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Благодаря хорошо изученному метаболизму и
доступному генно�инженерному инструмента�
рию бактерии вида Escherichia coli традиционно
используются в качестве базового микроорганиз�
ма для создания штаммов�продуцентов различ�
ных биологически активных и промышленно
значимых веществ. Дополнительным преимуще�
ством этих бактерий является способность к эф�
фективному и быстрому росту даже в минималь�
ных солевых средах, содержащих дешевые источ�
ники углерода. Так, в частности, глюкоза, один из
наиболее предпочтительных для клеток E. coli суб�
стратов, благодаря своей дешевизне может быть
эффективно использована как для накопления
биомассы рекомбинантных штаммов�продуцен�
тов, так и для последующей продукции целевых
веществ. 

Общим принципом конструирования реком�
бинантных штаммов�продуцентов промышленно
значимых соединений является инактивация пу�
тей конкурентной утилизации ключевых метабо�
литов предшественников, участвующих в био�
синтезе целевого вещества. Среди интермедиатов
центрального метаболизма, являющихся предше�
ственниками в синтезе целого ряда высокоценных
веществ, особый интерес представляет сохранение
для участия в целевых биосинтетических реакциях
пировиноградной кислоты и ацетил�КоА.

С целью сбережения данных метаболитов, в
первую очередь, инактивируют основные пути их
нецелевого расходования клетками, сопровожда�
ющегося, в общем случае, экскрецией в среду ор�
ганических кислот и этанола. Значительную часть
этих путей представляют собой реакции, участвую�
щие в процессе смешаннокислотного брожения.
Так, основные побочные пути утилизации ацетил�
КоА – образование из этого метаболита уксусной
кислоты и этанола. Для прекращения синтеза этих
веществ из ацетил�КоА, общепринятыми являются
инактивация генов ackA и pta, кодирующих ацетат�
киназу (КФ 2.7.2.1) и фосфотрансацетилазу
(КФ 2.3.1.8), а также гена adhE, кодирующего, со�
ответственно, бифункциональную алкоголь�,
альдегиддегидрогеназу (КФ 1.1.1.1/1.2.1.3) [1]. В
случае пировиноградной кислоты инактивиру�
ют гены ldhA и poxB, кодирующие лактатдегид�
рогеназу (КФ 1.1.1.28) и пируватоксидазу
(КФ 1.2.5.1), участвующие в превращении ис�
ходного метаболита, соответственно, в молоч�
ную и уксусную кислоты [1].

Известно, что в результате таких модифика�
ций скорость роста на глюкозе полученных ре�
комбинантных штаммов снижается. Так, в част�
ности, в случае инактивации генов pta и/или ackA
снижение скорости роста соответствующих штам�
мов обусловлено невозможностью генерации до�
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полнительной молекулы АТФ при синтезе уксус�
ной кислоты [2–4]. Вместе с тем, быстрое накоп�
ление биомассы рекомбинантного штамма и
последующий синтез целевого вещества значи�
тельной массой клеток, находящихся в стацио�
нарной фазе, технологически более выгоден, зна�
чительно повышая продуктивность (г/л ⋅ ч). При
этом быстрый аэробный рост клеток E. coli дикого
типа в средах с глюкозой обусловлен именно фор�
мированием дополнительной молекулы АТФ в
ходе образования из ацетил�КоА уксусной кисло�
ты и сопровождается значительным выделением
клетками данного вещества. Последний феномен
получил название “бактериального эффекта
Крэбтри” [5] или же “эффекта избыточного мета�
болизма”. Этот эффект возникает из�за дисба�
ланса между интенсивностью гликолиза и скоро�
стью оборачиваемости цикла трикарбоновых
кислот и сопровождается экскрецией “лишней”
неметаболизированной глюкозы в виде производ�
ных тех или иных терминальных интермедиатов
гликолиза. Таким образом, следствием эффекта из�
быточного метаболизма при выращивании клеток
рекомбинантных штаммов�продуцентов в средах с
глюкозой является накопление в культуральной
жидкости побочных веществ, затрудняющее даль�
нейшую очистку и выделение целевого продукта.
Так, при инактивации в рекомбинантных штаммах
основных путей биосинтеза уксусной кислоты за
счет делеций генов ackA, pta и poxB эффект Крэб�
три проявляется в накоплении в средах культиви�
рования пировиноградной и молочной кислот
[4]. Дополнительная инактивация в клетках ре�
комбинантов гена ldhA, отвечающего за образо�
вание молочной кислоты, приводит к доминант�
ной экскреции пировиноградной кислоты [6].
Накопление значительных количеств пировино�
градной кислоты в последнем случае является
результатом действия фосфоенолпируватзави�
симой фосфотрансферазной системы транспор�
та сахаров (ФСТ). Активная ФСТ, при транспор�
те глюкозы в клетку, эффективно превращает в
пировиноградную кислоту фосфоенолпируват
(ФЭП), выступающий донором фосфатной
группы при фосфорилировании глюкозы. Инак�
тивация ФСТ сахаров в клетках E. coli дикого ти�
па снижает эффективность потребления глюко�
зы, интенсивность гликолиза и приводит к отме�
не “бактериального эффекта Крэбтри” [6, 7],
предотвращая, тем самым, накопление в средах
культивирования побочных продуктов. Вместе с
тем, однако, инактивация ФСТ значительно сни�
жает скорость роста клеток в средах, содержащих
глюкозу [7]. 

Ранее была продемонстрирована возможность
мутантных PTS� штаммов E. coli к эффективному
росту на минимальной среде с глюкозой в каче�
стве единственного источника углерода [8, 9].
Анализ мутантов показал, что некоторые из них

обладали повышенным уровнем экспрессии гена
galP. Известно, что GalP является низкоаффин�
ным H+�симпортером D�галактозы, способным,
в частности, к транспорту глюкозы [10]. Глюкоза,
поступающая в клетки штаммов с инактивирован�
ной ФСТ по механизму углевод/Н+�симпорта,
должна быть фосфорилирована для дальнейшего
участия в метаболизме. Такое фосфорилирование
в клетках E. coli осуществляется глюкокиназой Glk
[11, 12], использующей в качестве источника фос�
фата АТФ, а не ФЭП. Вместе с тем восстановление
за счет экспрессии генов galP и glk ростовых пара�
метров PTS– штаммов E. coli в минимальных сре�
дах, содержащих глюкозу в качестве единственного
источника углерода, сопровождается интенсифика�
цией бактериального эффекта Крэбтри. Так, пока�
затели секреции уксусной кислоты PTS� GalP+
Glk+ производными штамма E. coli W3110 при ро�
сте в минимальной среде с глюкозой двукратно пре�
вышают показатели, демонстрируемые в аналогич�
ных условиях родительским штаммом [8].

На сегодняшний день нет сведений о выра�
женности эффекта Крэбтри и его проявлениях
при росте на глюкозе рекомбинантных штаммов
E. coli с инактивированными путями нецелевого
расхода пировиноградной кислоты и ацетил�
КоА и содержащими альтернативную ФСТ си�
стему транспорта и фосфорилирования глюко�
зы (GalP, Glk). 

Цель работы – получение и характеристика ре�
комбинантных штаммов Escherichia coli, дефи�
цитных по путям смешаннокислотного броже�
ния, способных к быстрому росту на глюкозе в
аэробных условиях на фоне сниженного эффекта
Крэбтри. 

МЕТОДИКА

Бактериальные штаммы, плазмиды и среды. Ис�
пользованные в работе бактериальные штаммы
и плазмиды представлены в табл.1. Бактерии
культивировали аэробно при 37°С на качалке
при 250 об/мин в богатых средах LB, SOB, SOC и
минимальной среде М9 [13], содержащей 2.0 или
10.0 г/л глюкозы, при необходимости с добавле�
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 электрофо�
резом в агарозном геле и выделяли с помощью
QIAquick Gel Extraction Kit “Qiagen” (США).
Компоненты питательных сред, соли и другие
реагенты были производства “Panreac” (Испа�
ния) и “Sigma” (США). 
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Конструирование штаммов. Все хромосомные
модификации осуществляли с использованием ме�
тодики, разработанной Даценко и Ваннер [14]. Ли�
нейные фрагменты ДНК для инактивации генов
adhE и ptsG, содержащие маркер устойчивости к
хлорамфениколу (ген cat), получали при помощи
ПЦР с использованием пар праймеров P1, P2 и P5,
P6 и плазмиды pMW118�(λattL�Cm�λattR) [15] в
качестве матрицы. 

Полученные фрагменты ДНК были по отдель�
ности интегрированы в хромосому штамма E. coli
MG1655, несущего плазмиду�помощник pKD46.
Факт соответствия предполагаемых и получен�
ных экспериментально структур хромосом ото�
бранных штаммов, с индивидуально инактивиро�
ванными генами adhE и ptsG, подтверждали ПЦР
анализом с помощью пар локус�специфичных
праймеров P3, P4; Р7, Р8 соответственно. 

Таблица 1. Использованные в работе штаммы и плазмиды

Объект Генотип Ссылка

Штамм

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

SGM0.1 E. coli MG1655 ΔackA�pta, ΔpoxB, ΔldhA [16]

SGM1.0 E. coli MG1655 ΔackA�pta, ΔpoxB, ΔldhA, ΔadhE Данная работа

SGM1.0ΔptsG E. coli MG1655 ΔackA�pta, ΔpoxB, ΔldhA, ΔadhE, ΔptsG »

SGM1.0ΔptsG PtacgalP E. coli MG1655 ΔackA�pta, ΔpoxB, ΔldhA, ΔadhE, ΔptsG, PtacgalP »

SGM1.0ΔptsG PLglk E. coli MG1655 ΔackA�pta, ΔpoxB, ΔldhA, ΔadhE, ΔptsG, PLglk »

SGM1.0ΔptsG PLglk PtacgalP E. coli MG1655 ΔackA�pta, ΔpoxB, ΔldhA, ΔadhE, ΔptsG, PLglk, PtacgalP »

Плазмида

pMW118�(λattL�Cm�λattR) pSC101, bla, cat, λattL�cat�λattR cassette [15]

pKD46 pINT�ts, bla, ParaB�λgam�bet�exo [14]

pMWts�Int/Xis pSC101�ts, bla, PR�λxis�int, cIts857 [17] 

pDR540 pBR322, bla, galK, Ptac GenBank U13847

Таблица 2. Использованные в работе олигонуклеотидные праймеры

Название Последовательность

P1 5'�tatggctgttactaatgtcgctgaacttaacgcactcgctcaagttagtataaaaaagctgaac�3'

P2 5'�ttaagcggattttttcgcttttttctcagctttagctgaagcctgcttttttatactaagttgg�3'

P3 5'�cagtgagtgtgagcgcgag�3'

P4 5'�gaagccgttatagtgcctcag�3'

P5 5'�tatgtttaagaatgcatttgctaacctgcaaaaggtcgctcaagttagtataaaaaagctgaac�3'

P6 5'�ttagtggttacggatgtactcatccatctcggtttttgaagcctgcttttttatactaagttgg�3'

P7 5'�ccatactcaggagcactctc�3'

P8 5'�catctggctgccttagtctc�3'

P9 5'�tgcgacagatctctcacctaccaaacaatgccc�3'

P10 5'�cattcttcaactgctccgctaaagtcaaaataattcttacggccaatgcttcgtttc�3'

P11 5'�tttgcccagcttgcaaaaaggcatcgctgcaattggcgctcaagttagtataaaaaagctgaac�3'

P12 5'�ctagtaagatcttgaagcctgcttttttatactaagttgg�3'

P13 5'�ttctattccttatgcggggtc�3'

P14 5'�cccacatcaccgactaatgc�3'

P15 5'�gaccatagatctccctgttgacaattaatcatcggctcgtataatg�3'

P16 5'�ttttttagcgtcaggcatgatgccctccaatatggtcgctcacaattccacacattatac�3'

P17 5'�agttgttacatttcttttcagtaaagtcttaattgccgctcaagttagtataaaaaagctgaac�3'

P18 5'�gattacaccaaccacaacagac�3'

P19 5'�cgtcattgccttgtttgaccg�3'



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 49  № 2  2013

РЕКОМБИНАНТНЫЕ ШТАММЫ Escherichia coli 139

Конструирование фрагмента ДНК для замены
нативной регуляторной области гена glk осу�
ществлялось в несколько стадий. На первом этапе
с использованием в качестве матрицы геномной
ДНК фага лямбда был получен фрагмент ДНК,
содержащий в начале участок узнавания BglII,
промотор PL, и 36 нуклеотидов, комплементар�
ных области предшествующей кодирующей части
гена glk. ПЦР проводили с использованием прай�
меров Р9 и Р10. На втором этапе фрагмент ДНК,
содержащий участок узнавания BglII, маркер CmR

и 36 нуклеотидов, гомологичных участку ДНК,
расположенному на 35 нуклеотидов ранее коди�
рующей области гена glk, был получен при помо�
щи ПЦР с использованием праймеров P11 и P12 и
плазмиды pMW118�(λattL�Cm�λattR). Получен�
ные фрагменты ДНК были обработаны эндо�
нуклеазой рестрикции BglII и лигированы Т4
ДНК�лигазой [13]. Продукт лигирования ампли�
фицировали с использованием праймеров P10 и
P11. Полученный ПЦР�продукт был использован
для интеграции в хромосому. Соответствие запла�
нированной и экспериментально полученной
нуклеотидной последовательности нового регу�
ляторного элемента, введенного перед кодирую�
щей областью гена glk, было подтверждено в по�
лученных клонах секвенированием с помощью
праймеров P13 и P14. 

Аналогичным образом нативный промотор гена
galP был заменен укороченным вариантом промо�
тора Ptac, обеспечивающим конститутивную тран�
скрипцию в LacI+ штаммах E. coli. Использовали
праймеры P15, P16, P17, P12 и плазмиды pDR540 и
pMW118�(λattL�Cm�λattR) в качестве матриц. Со�
ответствие запланированной и эксперименталь�
но полученной нуклеотидной последовательно�
сти нового регуляторного элемента, введенного
перед кодирующей областью гена galP, было под�
тверждено в полученных клонах секвенировани�
ем с помощью праймеров P18 и P19.

Штаммы SGM1.0, SGM1.0ΔptsG, SGM1.0ΔptsG
PtacgalP, SGM1.0ΔptsG PLglk и SGM1.0ΔptsG PLglk
PtacgalP были получены серией P1�зависимых тран�
сдукций соответствующих модификаций в ранее
сконструированный штамм SGM0.1 [16]. Удаление
маркера, фланкированного att�сайтами (attach�
ment) фага лямбда, из хромосом целевых штаммов,
проводили с использованием плазмиды pMWts�
Int/Xis, как описано ранее [17].

Определение скорости роста. Клетки штаммов
выращивали в течение ночи при 37°C в среде М9,
содержащей 2.0 г/л глюкозы. В свежую среду М9,
содержащую 2.0 или 10.0 г/л глюкозы, добавляли
необходимое количество ночной культуры до
ОП600 ≈ 0.04. Культуры выращивали при 37°C на
роторной качалке при 250 об/мин 9 ч. Оптиче�
скую плотность растущей культуры измеряли че�
рез 3, 5, 7, 9 ч при длине волны 600 нм. Скорость

роста определяли по графику изменения оптиче�
ской плотности культур от времени. Логарифми�
ческие части кривых роста аппроксимировали
уравнением ОП = Aexp(μТ).

Аналитические методы. Концентрацию орга�
нических кислот и остаточной глюкозы в культу�
ральной жидкости определяли методом ВЭЖХ с
использованием системы HPLC “Waters” (США).
Для измерения концентраций органических кис�
лот использовали колонку ReproSil�Pur C18�AQ
“Dr. Maisch” (Германия) с детекцией при длине
волны 210 нм. Для измерения концентрации глю�
козы система была укомплектована рефрактомет�
рическим детектором “Waters” 2414 и колонкой
Spherisorb�NH2 “Waters” (США). Концентрацию
этанола определяли методом ГХ с пламенно�
ионизационным детектором на колонке Omega�
Wax “Supelco” (30 м, 0.25 мм в.д., 0.25 мкм толщи�
на пленки) (США). Использовали хроматограф
“Shimadzu” GC�17A (Япония), оснащенный ав�
тосамплером AOC�20i. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В работе было исследовано влияние альтерна�
тивной ФСТ системы транспорта и фосфорилиро�
вания глюкозы (GalP, Glk) на характеристики
аэробного роста рекомбинантных штаммов E. coli,
дефицитных по путям смешаннокислотного бро�
жения, в минимальной среде, содержащей глюко�
зу в качестве единственного источника углерода.

Инактивация основных путей образования ук�
сусной, молочной кислоты, этанола, а также ФСТ
сахаров в штаммах была осуществлена в результа�
те делеций генов ackA, pta, poxB, ldhA, adhE и ptsG
соответственно. Альтернативный транспорт глю�
козы в клетки штаммов был обеспечен за счет
конститутивной экспрессии генов galP и glk при
замене в хромосоме регуляторных областей соот�
ветствующих генов необходимыми по силе промо�
торами. Для транскрипции гена glk был использо�
ван “сильный” промотор PL, в силу того, что эф�
фективность роста клеток с инактивированной
ФСТ системой на глюкозе повышается при увели�
чении активности глюкокиназы [12]. Для тран�
скрипции гена galP был выбран более “слабый”
промотор Ptac, поскольку сверхпродукция мем�
бранных белков, в частности транспортеров саха�
ров, сопряжена с токсичным эффектом [18]. Мо�
дификации PtacgalP и PLglk были внесены в штамм
SGM1.0ΔptsG с помощью Р1�зависимой транс�
дукции раздельно или совместно. 

Для определения скорости роста штаммов E. сoli
MG1655, SGM1.0, SGM1.0ΔptsG, SGM1.0ΔptsG
PtacgalP, SGM1.0ΔptsG PLglk, SGM1.0ΔptsG PLglk
PtacgalP при аэробной утилизации глюкозы, как
единственного источника углерода, соответствую�
щие культуры выращивали в минимальной соле�

3*
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вой среде М9, содержащей углеводный субстрат в
количестве 2.0 или 10.0 г/л. Типичные кривые ро�
ста клеток представлены на рисунке, значения
скорости роста – в табл. 3.

Скорость роста штамма SGM1.0, в котором
инактивированы пути образования уксусной, мо�
лочной кислоты и этанола, составляла 90% ско�
рости роста штамма E. coli дикого типа MG1655
независимо от использованной концентрации
глюкозы в среде. В то же время клетки штамма
SGM1.0ΔptsG, лишенные ФСТ и в результате не�
способные быстро усваивать глюкозу, демонстри�
ровали скорость роста, составляющую 60% от
скорости роста штамма MG1655. Полученный ре�

зультат согласуется с известными данными лите�
ратуры, описывающими скорости роста ΔptsG
производных штаммов E. coli дикого типа на ми�
нимальных солевых средах с 2.0 г/л глюкозы, со�
ставляющими от 66 [19] до 84% [20] от показате�
лей родительских штаммов. Относительно более
выраженное снижение скорости роста штамма
SGM1.0ΔptsG в сравнении со штаммом дикого ти�
па MG1655 объясняется, в данном случае, вкладом
в общее снижение ростовых характеристик реком�
бинантного штамма инактивацией путей смешан�
нокислотного брожения.

В минимальной среде, содержащей 2.0 г/л
глюкозы, скорость роста штаммов SGM1.0ΔptsG
PtacgalP и SGM1.0 была практически одинакова –
0.44 и 0.43 ч–1 соответственно. Данный факт поз�
волял судить о том, что при малых концентрациях
глюкозы для восстановления скорости роста ре�
комбинантных штаммов с инактивированной
ФСТ достаточно обеспечения возможности аль�
тернативного транспорта субстрата за счет акти�
вации экспрессии гена galP путем замены его
природной регуляторной области на относитель�
но “слабый” tac промотор. С другой стороны, ин�
дивидуальное обеспечение конститутивной экс�
прессии гена glk, при использовании даже “сильно�
го” PL промотора, не способствовало повышению
скорости роста штамма SGM1.0ΔptsG. Известно,
что глюкокиназа, кодируемая геном glk, способна

3

2

1

0 8642 10

1

2
6

4

3

5

(б)

2.0

1.5

0.5

0

1

2

6
4

3
5

(а)

ч

1.0

ОП, 600 нм

Кривые роста исследуемых штаммов при выращивании в минимальной среде М9, содержащей 2.0 (а) и 10.0 (б) г/л
глюкозы.
1 – MG1655, 2 – SGM1.0, 3 – SGM1.0ΔptsG, 4 – SGM1.0ΔptsG PtacgalP, 5 – SGM1.0ΔptsG PLglk, 6 – SGM1.0ΔptsG
PLglk PtacgalP.

Таблица 3. Скорость роста штаммов в минимальной
среде М9 с глюкозой

Штамм
μ, ч–1

2.0 г/л 10.0 г/л

MG1655 0.49 0.55

SGM1.0 0.43 0.49

SGM1.0ΔptsG 0.30 0.33

SGM1.0ΔptsG PtacgalP 0.44 0.40

SGM1.0ΔptsG PLglk 0.30 0.26

SGM1.0ΔptsG PLglk PtacgalP 0.44 0.48
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катализировать фосфорилирование глюкозы лишь
при наличии субстрата в клетке, тогда как в случае
штамма SGM1.0ΔptsG PLglk транспорт данного мо�
носахарида из среды оставался лимитированным.
Действительно, совместная экспрессия генов glk и
galP в штамме SGM1.0ΔptsG PLglk PtacgalP приве�
ла к полному восстановлению роста по отноше�
нию к штамму SGM1.0. Можно было предполо�
жить, что в случае штамма SGM1.0ΔptsG PtacgalP
практически полное восстановление скорости роста
в сравнении с родительским штаммом обеспечива�
лось базальной активностью глюкокиназы, доста�
точной для фосфорилирования глюкозы транспор�
тируемой в клетку низкоаффинным H+�симпорте�
ром из среды с невысоким содержанием субстрата.

Так же, как и при концентрации глюкозы в
среде 2.0 г/л, усиления экспрессии лишь гена glk
было недостаточно для увеличения скорости ро�
ста культуры штамма SGM1.0ΔptsG и в среде, со�
держащей 10.0 г/л глюкозы. Менее эффективным
в отношении восстановления роста штамма
SGM1.0ΔptsG при концентрации глюкозы 10.0 г/л
оказалось и индивидуальное усиление экспрессии
гена galP, скорость роста штамма SGM1.0ΔptsG
PtacgalP в данных условиях составила лишь 80% от
скорости роста штамма SGM1.0. Интересно отме�
тить, что в случае инактивации в штаммах E. coli
дикого типа ФСТ за счет делеции генов ptsHI�crr

оперона, конститутивная экспрессия гена galP со
сравнимых по силе с Ptac промоторов обеспечива�
ла восстановление скорости роста мутантных
штаммов относительно предков дикого типа до
∼89% при содержании глюкозы в среде 2.0 г/л [8],
и до ∼60% при концентрации глюкозы 5.0 г/л [12].
Для полноценного восстановления ростовых ха�
рактеристик таких PTS– штаммов требовалась
обязательная совместная экспрессия в них генов
galP и glk. При культивировании штамма
SGM1.0ΔptsG в среде, содержащей 10.0 г/л глю�
козы, восстановление скорости роста до значе�
ния, характерного для штамма SGM1.0, было до�
стигнуто также при обеспечении конститутивной
экспрессии в штамме как гена galP, так и гена glk.

Исследование эффекта Крэбтри у штамма
MG1655 и его сконструированных производных,
дефицитных по путям смешаннокислотного бро�
жения, проводили, анализируя спектры и концен�
трации метаболитов, секретируемых штаммами
при аэробном росте в минимальной среде, содер�
жащей глюкозу в качестве единственного источни�
ка углерода. Концентрации метаболитов, секрети�
руемых исследуемыми штаммами при аэробном
выращивании в минимальной среде М9, содержа�
щей 2.0 и 10.0 г/л глюкозы, представлены в табл. 4 и
табл. 5.

Таблица 4. Концентрация метаболитов, секретируемых исследуемыми штаммами при аэробном выращивании в
минимальной среде М9, содержащей 2.0 г/л (11.1 мM) глюкозы

Штамм
Уксусная кислота, мМ Пировиноградная кислота, мМ

5 ч 7 ч 9 ч 5 ч 7 ч 9 ч

MG1655 5.1 6.7 11.2 0 0 0

SGM1.0 0 3.8 4.8 0.2 2.6 7.4

SGM1.0ΔptsG 0 0 0 0 0 0

SGM1.0ΔptsG PtacgalP 0 3.5 4.1 0 0 0

SGM1.0ΔptsG PLglk 0 0 0 0 0 0

SGM1.0ΔptsG PLglk PtacgalP 0 4.0 4.2 0 0.1 0.4

Таблица 5. Концентрация метаболитов, секретируемых исследуемыми штаммами, при аэробном выращивании
в минимальной среде М9, содержащей 10.0 г/л (55.5 мМ) глюкозы

Штамм
Уксусная кислота, мМ Пировиноградная кислота, мМ

5 ч 7 ч 9 ч 5 ч 7 ч 9 ч

MG1655 5.7 9.8 15.3 0 0 0

SGM1.0 3.3 4.5 5.7 1.6 5.3 14.0

SGM1.0ΔptsG 0 0 3.5 0 0 0

SGM1.0ΔptsG PtacgalP 0 0 4.0 0 0 0

SGM1.0ΔptsG PLglk 0 0 0 0 0 0

SGM1.0ΔptsG PLglk PtacgalP 0 3.8 4.2 0 0 0.6
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При выращивании на глюкозе штамма E. coli
дикого типа MG1655 эффект Крэбтри выражался
классическим накоплением в средах культивиро�
вания значительных количеств уксусной кисло�
ты. У штамма SGM1.0 с инактивированными ос�
новными путями биосинтеза уксусной кислоты,
молочной кислоты и этанола, доминантным про�
дуктом, секретируемым в среду с течением време�
ни, становилась пировиноградная кислота, что
согласуется с известными данными литературы
[6]. Остаточная секреция штаммом SGM1.0 и не�
которыми его производными уксусной кислоты с
учетом инактивации основных путей ее биосин�
теза объяснялась, по�видимому, действием аль�
тернативных ферментов, таких, как ацил�КоА–
тиоэстераза YciA (КФ 3.1.2.20) [21], ацетальдегид�
дегидрогеназа MhpF (КФ 1.2.1.10) [22] и альде�
гид�дегидрогеназа AldB (КФ 1.2.1.4) [23].

Инактивация ФСТ сахаров, снижающая эф�
фективность потребления глюкозы, приводила к
полной отмене эффекта Крэбтри при выращива�
нии штамма SGM1.0ΔptsG в среде, содержащей
2.0 г/л глюкозы. В случае культивирования
штамма при повышенной концентрации глюко�
зы (10.0 г/л) отмечалось некоторое накопление в
среде уксусной кислоты на поздней стадии роста
культуры. Данный факт может быть обусловлен
относительно более высокой скоростью роста
штамма в среде, содержащей повышенную кон�
центрацию субстрата, и связан с эффектом увели�
чения объемной скорости потребления глюкозы
частично возросшей клеточной массой. Аналогич�
ными причинами может быть обусловлено и более
раннее накопление уксусной кислоты в среде куль�
тивирования штамма SGM1.0ΔptsG PtacgalP при
концентрации глюкозы 2.0 г/л, способствующей
несколько более быстрому росту штамма. Вместе
с тем PTS– штамм SGM1.0ΔptsG PtacgalP при ско�
ростях роста, сравнимых со скоростями роста
PTS+ штамма SGM1.0, в отличие от родительско�
го штамма, не секретировал в ходе роста в среду
культивирования пировиноградную кислоту, а
количество уксусной кислоты, накопленной штам�
мом, было невелико ∼0.2 г/л. Данный факт свиде�
тельствовал о значительном снижении эффекта
Крэбтри при относительно быстром росте штамма
SGM1.0ΔptsG PtacgalP в минимальной среде, содер�
жащей как низкие (2.0 г/л), так и высокие (10.0 г/л)
концентрации глюкозы.

Штамм SGM1.0ΔptsG PLglk PtacgalP, при выра�
щивании в минимальных средах с 2.0 или 10.0 г/л
глюкозы, также демонстрировал значительное
снижение проявления эффекта Крэбтри, посколь�
ку секретировал в среду незначительные количе�
ства уксусной (∼0.2 г/л) и лишь следовые (∼0.05 г/л)
количества пировиноградной кислоты. При этом
характеристики роста штамма SGM1.0ΔptsG PLglk

PtacgalP полностью соответствовали таковым роди�
тельского штамма SGM1.0.

Таким образом, за счет инактивации фосфо�
енолпируватзависимой системы транспорта саха�
ров и обеспечения возможности альтернативного
транспорта и фосфорилирования субстрата,
сконструированы и охарактеризованы штаммы
E. coli SGM1.0ΔptsG PtacgalP и SGM1.0ΔptsG
PLglk PtacgalP, дефицитные по путям смешанно�
кислотного брожения и способные к быстрому
аэробному росту на глюкозе со сниженными про�
явлениями бактериального эффекта Крэбтри.

Благодаря своим характеристикам полученные
штаммы могут служить базовой платформой для
создания эффективных продуцентов, осуществля�
ющих биосинтез целевого вещества в стационар�
ной фазе в среде, не содержащей значительных ко�
личеств побочных продуктов, образованных на
стадии выращивания биомассы. 

Авторы выражают благодарность сотруднице
ГосНИИгенетика Антоновой С.В. за проведение
хроматографических анализов.

Работа выполнена при финансовой поддерж�
ке Министерства образования и науки Россий�
ской Федерации (ГК № 16.512.11.2037) с ис�
пользованием оборудования Центра коллектив�
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(ГК № 16.552.11.7029).”
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Recombinant Escherichia coli Strains Deficient in Mixed Acid 
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on Glucose with a Reduced Crabtree Effect
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Received July 16, 2012

Abstract—In this study, we constructed and characterized Escherichia coli strains deficient for mixed acid
fermentation pathways, which are capable of rapid aerobic growth on glucose without pronounced bacterial
Crabtree effect. The main pathways of production of acetic and lactic acids and ethanol in these strains were
inactivated by a deletion of the ackA, pta, poxB, ldhA, and adhE genes. The phosphoenolpyruvate�dependent
phosphotransferase system of glucose transport and phosphorylation was inactivated in the strains by a dele�
tion of the ptsG gene. The possibility of alternative transport and phosphorylation of the carbohydrate sub�
strate was ensured in recombinants by constitutive expression of the galP and glk genes, which encode the
low�affinity H+�symporter of D�galactose and glucokinase, respectively. SGM1.0ΔptsG PtacgalP and
SGM1.0ΔptsG PLglk PtacgalP strains were capable of rapid aerobic growth in a minimal medium containing
2.0 and 10.0 g/l of glucose and secreted only small amounts of acetic acid and trace amounts of pyruvic acid.
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