия предполагаемых и полученных

экспериментально структур хромосом отобранных
штаммов, с индивидуально инактивированными ге!
нами ackA�pta, poxB, ldhA и ppc, подтверждали ПЦР
анализом с помощью пар локус!специфичных прай!
меров P3, P4; P7, P8; P11, P12 и P15, P16, соответ!
ственно. Делеции генов ackA�pta, poxB и ldhA были
объединены в штамме SGM0.1 серией последова!
тельных P1!зависимых трансдукций [9].

Для обеспечения конститутивной экспрессии ге!
нов aceEF�lpdA оперона, промотор PL фага лямбда,
соединенный с последовательностью Шайна!Даль!
гарно (SD) гена aceF, был интегрирован в хромосому
штамма E. coli MG1655 перед кодирующим участ!
ком гена aceE. ПЦР амплификацией с использова!
нием пар праймеров P17, P18; P17, P19 и геномной
ДНК фага лямбда был получен фрагмент ДНК, со!
держащий участок узнавания BglII, промотор PL, по!
следовательность SD гена aceF и нуклеотиды, ком!
плементарные 5'!концу кодирующей области гена

Таблица 2. Использованные в работе олигонуклеотидные праймеры

Название Последовательность

P1 5'!catgtcgagtaagttagtactggttctgaactgcggcgctcaagttagtataaaaaagctgaac!3'

P2 5'!ttactgctgctgtgcagactgaatcgcagtcagcgctgaagcctgcttttttatactaagttgg!3'

P3 5'!cagtgcatgatgttaatcataaatgt!3'

P4 5'!atgcagcgcagttaagcaag!3'

P5 5'!catgaaacaaacggttgcagcttatatcgccaaaaccgctcaagttagtataaaaaagctgaac!3'

P6 5'!ttaccttagccagtttgttttcgccagttcgatcactgaagcctgcttttttatactaagttgg!3'

P7 5'!gtcagatgaactaaacttgttaccg!3'

P8 5'!ggccatcatcgcttcgag!3'

P9 5'!tatgaaactcgccgtttatagcacaaaacagtacgacgctcaagttagtataaaaaagctgaac!3'

P10 5'!ttaaaccagttcgttcgggcaggtttcgcctttttctgaagcctgcttttttatactaagttgg!3'

P11 5'!gtggcatgtttaaccgttcag!3'

P12 5'!gccatcagcaggcttagcg!3'

P13 5'!tatgaacgaacaatattccgcattgcgtagtaatgtcgctcaagttagtataaaaaagctgaac!3'

P14 5'!ttagccggtattacgcatacctgccgcaatcccggctgaagcctgcttttttatactaagttgg!3'

P15 5'!gacgtcaccgcttttacgtg!3'

P16 5'!gctttccagctaaaaagaggtttag!3'

P17 5'!tgcgacagatctctcacctaccaaacaatgccc!3'

P18 5'!tattcttttacctcttaacggccaatgcttcgtttc!3'

P19 5'!gatcggatccacgtcatttgggaaacgttctgacattattcttttacctcttaacggccaatg!3'

P20 5'!aaaactcaacgttattagatagataaggaataaccccgctcaagttagtataaaaaagctgaac!3'

P21 5'!ctagtaagatcttgaagcctgcttttttatactaagttgg!3'

P22 5'!gcaactaaacgtagaacctgtc!3'

P23 5'!tgagcacgctcaacaccttc!3'

P24 5'!gacgtttctagaaacgggagtagcccctccgg!3'

P25 5'!agtaatggtaccactctataatctctgaagtcccc!3'

4
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aceE. Фрагмент ДНК, содержащий участок узнава!
ния BglII, маркер CmR и нуклеотиды, гомологичные
участку ДНК, предшествующему непосредственно
кодирующей области гена aceE, был получен при
помощи ПЦР с использованием праймеров P20 и
P21 и плазмиды pMW118!(λattL!Cm!λattR).

Полученные фрагменты ДНК были обработаны
эндонуклеазой рестрикции BglII и лигированы Т4
ДНК!лигазой [9]. Продукт лигирования амплифи!
цировали с использованием праймеров P19 и P20.
Полученный ПЦР!продукт был использован для
интеграции в хромосому. Соответствие запланиро!
ванной и экспериментально полученной нуклео!
тидной последовательности нового регуляторного
элемента, введенного перед кодирующей областью
гена aceE, было подтверждено в полученных клонах
секвенированием с помощью праймеров P22 и P23.
Штамм SGM0.1 PL!aceEF!lpdA был получен в ре!
зультате переноса P1!зависимой трансдукцией по!
лученной модификации в штамм SGM0.1.

Ген pycA Bacillus subtilis, кодирующий пируват!
карбоксилазу, был клонирован в составе плазмиды
pMW119. Фрагмент ДНК, содержащий ген pycA с
собственной регуляторной областью был получен с
помощью ПЦР с использованием в качестве матри!
цы хромосомы штамма B. subtilis 168 и праймеров
P24 и P25. Полученный ПЦР!продукт был, в даль!
нейшем, последовательно обработан эндонуклеаза!
ми рестрикции XbaI и KpnI. Параллельно эндо!
нуклеазами рестрикции XbaI и KpnI была обработа!
на плазмида pMW119. Полученные линейные
фрагменты ДНК, содержащие ген pycA и больший
XbaI!KpnI фрагмент плазмиды pMW119 были лиги!
рованны с помощью Т4 ДНК!лигазы. Полученная
лигазная смесь была использована для трансформа!
ции штамма E. coli MG1655 Δppc c последующим от!
бором ApR трансформантов на агаризованной среде
LB, содержащей 100 мг/л ампициллина. Получен!
ные трансформанты проверяли на способность к
росту на агаризованной минимальной среде M9 в
присутствии 0.2% глюкозы в качестве единственно!
го источника углерода. Индивидуальные клоны,
способные к росту на данной среде, содержали плаз!
миду, включающую ген pycA, кодирующий функци!
онально активную пируваткарбоксилазу. Выделен!
ная по стандартной методике из соответствующих
трансформантов плазмида была названа pPYC.

Трансформацию штаммов SGM0.1 и SGM0.1 PL!
aceEF!lpdA плазмидами pMW119 и pPYC осуществ!
ляли по стандартной методике.

Культивирование штаммов для продукции янтар�
ной кислоты. Клетки штаммов SGM0.1, SGM0.1 PL!
aceEF!lpdA, SGM0.1 [pMW119], SGM0.1 PL!aceEF!
lpdA [pMW119], SGM0.1 [pPYC] и SGM0.1 PL!aceEF!
lpdA [pPYC] выращивали в течение ночи в среде М9,
содержащей 2 г/л глюкозы, при 37°C. К 1 мл полу!
ченных ночных культур добавляли 49 мл среды М9,
содержащей 10 г/л глюкозы. Полученные культуры

выращивали в колбах объемом 750 мл при 37°C на
роторной качалке при 250 об/мин в течение 6 ч. По!
лученные клеточные суспензии центрифугировали
в течение 15 мин при 2000 g и 4°C. Осадки ресуспен!
дировали в 15 мл среды М9, содержащей 20 г/л глю!
козы. В дальнейшем проводили инкубацию полу!
ченных клеточных культур в течение 24 ч в пробир!
ках объемом 15 мл закрытых завинчивающимися
крышками при 37°C на роторной качалке при
250 об/мин. При выращивании штаммов SGM0.1
[pMW119], SGM0.1 PL!aceEF!lpdA [pMW119],
SGM0.1 [pPYC] и SGM0.1 PL!aceEF!lpdA [pPYC] ис!
пользованные среды содержали дополнительно
100 мг/л ампициллина. Аналогичным образом оце!
нивали способность штаммов SGM0.1, SGM0.1 PL!
aceEF!lpdA, SGM0.1 [pMW119], SGM0.1 PL!aceEF!
lpdA [pMW119], SGM0.1 [pPYC] и SGM0.1 PL!aceEF!
lpdA [pPYC] продуцировать янтарную кислоту в при!
сутствии в среде дополнительного источника иона

 Культивирование проводили как описано
выше, за исключением того, что среда, использован!
ная на последней стадии, дополнительно содержала
1.5 г/л NaHCO3.

Аналитические методы. Концентрацию органиче!
ских кислот и остаточной глюкозы в культуральных
жидкостях определяли методом ВЭЖХ с использо!
ванием системы “Waters” HPLC system (США). Для
измерения концентраций органических кислот ис!
пользовали ReproSil!Pur C18!AQ (“Dr. Maisch”, Гер!
мания) с детекцией при длине волны 210 нм. Для из!
мерения концентрации глюкозы, система была
укомплектована рефрактивным детектором “Wa!
ters” 2414 и колонкой Spherisorb!NH2 (“Waters”,
США). Концентрацию этанола определяли методом
ГХ с пламенно!ионизационным детектором на ко!
лонке OmegaWax (30 м, 0.25 мм в.д., 0.25 мкм толщи!
на пленки) (“Supelco”, США). Использовали хрома!
тограф “Shimadzu” GC!17A (Япония), оснащенный
автосамплером AOC!20i. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В работе был исследован эффект конститутивной
экспрессии генов aceEF�lpdA оперона, кодирующих
белки!компоненты НАД+!восстанавливающего пи!
руватдегидрогеназного комплекса, на анаэробную
продукцию янтарной кислоты модельными штам!
мами!продуцентами. 

В качестве базовых штаммов!продуцентов янтар!
ной кислоты в работе были использованы штаммы E.
coli SGM0.1, сконструированный таким образом, что в
нем были инактивированны гены pta, ackA, poxB и
ldhA, кодирующие фосфотрансацетилазу Pta (КФ
2.3.1.8), ацетаткиназу AckA (КФ 2.7.2.1), пируватокси!
дазу PoxB (КФ 1.2.5.1) и лактатдегидрогеназу LdhA
(КФ 1.1.1.28), катализирующие основные реакции об!
разования уксусной и молочной кислот, и SGM0.1

HCO3
–

.
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[pPYC] – дополнительно обладающий активностью
гетерологичной пируваткарбоксилазы. 

Целевые хромосомные модификации были по!
лучены в штаммах с использованием оптимизиро!
ванной [11, 12] методики, разработанной Даценко и
Ваннер [10] и основанной на эффекте λRed!зависи!
мой гомологичной рекомбинации. Конститутивная
экспрессия генов aceE, aceF, lpdA была обеспечена

заменой нативной регуляторной области соответ!
ствующего оперона в хромосоме промотором PL фа!
га лямбда. Также сайт связывания рибосом гена aceE
был заменен сайтом связывания рибосом гена aceF,
обладающим нуклеотидной последовательностью
более близкой к канонической.

Ген pycA B. subtilis, кодирующий пируваткарбок!
силазу, расположили под контролем собственной

Общая схема окислительно!восстановительных реакций центрального метаболизма и возможных путей анаэробного
биосинтеза янтарной кислоты в сконструированных штаммах.
Вовлеченные ферменты обозначены наименованиями кодирующих их генов.
Серым цветом обозначены продукты, основные пути образования которых в сконструированных штаммах инактиви!
рованы (перечеркнутые круги) за счет делеций соответствующих генов.
Широкой серой стрелкой обозначена возможность анаэробной конверсии пировиноградной кислоты в Ац!КоА под
действием пируватдегидрогеназы в штаммах SGM0.1 PL!aceEF!lpdA и SGM0.1 PL!aceEF!lpdA [pPYC].
Широкой заштрихованной стрелкой обозначена возможность конверсии пировиноградной в щавелевоуксусную кис!
лоту под действием гетерологичной пируваткарбоксилазы в штаммах SGM0.1 [pPYC] и SGM0.1 PL!aceEF!lpdA [pPYC].
Пунктиром обозначена оксидативная часть цикла трикарбоновых кислот, не активная в анаэробных условиях.
ФЕП – фосфоенолпируват, ПИР – пировиноградная кислота, ЩУК – щавелевоуксусная кислота, Ац!КоА – ацетил!
КоА, ФТС – фосфоенолпируват!зависимая фосфотрансферазная система.

4*
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СКОРОХОДОВА и др.

регуляторной области в составе низкокопийной
плазмиды pMW119. Соответствующая плазмида
pPYC, содержащая ген pycA, кодирующий функцио!
нально активную пируваткарбоксилазу, была ото!
брана в клетках штамма E.coli MG1655 Δppc. Извест!
но, что ppc мутанты E.coli не способны к синтезу ща!
велевоуксусной кислоты и являются ауксотрофами
по интермедиатам цикла трикарбоновых кислот, в
результате чего не способны расти на средах, содер!
жащих в качестве источников углерода сахара [13].
Наличие в клетках данного штамма плазмиды pPYC,
содержащей ген pycA, кодирующий функционально
активную пируваткарбоксилазу, восстанавливало
способность к росту штамма на минимальной среде,
содержащей глюкозу в качестве единственного ис!
точника углерода. 

Общая схема центрального метаболизма и воз!
можные пути анаэробного биосинтеза янтарной
кислоты в сконструированных штаммах SGM0.1,
SGM0.1 [pPYC], SGM0.1 PL!aceEF!lpdA и SGM0.1
PL!aceEF!lpdA [pPYC] представлены на рисунке.

Для получения янтарной кислоты штаммы куль!
тивировали в минимальной солевой среде М9 с ис!
пользованием глюкозы в качестве единственного
источника углерода. Культивирование включало

аэробную стадию накопления биомассы и анаэроб!
ную стадию образования янтарной кислоты. Анаэ!
робную инкубацию клеток полученных штаммов
осуществляли как в отсутствии, так и в присутствии

в среде дополнительного источника иона 
Концентрации остаточной глюкозы и метаболитов,
продуцируемых сконструированными штаммами в
анаэробных условиях, определяли методами ВЭЖХ и
ГХ. Результаты соответствующих экспериментов
представлены в табл. 3. Показатели утилизации глю!
козы и образования метаболитов контрольными
штаммами SGM0.1 [pMW119] и SGM0.1 PL!aceEF!
lpdA [pMW119] не отличались от таковых для штаммов
SGM0.1 и SGM0.1 PL!aceEF!lpdA, соответственно.

Из результатов измерений следует, что основны!
ми продуктами анаэробного сбраживания глюкозы
всеми исследованными штаммами являлись пиро!
виноградная кислота, янтарная кислота и этанол.
Отсутствие среди продуктов брожения молочной
кислоты согласовывалось с инактивацией в штам!
мах основного пути ее образования. Остаточная
продукция штаммами уксусной кислоты, с учетом
инактивации основных путей ее биосинтеза, объяс!
нялась, по!видимому, действием альтернативных
ферментов, таких как ацил!КоА тиоэстераза YciA

3HCO .−

Таблица 3. Концентрации и молярные выходы* (%) метаболитов, продуцируемых сконструированными штам!
мами в анаэробных условиях

Штамм

Потреб!
ленная 

глюкоза

Пировиноград!
ная кислота

Уксусная 
кислота Этанол Янтарная 

кислота

мМ мМ % мМ % мМ % мМ  %

Без 

SGM0.1 25.0 
(0.5)

30.9 
(0.4)

123.7   
(0.7)

0.7 
(0.1)

2.7 
(0.1)

11.5 
(0.1)

46.1 
(0.5)

3.9 
(0.1)

15.4 
(0.1)

SGM0.1 PL!aceEF!lpdA 25.5
(0.9)

30.6 
(0.3)

119.8 
(2.3)

1.2 
(0.1)

4.5 
(0.1)

11.9 
(0.1)

46.8  
(1.4)

4.4
(0.1)

17.3 
(0.4)

SGM0.1 [pPYC] 23.9
(0.5)

30.7 
(0.4)

128.5 
(0.9)

0.7 
(0.1)

2.9
 (0.1)

12.2 
(0.1)

51.3 
(0.5)

4.2 
(0.1)

17.6 
(0.2)

SGM0.1 PL!aceEF!lpdA [pPYC] 23.9
(0.5)

18.7 
(0.3)

78.2 
(0.5)

1.7 
(0.1)

7.0 
(0.1)

14.0 
(0.1)

58.7 
(0.7)

12.2 
(0.2)

51.2   
(0.7)

С 1.5 г/л NaHCO3

SGM0.1 30.7 
(0.4)

34.9 
(0.3)

113.7 
(0.5)

1.0
 (0.1)

3.3 
(0.2)

13.9 
(0.1)

45.1 
(0.2)

8.2 
(0.1)

26.6 
(0.1)

SGM0.1 PL!aceEF!lpdA 30.6
(0.5)

30.6 
(0.4)

100.1 
(0.3)

2.5 
(0.1)

8.2 
(0.1)

13.1 
(0.2)

42.9  
(1.2)

10.8   
(0.1)

35.4  
(0.7)

SGM0.1 [pPYC] 30.6
(0.4)

34.2    
(0.7)

111.5 
(0.7)

1.2 
(0.1)

3.8 
(0.1)

12.4 
(0.1)

40.4 
(0.1)

9.5
 (0.1)

31.2 
(0.3)

SGM0.1 PL!aceEF!lpdA [pPYC] 33.6
(0.4)

18.0 
(0.1)

53.8 
(0.5)

1.3
 (0.3)

4.0 
(0.3)

13.8 
(0.3)

41.1 
(0.3)

19.2 
(0.1)

57.3 
(0.4)

* Молярные выходы продуктов приведены в расчете на потребленную глюкозу. Указанные значения являются средними для
трех независимых экспериментов. В скобках указаны стандартные отклонения.

HCO3
–
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(КФ 3.1.2.20) [14], ацетальдегиддегидрогеназа MhpF
(КФ 1.2.1.10) [15] и альдегиддегидрогеназа AldB
(КФ 1.2.1.4) [16]. 

Значительное образование штаммами пирови!
ноградной кислоты в первую очередь зависело от
действия фосфоенолпируват!зависимой фосфо!
трансферазной системы транспорта сахаров. Мо!
лярный выход пировиноградной кислоты, в расчете
на потребленную глюкозу, в большинстве случаев
превышавший 100%, подтверждал данное предпо!
ложение. Известно, что рост E. coli при высоких
концентрациях глюкозы, как источника углерода,
даже в аэробных условиях сопровождается значи!
тельной экскрецией уксусной кислоты. Данный фе!
номен получил название “бактериального эффекта
Крэбтри” [17]. Инактивация основных путей био!
синтеза уксусной кислоты за счет делеций генов
ackA, pta и poxB приводит, в данных условиях, к на!
коплению, вместо уксусной, пировиноградной и да!
же молочной кислот [18]. Дополнительная инакти!
вация гена ldhA, блокирующая образование молоч!
ной кислоты, приводит к доминантной экскреции
пировиноградной кислоты [13]. Вместе с тем, инак!
тивация фосфоенолпируват!зависимой фосфо!
трансферазной системы транспорта сахаров, снижа!
ющая эффективность потребления глюкозы и, тем
самым, интенсивность гликолиза, приводит к отме!
не данного эффекта [13, 19].

Присутствие в штамме SGM0.1 [pPYC] активно!
сти пируваткарбоксилазы не приводило к выражен!
ному снижению образования пировиноградной
кислоты не только в отсутствии, но и в присутствии

дополнительного источника  Данный факт
позволял считать, что возможное образование щаве!
левоуксусной кислоты, в результате карбоксилиро!
вания пировиноградной кислоты, и ее дальнейшая
конверсия в яблочную и янтарную кислоты в этом
случае лимитировались, в первую очередь, недостат!
ком восстановленных НАДH эквивалентов. Щаве!
левоуксусная кислота, синтезированная пируват!
карбоксилазой, могла превращаться в фосфоенол!
пируват фосфоенолпируваткарбоксикиназой PckA
(КФ 4.1.1.49) и в дальнейшем в пировиноградную
кислоту под действием пируваткиназ PykA и PykF
(КФ 2.7.1.40) или же в результате действия фосфо!
трансферазной транспортной системы.

Конститутивная экспрессия генов aceEF!lpdA
оперона в штамме SGM0.1 PL!aceEF!lpdA приводила
к относительному снижению продукции пировино!
градной кислоты только в случае присутствия в сре!

де дополнительного источника иона  При
этом данный эффект был связан с соответствующим
повышением продукции янтарной кислоты. Можно
было предположить, что в этом случае в щавелево!
уксусную кислоту мог эффективнее превращаться
фосфоенолпируват под действием, соответственно,
фосфоенолпируваткарбоксилазы Ppc (КФ 4.1.1.31).
Дополнительные НАДH эквиваленты, генерируе!

3HCO .−

3HCO .−

мые активным НАД+!восстанавливающим пируват!
дегидрогеназным комплексом, способствовали
конверсии щавелевоуксусной кислоты в янтарную
кислоту в восстановительной части цикла трикарбо!
новых кислот. 

Продукция янтарной кислоты штаммами
SGM0.1 [pPYC] и SGM0.1 PL!aceEF!lpdA в средах, не

содержащих дополнительного источника 
лишь незначительно превышала показатели кон!
трольного штамма SGM0.1. В первом случае это бы!
ло связано как с недостатком растворенного СО2 для
эффективного карбоксилирования пировиноград!
ной кислоты, так и с недостатком необходимых вос!
становленных эквивалентов для последующей кон!
версии щавелевоуксусной кислоты в янтарную в
восстановительной части цикла трикарбоновых
кислот. Во втором случае основной причиной была
недостаточная генерация щавелевоуксусной кисло!
ты фосфоенолпируваткарбоксилазой. В присут!

ствии дополнительного источника  эффект
наличия в штаммах активности пируваткарбоксила!
зы или же конститутивной экспресии aceEF!lpdA
оперона был более выраженным, выход янтарной
кислоты повышался на ~4.5% и ~9%, соответствен!
но. Тем не менее, отсутствие выраженного сниже!
ния продукции соответствующими штаммами пи!
ровиноградной кислоты в данных условиях позво!
ляло сделать предположение о сохраняющихся
условиях лимитации для эффективной конверсии
этого предшественника в янтарную кислоту. При
этом в случае штамма, содержащего пируваткарбок!
силазу, позволяющую обеспечить эффективную
конверсию пировиноградной кислоты в щавелево!
уксусную кислоту, лимитация была обусловлена не!
посредственно недостатком восстановленных экви!
валентов для конверсии последней в янтарную кис!
лоту. Тогда как в случае штамма SGM0.1 PL!aceEF!
lpdA, способного к формированию дополнительных
к гликолитическим НАДH эквивалентов за счет ак!
тивности НАД+!восстанавливающего пируватде!
гидрогеназного комплекса, эта лимитация обуслав!
ливалась недостаточным образованием щавелево!
уксусной кислоты из интенсивно расходуемого
клеткой метаболического предшественника пиро!
виноградной кислоты – фосфоенолпирувата. Таким
образом обеспечение в одном штамме совместной
активности пируваткарбоксилазы и НАД+!восста!
навливающего пируватдегидрогеназного комплекса
могло взаимно компенсировать эффекты лимити!
рующие продукцию янтарной кислоты штаммами
SGM0.1 [pPYC] и SGM0.1 PL!aceEF!lpdA.

Действительно, объединение обеих активностей
в штамме SGM0.1 PL!aceEF!lpdA [pPYC] приводило
к резкому падению продукции им пировиноградной
кислоты и резкому росту образования янтарной
кислоты. При этом отношения приращений коли!
честв синтезированной штаммом янтарной кислоты

3HCO ,−

3HCO−
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и убыли количества синтезированной им пировино!
градной кислоты относительно штаммов SGM0.1 и
SGM0.1 [pPYC] во всех случаях были близки к 2/3.
Это свидетельствовало о том, что увеличение про!
дукции янтарной кислоты штаммом SGM0.1 PL!
aceEF!lpdA [pPYC] относительно штаммов SGM0.1 и
SGM0.1 [pPYC], продуцирующих данное вещество в
восстановительной части цикла трикарбоновых
кислот, было обусловлено, в основном, активацией
глиоксилатного шунта. С участием глиоксилатного
шунта две молекулы янтарной кислоты могут быть
синтезированы из одной молекулы щавелевоуксус!
ной кислоты и двух молекул ацетил!КоА. Поскольку
щавелевоуксусная кислота и ацетил!КоА синтези!
руются в штамме SGM0.1 PL!aceEF!lpdA [pPYC] из
пировиноградной кислоты, можно заключить, что в
этом случае образование 2 молекул янтарной кисло!
ты с участием глиоксилатного шунта требует расхода
3 молекул пировиноградной кислоты, обуславливая
соотношение продукт/субстрат – 2/3. В клетках
E. coli дикого типа ферменты глиоксилатного шунта
активируются лишь при росте на уксусной кислоте,
жирных кислотах и других субстратах, утилизация
которых происходит через первичное образование
ацетил!КоА. Вместе с тем, известно, что гены коди!
рующие ферменты глиоксилатного шунта экспрес!
сируются конститутивно при инактивации белка!
репрессора IclR [20]. Однако, глиоксилатный шунт
может активироваться при анаэробной утилизации
глюкозы штаммами с инактивированными генами
ackA, pta, ldhA и adhE даже в присутствии интактного
IclR [4]. По!видимому, это связано с формировани!
ем в мутантных штаммах избыточного пула ацетил!
КоА из пировиноградной кислоты под действием
пируватформиатлиазы. В штамме SGM0.1 PL!
aceEF!lpdA [pPYC], с интактным adhE, относитель!
ное возрастание пула ацетил!КоА обуславливалось
дополнительной к пируватформиатлиазе активно!
стью НАД+!восстанавливающего пируватдегидро!
геназного комплекса. При этом возрастание пула
ацетил!КоА, сопровождающееся генерацией допол!
нительных НАДH эквивалентов на фоне интактной
альдегид/алкоголь дегидрогеназы AdhE, не приво!
дило к значительному увеличению образования эта!
нола штаммом. Это объяснялось генерацией
НАД+!восстанавливающим пируватдегидрогеназ!
ным комплексом лишь одной молекулы НАДH на
формируемый ацетил!КоА, в то время как конвер!
сия последнего в этанол требует двух восстанов!
ленных эквивалентов. С учетом активности пиру!
ватформиатлиазы, синтез в клетке ацетил!КоА за!
ведомо превышал генерацию необходимых для его
конверсии в этанол восстановленных эквивален!
тов. Вместе с тем, образование янтарной кислоты с
участием глиоксилатного шунта требует расхода
двух молекул ацетил!КоА и окисления одной моле!
кулы НАДH. Таким образом, у штамма SGM0.1 PL!
aceEF!lpdA [pPYC] вовлечение ацетил!КоА в глиок!

силатный шунт, с формированием янтарной кисло!
ты, было предпочтительней его конверсии в этанол.

Важно отметить, что ярко выраженный эффект
конститутивной экспрессии генов aceEF!lpdA в
штамме с активностью пируваткарбоксилазы на!
блюдался вне зависимости от присутствия в среде

дополнительного источника  Это позволило
заключить, что сочетание активностей пируват!
карбоксилазы и НАД+!восстанавливающего пиру!
ватдегидрогеназного комплекса способствовало до!
стижению определенного баланса окислитель!
но/восстановительных реакций и потоков углерода
в клетках рекомбинантного штамма, в то время как
повышение уровня растворенного CO2 способство!
вало лишь общей интенсификации соответствую!
щих биохимических процессов.

Влияние активного пируватдегидрогеназного
комплекса на анаэробный метаболизм клеток E. coli
[21], на анаэробную продукцию ими этанола [22, 23]
и других продуктов брожения [24] в последнее время
активно обсуждается. Тем не менее прямой эффект
положительного влияния активности НАД+!восста!
навливающего пируватдегидрогеназного комплекса
на анаэробную продукцию янтарной кислоты клет!
ками E.coli продемонстрирован нами впервые. 

Данный эффект был показан на модельных ре!
комбинантных штаммах. Очевидно, что их оптими!
зация для сверхсинтеза целевого продукта требует
внесения дополнительных направленных модифи!
каций в клеточный метаболизм. 

Авторы выражают благодарность сотрудникам
ГосНИИгенетика Антоновой С.В. и Сухоженко А.В.
за проведение хроматографических анализов.
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Anaerobic Synthesis of Succinic Acid by Escherichia coli Strains 
with Activated NAD+ Reducing Pyruvate Dehydrogenase Complex
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Abstract—Effect of constitutive expression of the aceEF�lpdA operon genes coding for the enzymes of NAD+

reducing pyruvate dehydrogenase complex on the anaerobic production of succinic acids from glucose by
recombinant Escherichia coli strains was studied. Basic producer strains were obtained by inactivation of the
main pathways for synthesis of acetic and lactic acids by deletion of the genes ackA, pta, poxB, and ldhA
(SGM0.1) in E. coli strain MG1655 cells and additional introduction of the Bacillus subtilis pyruvate carbox�
ylase (SGM0.1 [pPYC]). A constitutive expression of the genes aceEF�lpdA in derivatives of the basic strains
SGM0.1 PL�aceEF�lpdA and SGM0.1 PL�aceEF�lpdA [pPYC] was provided by replacing the native regula�
tory region of the operon with the lambda phage PL promoter. Molar yields of succinic acid in anaerobic glu�
cose fermentation by strains SGM0.1 PL�aceEF�lpdA and SGM0.1 PL�aceEF�lpdA [pPYC] exceeded the
corresponding yields displayed by several control strains (exceeded considerably in the case of the strains with
a pyruvate carboxylase activity). It is concluded that an increase in the succinic acid production by strain
SGM0.1 PL�aceEF�lpdA [pPYC] as compared with the strains SGM0.1 and SGM0.1 [pPYC], which synthe�
size this substance in the reductive tricarboxylic acid cycle, is determined by activation of the glyoxylate
shunt.
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