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Бутанол, благодаря своим физико�химическим
свойствам, рассматривается как перспективное
биотопливо, которое может быть получено из воз�
обновляемого сырья [1]. Природными продуцен�
тами 1�бутанола являются представители рода
Clostridium. С. acetobutylicum, C. beijerinckii, C. sac�
charoperbutylacetonicum и др. способны сбражи�
вать сахара с образованием смеси ацетона, 1�бу�
танола и этанола (так называемый АБЭ�процесс).
Однако использование АБЭ�процесса для про�
дукции 1�бутанола в настоящее время экономи�
чески не выгодно. Были предприняты попытки
конструирования продуцентов 1�бутанола путем
клонирования генов, кодирующих ферменты био�
синтеза бутанола клостридий, в клетках Esche�
richia coli [2–4], Bacillus subtilis [4], Pseudomonas
putida [4], Saccharomyces cerevisiae [5], Lactobacillus
brevis [6]. Ключевым моментом во всех работах
было обеспечение возможности биосинтеза эти�
ми микроорганизмами бутирил�КоА – метаболи�
та в норме ими не образуемого. Недавно было по�
казано, что в клетках E. coli биосинтез бутирил�
КоА с последующим образованием масляной
кислоты [7] или 1�бутанола [8–9] возможен в ре�
зультате обращения нативного для клеток пути
β�окисления жирных кислот. Цикл β�окисления
жирных кислот является одним из основных био�
химических путей, встречающимся во множестве
организмов, и это значительно расширяет спектр

потенциальных продуцентов 1�бутанола и других
высших спиртов. Формирующиеся в результате
обращения β�окисления жирных кислот ацил�
КоА�производные (в частности, бутирил�КоА)
могут быть восстановлены в соответствующие
спирты (в простейшем случае 1�бутанол) эндоген�
ными КoA�зависимыми алкоголь/альдегид дегид�
рогеназами, также весьма широко распространен�
ными ферментами.

Цель работы – сравнение эффективности био�
синтеза 1�бутанола клетками E. coli при формиро�
вании бутирил�КоА гетерологичным фермента�
тивным комплексом клостридий и нативными
ферментами пути β�окисления жирных кислот.

МЕТОДИКА

Бактериальные штаммы, плазмиды и среды.
Штамм E. coli K�12 MG1655 (ВКПМ B�6195) и ра�
нее сконструированный штамм E. coli BOX�3 [9],
способный синтезировать 1�бутанол по обращен�
ному пути β�окисления жирных кислот, были ис�
пользованы в качестве исходных для конструиро�
вания всех полученных в работе штаммов. Ис�
пользованные в работе штаммы и плазмиды
представлены в табл. 1. Бактерии культивирова�
ли в богатых средах LB, SOB, SOC и минималь�
ной среде М9 [10], при необходимости с добавле�
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нием ампициллина (100 мкг/мл) или хлорамфе�
никола (30 мкг/мл). 

Реагенты. Использовали препараты рестрик�
таз и Т4 ДНК�лигазы (“Fermentas”, Литва), ДНК
полимеразы Taq (“Fermentas”, Литва) и Phusion
(“Finnzymes”, Финляндия). Олигонуклеотиды
(табл. 2) синтезировали в ЗАО “Синтол” (Россия).
Полученные ПЦР�продукты очищали с помощью
электрофореза в агарозном геле и выделяли, ис�
пользуя QIAquick Gel Extraction Kit (“Qiagen”,
США). Компоненты питательных сред, соли и
другие реагенты были производства “Panreac”
(Испания) и “Sigma” (США). 

Конструирование штаммов и плазмид. Все хро�
мосомные модификации осуществляли с исполь�
зованием методики, разработанной Даценко и
Ваннер [11]. Линейные фрагменты ДНК для инак�
тивации генов ackA�pta, poxB, ldhA и adhE, содер�
жащие маркер устойчивости к хлорамфениколу
(ген cat), получали при помощи ПЦР с использо�
ванием пар праймеров P1, P2; P5, P6; P9, P10;
P13, P14 и плазмиды pMW118�(λattL�Cm�λattR)
[12] в качестве матрицы. 

Полученные фрагменты ДНК были по отдель�
ности интегрированы в хромосому штамма E. coli

MG1655, несущего плазмиду�помощника pKD46.
Последующее удаление маркера, фланкирован�
ного att�сайтами (attachment) фага лямбда, из
хромосом целевых штаммов, проводили с ис�
пользованием плазмиды pMWts�Int/Xis, как опи�
сано ранее [13]. Факт соответствия предполагае�
мых и полученных экспериментально структур
хромосом отобранных штаммов, с индивидуаль�
но инактивированными генами ackA�pta, poxB,
ldhA и adhE, подтверждали ПЦР�анализом с по�
мощью пар локус�специфичных праймеров P3,
P4; P7, P8; P11, P12 и P15, P16 соответственно. Де�
леции генов ackA�pta, poxB, ldhA и adhE были объ�
единены в хромосомах целевых штаммов серией
последовательных P1�зависимых трансдукций [10].

Трансформацию штаммов плазмидами pHYc
[14] и pHYc�thl�bcs [6] осуществляли по стандарт�
ной методике.

Культивирование штаммов для биосинтеза 1�бута�
нола. Клетки штамма E. coli дикого типа MG1655, а
также клетки всех рекомбинантных штаммов вы�
ращивали в течение ночи в среде М9, содержащей
2 г/л глюкозы, при 37°C. По 5 мл полученных
ночных культур разбавляли в 50 раз, добавляя
45 мл среды М9, содержащей 10 г/л глюкозы. Полу�

Таблица 1. Использованные штаммы и плазмиды

Объект Генотип Ссылка

Штамм

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

MG Δ2 E. coli MG1655 ΔackA�pta, ΔpoxB Данная работа

MG Δ3 E. coli MG1655 ΔackA�pta, ΔpoxB, ΔldhA »

MG Δ4 E. coli MG1655 ΔackA�pta, ΔpoxB, ΔldhA, ΔadhE »

MG [pHYc�thl�bcs] MG 1655 + pHYc�thl�bcs »

MG Δ2 [pHYc�thl�bcs] MG Δ2 + pHYc�thl�bcs »

MG Δ3 [pHYc�thl�bcs] MG Δ3 + pHYc�thl�bcs »

MG Δ4 [pHYc�thl�bcs] MG Δ4 + pHYc�thl�bcs »

BOX�3 E. coli MG1655 lacIQ [9]

Ptrc�ideal�4�SDϕ10�adhE(Glu568Lys),

Ptrc�ideal�4�SDϕ10�atoB, Ptrc�ideal�4�SDϕ10�fadB,

Ptrc�ideal�4�SDϕ10�fadE

BOX�3 Δ2 BOX�3 ΔackA�pta, ΔpoxB Данная работа

BOX�3 Δ3 BOX�3 ΔackA�pta, ΔpoxB, ΔldhA »

BOX�3 Δ4 BOX�3 ΔackA�pta, ΔpoxB, ΔldhA, ΔadhE »

Плазмида

pMW118�(λattL�Cm�λattR) pSC101, bla, cat, λattL�cat�λattR cassete [12]

pKD46 pINT�ts, bla, ParaB�λgam�bet�exo [11]

pMWts�Int/Xis pSC101�ts, bla, PR�λxis�int, cIts857 [13]

pHYc pHY300PLK, bla, cat, ori�pAMa1, ori�177 [14]

pHYc�thl�bcs pHYc с клонированными генами crt, bcd, etfB, etfA, hbd и
thlA из C. acetobutylicum

[6]
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ченные культуры растили в колбах объемом 750 мл
при 37°C на роторной качалке при 250 об/мин в те�
чение 6 ч. В случае штамма BOX�3 и его производ�
ных спустя 3 ч от начала инкубации в среды куль�
тивирования добавляли изопропил�β�D�тиога�
лактозид (ИПТГ) до конечной концентрации
1 мМ. Полученные клеточные суспензии центри�
фугировали в течение 15 мин при 2000 g при 4°C.
Осадки ресуспендировали в 15 мл среды М9 или
LB, содержащих 10 г/л глюкозы. Инкубацию по�
лученных клеточных культур проводили в тече�
ние 24 ч в пробирках объемом 15 мл, закрытых за�
винчивающимися крышками, при 37°C на ротор�
ной качалке при 150 об/мин в присутствии 1 мМ
ИПТГ для штамма BOX�3 и его производных и
100 мкг/мл ампициллина для штаммов, содержа�
щих плазмиды.

Аналитические методы. Концентрацию орга�
нических кислот и остаточной глюкозы в культу�
ральных жидкостях определяли методом ВЭЖХ с
использованием системы HPLC “Waters” (США).
Для измерения концентрации органических кис�
лот использовали ReproSil�Pur C18�AQ (“Dr.
Maisch”, Германия) с детекцией при длине волны
210 нм. Для измерения концентрации глюкозы
система была укомплектована рефрактивным де�
тектором “Waters” 2414 и колонкой Spherisorb�
NH2 (“Waters”, США). Концентрации 1�бутанола
и этанола в культуральных жидкостях определяли
методом ГХ с пламенно�ионизационным детек�
тором на колонке OmegaWax (30 м, 0.25 мм в.д.,
0.25 мкм толщина пленки) (“Supelco”, США).
Использовали хроматограф GC�17A (“Shimadzu”,
Япония), оснащенный автосамплером AOC�20i.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Биосинтез бутирил�КоА в клетках штамма
E. coli дикого типа MG1655 и в его производных
был обеспечен за счет экспрессии, в составе
плазмиды, генов: thlA, кодирующего ацетил�КоА
ацетилтрансферазу (КФ 2.3.1.8), hbd, кодирую�
щего 3�гидроксибутирил�КoA дегидрогеназу
(КФ 1.1.1.157), crt, кодирующего 3�гидроксибу�
тирил�КoA дегидратазу (КФ 4.2.1.55), bcd, ко�
дирующего бутирил�КoA дегидрогеназу
(КФ 1.3.99.2) и etfA и etfB, кодирующих компо�
ненты электрон�транспортного флавопротеина
из С. acetobutylicum. У штамма BOX�3 и его произ�
водных синтез бутирил�КоА осуществлялся фер�
ментами пути аэробного β�окисления жирных
кислот при индукции экспрессии хромосомаль�
ных копий соответствующих генов, находящихся
под контролем LacI�зависимого промотора [9].
Двухстадийное восстановление сформированно�
го бутирил�КоА в 1�бутанол в штаммах катализи�
ровалось нативной алкоголь/альдегид дегидроге�
назой E. coli AdhE (КФ 1.1.1.1/1.2.1.3).

При анаэробной утилизации глюкозы штамм
MG [pHYc�thl�bcs], содержащий гетерологичные
гены клостридий, и штамм BOX�3, не содержа�
щий гетерологичных генов, синтезировали замет�
ные количества 1�бутанола (табл. 3). Штамм
MG1655 и его производные, содержащие плазмиду
pHYc, не синтезировали детектируемых количеств
1�бутанола. Количество 1�бутанола, продуцируе�
мое штаммом MG [pHYc�thl�bcs], значительно
превосходило, образуемое штаммом BOX�3. Дан�
ный факт, по�видимому, объяснялся различным

Таблица 2. Использованные в работе олигонуклеотидные праймеры

Название Последовательность

P1 5'�catgtcgagtaagttagtactggttctgaactgcgg�cgctcaagttagtataaaaaagctgaac�3'

P2 5'�ttactgctgctgtgcagactgaatcgcagtcagcgc�tgaagcctgcttttttatactaagttgg�3'

P3 5'�cagtgcatgatgttaatcataaatgt�3'

P4 5'�atgcagcgcagttaagcaag�3'

P5 5'�catgaaacaaacggttgcagcttatatcgccaaaac�cgctcaagttagtataaaaaagctgaac�3'

P6 5'�ttaccttagccagtttgttttcgccagttcgatcac�tgaagcctgcttttttatactaagttgg�3'

P7 5'�gtcagatgaactaaacttgttaccg�3'

P8 5'�ggccatcatcgcttcgag�3'

P9 5'�tatgaaactcgccgtttatagcacaaaacagtacga�cgctcaagttagtataaaaaagctgaac�3'

P10 5'�ttaaaccagttcgttcgggcaggtttcgcctttttc�tgaagcctgcttttttatactaagttgg�3'

P11 5'�gtggcatgtttaaccgttcag�3'

P12 5'�gccatcagcaggcttagcg�3'

P13 5'�tatggctgttactaatgtcgctgaacttaacgcact�cgctcaagttagtataaaaaagctgaac�3'

P14 5'�ttaagcggattttttcgcttttttctcagctttagc�tgaagcctgcttttttatactaagttgg�3'

P15 5'�cagtgagtgtgagcgcgag�3'

P16 5'�gaagccgttatagtgcctcag�3'

3
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количеством в штаммах копий генов, кодирую�
щих ключевые ферменты биосинтеза бутирил�
КоА. У штамма MG [pHYc�thl�bcs] соответствую�
щие гены экспрессировались в составе плазмиды,
тогда как в штамме BOX�3 каждый ген, кодирую�
щий фермент, участвующий в биосинтезе 1�бута�
нола, был представлен единственной хромосом�
ной копией. Тем не менее, количество 1�бутано�
ла, продуцируемое обоими штаммами, было
невелико. В первую очередь, это связано с нехват�
кой ацетил�КоА для эффективного биосинтеза
ацетоацетил�КоА и формирования дальнейших
необходимых для образования целевого вещества
предшественников. Действительно, практически
вся потребленная штаммами глюкоза была ути�
лизирована в продукты брожения под действием
ферментов, вовлеченных в биохимические пути,
конкурирующие с биосинтезом 1�бутанола за
восстановленные эквиваленты и за прямые мета�
болические предшественники. При этом основ�
ным продуктом была уксусная кислота, при фор�
мировании которой под действием фосфотранс�
ацетилазы Pta (КФ 2.3.1.8) и ацетаткиназы AckA
(КФ 2.7.2.1) расходуется ацетил�КоА, а под дей�
ствием пируватоксидазы PoxB (КФ 1.2.5.1), его
прямой метаболический предшественник – пи�
ровиноградная кислота. Таким образом, для сбе�
режения ацетил�КоА и повышения его доступно�
сти для биосинтеза 1�бутанола инактивировали в
штаммах гены pta, ackA и poxB, кодирующие фер�
менты, катализирующие в клетках E. coli основ�
ные реакции образования уксусной кислоты.

В результате инактивации соответствующих
генов штаммы MG Δ2 [pHYc�thl�bcs] и BOX�3 Δ2
при анаэробном сбраживании глюкозы не синте�
зировали детектируемых количеств уксусной
кислоты, однако демонстрировали увеличенное
образование продуктов – производных фосфо�
енолпирувата (янтарная кислота) и пировино�

градной кислоты (молочная кислота). При этом
наблюдалось снижение продукции штаммами
этанола и 1�бутанола. В случае штамма BOX�3 Δ2
продукции 1�бутанола не отмечалось. Можно бы�
ло предположить, что падение эффективности
биосинтеза штаммами спиртов, формирующихся
в результате восстановления ацетил�КоА или его
производного бутирил�КоА, было обусловлено
двумя взаимосвязанными причинами. Первая
причина – снижение интенсивности потока угле�
рода через ацетил�КоА в результате инактивации
фосфотрансацетилазы Pta и ацетаткиназы AckA,
а также в результате возросшего расхода его мета�
болических предшественников – фосфоенолпи�
рувата и пировиноградной кислоты на синтез со�
ответственно янтарной и молочной кислот. Вторая
причина – снижение относительной доступности
необходимых для биосинтеза спиртов восстанов�
ленных НАДН эквивалентов. Действительно, для
формирования одной молекулы этанола из аце�
тил�КоА необходимо 2 молекулы НАДН, в то вре�
мя как для образования одной молекулы 1�бута�
нола из двух молекул ацетил�КоА необходимо 4
восстановленных эквивалента. В отсутствие кис�
лорода формирование из глюкозы двух молей пи�
ровиноградной кислоты сопровождается генера�
цией только двух молей гликолитического НАДН.
При этом формирование молочной кислоты из
пировиноградной сопровождается окислением
эквимолярного количества НАДН, а образование
янтарной кислоты из фосфоенолпирувата в вос�
становительной части цикла трикарбоновых кис�
лот требует двукратного молярного избытка вос�
становленных эквивалентов. По этой причине, а
также в силу того, что недавно была показана зна�
чимость для биосинтеза 1�бутанола “движущих
сил” ацетил�КоА и НАДН [15], инактивировали в
штаммах ген ldhA, кодирующий лактатдегидроге�
назу LdhA (КФ 1.1.1.28), для повышения относи�

Таблица 3. Концентрации* метаболитов, продуцируемых сконструированными штаммами в условиях анаэроб�
ной утилизации глюкозы

Штамм Потребленная 
глюкоза, мМ

Кислота, мМ
Этанол, 

мМ
1�Бутанол, 

мкМпировино�
градная молочная уксусная янтарная

MG [pHYc�thl�bcs] 24.0 (0.5) 0.5 (0.1) 6.1 (0.2) 10.0 (0.5) 1.6 (0.1) 10.2 (0.3) 170.0 (7.2)

BOX�3 22.8 (0.6) 0.2 (0.1) 6.1 (0.2) 11.5 (0.6) 1.5 (0.1) 7.2 (0.2) 12.1 (0.8)

MG Δ2 [pHYc�thl�bcs] 27.2 (0.9) 1.0 (0.2) 11.8 (0.3) – 4.8 (0.2) 6.7 (0.2) 70.2 (3.4)

BOX�3 Δ2 26.1 (0.7) 0.7 (0.1) 12.9 (0.4) – 4.1 (0.2) 5.8 (0.2) –

MG Δ3 [pHYc�thl�bcs] 20.0 (0.5) 23.4 (0.5) 0.6 (0.1) 0.7 (0.1) 4.1 (0.2) 9.7 (0.3) 153.8 (6.8)

BOX�3 Δ3 21.6 (0.5) 25 (0.4) 0.8 (0.1) 1.2 (0.1) 3.1 (0.2) 7.4 (0.2) 137.0 (6.3)

MG Δ4 [pHYc�thl�bcs] 3.3 (0.2) 3.4 (0.2) – – 0.5 (0.1) 0.4 (0.1) –

BOX�3 Δ4 3.3 (0.2) 3.7 (0.2) – – 0.7 (0.1) 0.7 (0.1) –

* Указанные значения являются средними для трех независимых экспериментов. В скобках указаны стандартные отклонения.
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тельной доступности для биосинтеза 1�бутанола
восстановленных НАДН эквивалентов.

Полученные штаммы MG Δ3 [pHYc�thl�bcs] и
BOX�3 Δ3 более половины утилизированной глю�
козы экскретировали в среду в виде пировино�
градной кислоты, тем самым повышая доступ�
ность гликолитически сформированных НАДН
для биосинтеза 1�бутанола из “остаточных” мета�
болитов предшественников. Действительно, био�
синтез 1�бутанола штаммами MG Δ3 [pHYc�thl�
bcs] и BOX�3 Δ3 возрос относительно штаммов
MG Δ2 [pHYc�thl�bcs] и BOX�3 Δ2. При этом про�
дукция 1�бутанола штаммами MG Δ3 [pHYc�thl�bcs]
и BOX�3 Δ3 практически не отличалась. Данный
результат свидетельствовал о том, что формиро�
вание бутирил�КоА в клетках E. coli в результате
обращенного действия ферментов нативного пу�
ти β�окисления жирных кислот может быть срав�
нимо по эффективности с формированием этого
метаболита под действием гетерологичного фер�
ментативного комплекса клостридий. Недавно
эффективное образование в клетках E. coli ацил�
КоА производных в результате обращения цикла
β�окисления жирных кислот было показано при
суперэкспрессии ключевых генов в составе плаз�
мид [8]. Полученные нами результаты свидетель�
ствовали о достаточности, при создании благо�
приятных условий, единичных хромосомных ко�
пий генов, кодирующих ферменты β�окисления
жирных кислот, для эффективного биосинтеза
бутирил�КоА в клетках E.coli.

Тем не менее количества 1�бутанола, синтези�
рованные штаммами MG Δ3 [pHYc�thl�bcs] и
BOX�3 Δ3 оставались низкими и не сравнимыми с
количествами продуцируемого штаммами этано�
ла. Причиной этому служило то, что ацетил�КоА
является для алкоголь/альдегид дегидрогеназы
AdhE гораздо более предпочтительным субстра�
том, нежели бутирил�КоА [2]. Однако алкоголь�
или альдегид�дегидрогеназную активность в клет�
ках E. coli могут проявлять также и другие фермен�
ты, такие, как, например, AdhP (КФ 1.1.1.1), YqhD
(КФ 1.1.1.�), MhpF (КФ 1.2.1.10) и др. В норме ак�
тивность данных ферментов в клетках не прояв�
ляется, но может активироваться в рекомбинант�
ных штаммах. Так, в частности, остаточный био�
синтез штаммами MG Δ3 [pHYc�thl�bcs] и BOX�3
Δ3 уксусной и молочной кислот с учетом инакти�
вации основных путей их биосинтеза был обу�
словлен, по всей видимости, активацией дей�
ствия альтернативных ферментов, таких, как
ацил�КоА тиоэстераза YciA (КФ 3.1.2.20), аце�
тальдегиддегидрогеназа MhpF (КФ 1.2.1.10), аль�
дегиддегидрогеназа AldB (КФ 1.2.1.4) и лакталь�
дегид дегидрогеназа AldA (КФ 1.2.1.22). Таким
образом, алкоголь/альдегид дегидрогеназа AdhE
была инактивированна в клетках рекомбинант�
ных штаммов.

Однако в результате такой модификации анаэ�
робная утилизация глюкозы полученными штам�
мами MG Δ4 [pHYc�thl�bcs] и BOX�3 Δ4 резко сни�
зилась. Можно было предположить, что фоновой
активности альтернативных алкоголь� и альде�
гид�дегидрогеназ было недостаточно для эффек�
тивного биосинтеза спиртов, о чем свидетель�
ствовало отсутствие в средах культивирования
штаммов 1�бутанола и присутствие лишь незна�
чительных количеств этанола. В результате сни�
женная интенсивность реокисления гликолити�
ческого НАДН в клетках рекомбинантных штам�
мов ограничивала их способность к анаэробному
потреблению глюкозы. Очевидно, что для обес�
печения в клетках модифицированных штаммов
повышенной активности целевых алкоголь� и
альдегид�дегидрогеназ требуется направленное
изменение в хромосоме регуляторных областей
кодирующих их генов.

Результаты проведенного нами исследования
свидетельствуют о том, что формирование в клет�
ках E. coli бутирил�КоА в результате обращенного
действия собственных ферментов пути β�окисле�
ния жирных кислот может быть, как минимум, не
менее эффективным, чем катализируемое гетеро�
логичным ферментативным комплексом кло�
стридий. При этом для эффективного биосинтеза
данного метаболита не требуется суперэкспрессии
генов, кодирующих ключевые ферменты, в соста�
ве плазмид. Данные, полученные в ходе характе�
ристики рекомбинантных штаммов, позволили
заключить, что для конструирования на основе
модельного штамма BOX�3 Δ4 эффективного
продуцента 1�бутанола необходимо обеспечить в
клетках штамма повышенную интенсивность об�
разования ацетил�КоА и достаточную активность
специфичных алкоголь� и альдегид�дегидроге�
наз, катализирующих терминальные стадии вос�
становления бутирил�КоА в целевой продукт.
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Abstract—Anaerobic biosynthesis of 1�butanol from glucose is investigated in recombinant Escherichia coli
strains which form butyryl�CoA using the heterologous enzyme complex of clostridia or as a result of a rever�
sal in the action of native enzymes of the fatty acid β�oxidation pathway. It was revealed that when the basic
pathways of acetic and lactic acid formation are inactivated due to deletions in the ackA, pta, poxB, and ldhA
genes, the efficiency of butyryl�CoA biosynthesis and its reduced product, i.e., 1�butanol, by two types of
recombinant stains is comparable. The limiting factor for 1�butanol production by the obtained strains is the
low substrate specificity of the basic CoA�dependent alcohol/aldehyde AdhE dehydrogenase from E. coli to
butyryl�CoA. It was concluded that, in order to construct an efficient 1�butanol producer based on a model
strain synthesizing butyryl�CoA as a result of a reversal in fatty acid β�oxidation enzymes, it is necessary to
provide intensive formation of acetyl�CoA and enhanced activity of alternative alcohol and aldehyde dehy�
drogenases in the cells of a strain.
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