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В целях оптимизации биосинтеза L-молочной кислоты рекомбинантными дрожжевыми продуцен-
тами на основе ацидофильных дрожжей Schizosaccharomyces pombe c клонированным геном гетеро-
логичной L-лактатдегидрогеназы (LDH) изучено влияние инактивации генов пируваткарбоксилаз
(PDC) на синтез ацетата, пирувата и этанола (основного побочного продукта при синтезе молочной
кислоты). На природном штамме S. pombe показано, что делеции Δpdc3 и Δpdc4 не влияют на данные
показатели, в то время как у мутанта Δpdc1 снижен биосинтез этанола и усилен биосинтез ацетата,
а мутант Δpdc2 аккумулирует пируват. Влияние делеций генов PDC1 и PDC2 на биосинтез молочной
кислоты было проверено на модельном штамме-продуценте S. pombe, содержащем ген гетерологич-
ной лактатдегидрогеназы ‒ из Lactobacillus pentosus. Показано, что в штаммах с инактивированным ге-
ном PDC2 накопленный пируват слабо расходуется на биосинтез молочной кислоты даже в присутствии
двух различных рекомбинантных лактатдегидрогеназ, введение третьего гетерологичного гена LDH
приводит к потере жизнеспособности штамма. При этом на фоне делеции PDC1 биосинтез молочной
кислоты усиливается при введении дополнительных генов LDH. Полученные результаты могут быть ис-
пользованы при конструировании промышленных штаммов-продуцентов молочной кислоты.
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L-молочная кислота (МК) широко использу-
ется в пищевой и химической промышленности,
косметологии и фармакологии. В последние годы
спрос на МК значительно вырос, так как это основ-
ной компонент в производстве полилактида ‒ био-
разлагаемого полимера МК, занимающего лидиру-
ющее положение по объемам выпуска среди био-
пластиков. Мировое производство МК составляет
400 тыс. т в год [1]; причем почти 90% этого со-
единения получают путем микробной фермента-
ции из возобновляемых источников растительно-
го сырья и только 10% химическим синтезом из
продуктов переработки нефти. [2]. В России рас-
тущие потребности в МК обеспечиваются прак-
тически полностью за счет импорта, при наличии
уникальной сырьевой базы для развития крупно-
тоннажной биотехнологии.

Традиционные биотехнологии получения МК
основаны на использовании природных бактери-
альных продуцентов [3], недостатком которых яв-
ляется чувствительность к низким значениям pH. По
этой причине в промышленных технологиях фер-
ментацию проводят при нейтральных значениях
рН: обычно с добавками карбоната или гидроксида
кальция и, как следствие, с образованием лактата.
Перевод лактата в МК увеличивает себестоимость
конечного продукта, а также в процессе ацидифи-
кации образуется значительное количество гипса
(CaSO4) как сопродукта (1 т на 1 т МК [2]), утилиза-
ция которого снижает срок службы промышленно-
го оборудования и наносит экологический вред [4].

В целях получения свободной формы МК не-
посредственно в ходе ферментации в последние го-
ды ведутся активные работы по созданию рекомби-
нантных продуцентов на основе кислотоустойчи-
вых штаммов дрожжей, способных синтезировать и
аккумулировать МК без использования pH-ней-
трализующих агентов. Основные подходы вклю-

Список сокращений: МК – L-молочная кислота; ФС – фер-
ментационная среда.
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чают ослабление метаболизма синтеза этанола из
пирувата и интеграцию в геном гетерологичных
генов L-лактатдегидрогеназ (LDH), в основном
из молочнокислых бактерий, которые конверти-
руют накапливаемый пируват в МК.

Пируват является конечным продуктом глико-
лиза и в Crabtree-позитивных дрожжах S. pombe и
Saccharomyces cerevisiae преимущественно использу-
ется на биосинтез этанола, который синтезируется
из пирувата в две стадии: (I) пируват → ацеталь-
дегид и (II) ацетальдегид → этанол. В дрожжах
S. pombe за конверсию пирувата в ацетальдегид от-
ветственны 4 гена PDC, кодирующие пируватде-
карбоксилазы (EC 4.1.1.1), согласно базе PomBase:
PDC1 (SPAC13A11.06), PDC2 (SPAC1F8.07c), PDC3
(SPAC186.09) и PDC4 (SPAC3G9.11c). Ослабление
этого этапа ‒ один из возможных способов повы-
шения пула пирувата, который можно использо-
вать для синтеза МК.

Роль генов PDC дрожжей S. pombe малоизучена.
Известно, что ген SPAC1F8.07c (PDC2) преимуще-
ственно экспрессируется в экспоненциальной фазе
роста, а транскрипция генов SPAC3G9.11c (PDC4) и
SPAC13A11.06 (PDC1) значительно усиливается в
стационарной фазе роста, особенно в присутствии
тиаминпирофосфата – кофактора пируватде-
карбоксилаз Pdc4 и Pdc1 [5].

Известно, что в дрожжах S. cerevisiae имеется
три изоформы фермента пируватдекарбоксилаз:
Pdc1p, Pdc5p и Pdc6p, ‒ основной из которых яв-
ляется Pdc1p [6]. Получены и охарактеризованы
как штаммы с делецией одного из генов PDC1,
PDC5 и PDC6 [7], так и PDC‒ штамм, который не

растет на среде с глюкозой (20 г/л), что ограничи-
вает его применение в промышленности [8].

Задача данной работы заключалась в том, что-
бы охарактеризовать одиночные мутанты по ге-
нам PDC в дрожжах S. pombe и использовать полу-
ченные результаты для оптимизации синтеза МК
модельным кислотоустойчивым штаммом S. pombe
Sp-LDHpent – продуцентом МК.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Штаммы, среды, плазмиды

Для конструирования плазмид использовали
штамм Escherichia coli XL1-blue (Stratagene, США),
который растили на среде LB (дрожжевой экс-
тракт – 0.5%, триптон – 1%, NaCl – 0.5%) при
37°C. Для отбора трансформантов в среду добав-
ляли ампициллин в концентрации 100 мкг/мл.

Штаммы дрожжей S. pombe представлены в
табл. 1.

Конструирование штаммов подробно описано в
Дополнительных материалах. Размер делеции в ге-
не PDC1 составляет 1.76 т.п.н., в PDC2 – 1.55 т.п.н.,
в PDC3 – 1.74 т.п.н., в PDC4 – 2.19 т.п.н.

Для работы с дрожжами S. pombe использовали
полные среды YES (дрожжевой экстракт ‒ 0.5%,
глюкоза – 3.0%), YPD (дрожжевой экстракт ‒
1.0%, пептон – 2.0%, глюкоза – 2.0%) и мине-
ральную среду PMG [9]. В плотные среды добав-
ляли агар в концентрации 20 г/л.

Приготовление компетентных клеток дрож-
жей S. pombe, электропорацию и контрселекцию
(удаление селективного маркера URA4 по прямым

Таблица 1. Штаммы Schizosaccharomyces pombe, использованные в работе 
Table 1. Schizosaccharomyces pombe strains used

Примечание: * Национальный биоресурсный центр Всероссийская коллекция промышленных микроорганизмов НИЦ “Кур-
чатовский институт”, Москва, Россия. 
Note: * National Bioresource Center Russian National Collection of Industrial Microorganisms NRC “Kurchatov Institute”, Moscow,
Russia.

Штамм Генотип Источник

3-2 Δura4 БРЦ ВКПМ*

3-21 Δura4 Δpdc1 Данная работа
3-22 Δura4 Δpdc2 Данная работа
3-23 Δura4 Δpdc3 Данная работа
3-24 Δura4 Δpdc4 Данная работа
Sp-LDHpent PCMV-LDHpent Δura4 БРЦ ВКПМ
Sp-Δpdc1LDHpent PCMV-LDHpent Δura4 Δpdc1 Данная работа
Sp-Δpdc1LDHpent LDHaci PCMV-LDHpent Δpdc1 PHsp9-LDHaci URA4 Данная работа
Sp-Δpdc1LDHpent LDHaci LDHhelv PCMV-LDHpent Δpdc1 PHsp9-LDHaci URA4 pHsp9-LDHhelv KanMX Данная работа
Sp-Δpdc2LDHpent PCMV-LDHpent Δura4 Δpdc2 Данная работа
Sp-Δpdc2LDHpent LDHaci PCMV-LDHpent Δpdc2 PHsp9-LDHaci URA4 Данная работа
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повторам по механизму гомологичной рекомбина-
ции) проводили по стандартной методике [9].

Трансформанты с маркером URA4 отбирали на
среде PMG с глюкозой (2%). Для селективного от-
бора трансформантов, устойчивых к генетицину
или гигромицину, в среду YES добавляли 50 мкг/мл
генетицина (G418; Gibco, США) или 50 мкг/мл
гигромицина B (Calbiochem, США).

Удаление гена KanMX, фланкированного сай-
тами lox71/66, проводили за счет индукции ре-
комбинации по lox-сайтам [10] в присутствии вспо-
могательной плазмиды p407-nmt-cre (БРЦ ВКПМ),
содержащей ген cre рекомбиназы под контролем
промотора nmt1+ и ген Hph, обеспечивающий
клеткам дрожжей устойчивость к гигромицину.

Из отдельных колоний выделяли общую ДНК
при помощи набора реагентов Проба-Экспресс
(“Синтол”, Россия).

Синтетические олигонуклеотиды, необходимые
для конструирования плазмид, были синтезирова-
ны в компании “Евроген” (Россия). Амплифика-
цию ДНК проводили с использованием олигонук-
леотидов в присутствии полимеразы KAPA HiFi
(KapaBiosystems, США). Для обработки плазмид
и амплифицированных фрагментов ДНК исполь-
зовали ферменты рестрикции (Thermo Fisher Sci-
entific, США). Для выделения плазмидной ДНК и
фрагментов ДНК из агарозы использовали набо-
ры GeneJET Plasmid DNA Purification Kit и GeneJet
Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific). Пра-
вильность сборки всех конструкций проверена
секвенированием.

Культивирование штаммов 
с одиночными делециями генов PDC

Динамику роста мутантов по генам PDC опре-
деляли спектрофотометрически на качалочном
инкубаторе-спектрофотометре TVS062CA: Com-
pact Rocking Incubator (Advantec MFS, Inc., США).
Пробирки с 5 мл среды YPD засевали культурой с
начальной оптической плотностью 0.2 при длине
волны 600 нм (OD600) и инкубировали при 30°С с
перемешиванием (70 об/мин) в течение 54 ч.

Для анализа метаболитов, накапливаемых му-
тантами по генам PDC, посевную культуру растили
в 3 мл жидкой среды YPD в течение 24 ч при посто-
янном перемешивании (250 об/мин). Затем культу-
ру переносили в пробирки с 3 мл среды YPD до
стартового значения OD600 0.3 и культивировали в
шейкере-инкубаторе Innova 44 (New Brunswick, Гер-
мания) при 30°С с перемешиванием (250 об/мин).
Образцы отбирали через 48 ч и анализировали оп-
тическую плотность, а в супернатанте определяли
содержание органических кислот, остаточной
глюкозы и этанола.

Тест на митотическую стабильность

Штаммы-продуценты МК растили в среде
YES в глубоколуночных планшетах Eppendorf®
Deepwell Plate (Eppendorf, Германия) в шейкере-
инкубаторе Innova 44 при 30°C в течение 24 ч, по-
сле чего проводили 5 последовательных пересевов
культуры путем переноса 1/10 части культуры в све-
жую среду. Культуру рассевали до отдельных коло-
ний на плотную среду YES, отбирали 20 независи-
мых колоний и анализировали размер зон гидро-
лиза на среде YES с мелом (CaCO3, 10 г/л).
Считали, что кассета интегрирована в геном, если
зоны гидролиза вокруг колоний имели одинако-
вый диаметр.

Культивирование в пробирках 
штаммов-продуцентов МК

Посевную культуру растили в 3 мл жидкой сре-
ды YPD в течение 24 ч на качалке (250 об/мин).
Посевной материал (0.5 мл) вносили в 50-милли-
литровые пробирки с 5 мл ферментационной сре-
ды (ФС) следующего состава (масс.%): K2HPO4 –
0.57, KH2PO4 – 0.34, кукурузный экстракт – 2.0,
глюкоза – 19.0 ‒ и инкубировали в течение 48 ч
при 30°С и скорости перемешивания 250 об/мин.

Аналитические методы

Оптическую плотность измеряли на спектрофо-
тометре UV mini 1240 (Shimadzu, Япония) в предва-
рительно разбавленных образцах и значения OD600
рассчитывали с учетом разведения. Концентрацию
МК, пирувата и ацетата определяли методом ВЭЖХ
на хроматографе Alliance Separations Module
Waters 2695 (Waters, США) с использованием ко-
лонки YMC Pack Pro C18 250 × 4.6 мм × 5 мкм
(YMC-Triart, Япония) при 30°С и скорости пото-
ка 1.5 мл/мин. В качестве элюента использовали
0.1%-ный водный раствор H3PO4. Ультрафиолето-
вый детектор – диодная матрица, длина волны ‒
220 нм. Для обработки данных использовали про-
граммное обеспечение Empower Pro Software (Wa-
ters).

Концентрацию этилового спирта определя-
ли методом газовой хроматографии на газовом
хроматографе Shimadzu GC-2010 (Shimadzu) с ис-
пользованием капиллярной колонки SGE BPX-Vol
30 м × 0.32 мм × 1.8 мкм (SGE Analytical Science,
Великобритания).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристика одиночных мутантов Δpdc1, 

Δpdc2, Δpdc3, Δpdc4 дрожжей S. pombe

Штаммы S. pombe 3-21, 3-22, 3-23 и 3-24, содер-
жащие одиночные делеции: Δpdc1, Δpdc2, Δpdc3 и
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Δpdc4 соответственно ‒ на фоне делеции Δura4, бы-
ли получены на основе штамма S. pombe 3-2 (Δura4).

Мутантные штаммы по генам PDC и родитель-
ский штамм S. pombe 3-2 культивировали в про-
бирках в среде YPD и анализировали динамику

роста, а также накопление пирувата, ацетата и
этанола в супернатанте за 48 ч (рис. 1).

Штаммы S. pombe с одиночной делецией Δpdc1,
Δpdc3 или Δpdc4 практически сравнимы по росту
со штаммом S. pombe 3-2 (PDC+), в то время как у

Рис. 1. Характеристика штаммов S. pombe. a ‒ Кинетика роста штаммов: 3-2 (Δura4 PDC+) (1), 3-21 (Δura4 Δpdc1) (2), 3-22
(Δura4 Δpdc2) (3), 3-23 (Δura4 Δpdc3) (4), 3-24 (Δura4 Δpdc4) (5); b ‒ накопление в супернатанте этанола, пирувата и аце-
тата за 48 ч. 
Fig. 1. Characterization of strains S. pombe. a – Growth kinetics of strains: 3-2 (Δura4 PDC+) (1), 3-21 (Δura4 Δpdc1) (2), 3-22
(Δura4 Δpdc2) (3), 3-23 (Δura4 Δpdc3) (4), 3-24 (Δura4 Δpdc4) (5); b ‒ accumulation of ethanol, pyruvate and acetate in the
supernatant in 48 h.
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штамма с делецией Δpdc2 увеличена протяжен-
ность лаг-фазы роста культуры и снижено накоп-
ление биомассы.

При культивировании в среде YPD в суперна-
танте штамма S. pombe 3-2 содержится около 1 г/л
пирувата, 3 г/л ацетата и около 10 г/л этанола че-
рез 48 ч роста. Делетирование генов PDC2, PDC3
или PDC4 приводит к незначительному (в преде-
лах 15%) снижению биосинтеза этанола, в то вре-
мя как в штамме с делецией гена PDC1 содержание
этанола снижено на 40% (около 6 г/л). В штамме с
Δpdc2 содержание в супернатанте пирувата повы-
шено в 67 раз, а ацетата снижено в 15 раз, в то время
как в штамме с Δpdc1, наоборот, содержание пи-
рувата снизилось в 1.2 раза, а ацетата увеличилось
в 2 раза. Также содержание ацетата увеличилось
примерно в 1.4 раза в штамме с Δpdc4. Известно,
что ацетат является субстратом для ацетил-КоА –
метаболита, необходимого для роста клеток. По
накоплению пирувата штамм S. pombe 3-2 и
штаммы с Δpdc3 и Δpdc4 сравнимы.

Таким образом, логично предположить, что
введение делеции Δpdc2 или Δpdc1 можно исполь-
зовать для конструирования продуцента МК ‒ за
счет перенаправления потока пирувата на био-
синтез МК в присутствии генов гетерологичных
лактатдегидрогеназ.

Влияние делеций генов PDC2 и PDC1 на синтез
МК изучили на кислотоустойчивом модельном
штамме Sp-LDHpent, который содержит ген LDH,
кодирующий L-лактатдегидрогеназу из Lactobacil-
lus pentosus, и продуцирует около 60 г/л МК при
культивировании в ФС в пробирках.

Получение и характеристика продуцентов МК, 
содержащих Δpdc2

При культивировании штамма S. pombe 3-22,
содержащего Δpdc2, значительное количество пи-
рувата оказывается неиспользованным и выделя-
ется клетками в культуральную среду (рис. 1b). Из-
вестно, что пируват ‒ это субстрат лактатдегидроге-
наз. Исходя из этого, мы предположили, что
делеция Δpdc2 в присутствии генов гетерологич-
ных LDH приведет к повышению биосинтеза МК.

В штамме Sp-LDHpent делетировали ген PDC2 и
получили штамм Sp-Δpdc2LDHpent. При его куль-
тивировании в ФС (рис. 2) обнаружено, что по
сравнению с родительским штаммом Sp-LDHpent
(PDC+) оптическая плотность культуры снизилась в
2 раза и количество МК в супернатанте упало с 58 до
22 г/л, в то время как количество пирувата увеличи-
лось с 3 до 20 г/л. При этом штамм Sp-Δpdc2LDHpent
аккумулирует в культуральной жидкости количе-
ство этанола и ацетата, сравнимое со штаммом
Sp-LDHpent (с учетом разницы в биомассе). Мы
предположили, что для перенаправления накоп-
ленного пирувата на синтез МК необходимо введе-

ние дополнительных генов гетерологичных лактат-
дегидрогеназ.

Для этого штамм Sp-Δpdc2LDHpent трансформи-
ровали кассетой, содержащей ген LDH из Lactoba-
cillus acidophilus. В результате отобрали стабильный
штамм Sp-Δpdc2LDHpentLDHaci, содержащий два ге-
терологичных гена LDH. Введение дополнительной
копии гена LDH привело к повышению биосинтеза
МК с 22 до 25 г/л и снижению количества пирувата
в супернатанте с 20 до 17 г/л, однако по росту штамм
Δpdc2LDHpentLDHaci (OD600 = 12) уступает модельно-
му штамму Sp-LDHpent (OD600 = 18) (рис. 2).

Дальнейшее повышение копийности генов LDH
в геноме штамма Sp-Δpdc2LDHpentLDHaci оказалось
невозможно вследствие потери жизнеспособности
клеток.

Таким образом, несмотря на то, что в штаммах
S. pombe с Δpdc2 накапливается пируват ‒ суб-
страт L-лактатдегидрогеназ, ‒ перенаправить его
на биосинтез МК не удается даже при повыше-
нии копийности гетерологичных генов LDH.

Получение и характеристика продуцентов МК, 
содержащих Δpdc1

Делеция гена PDC1 в штамме S. pombe 3-21
приводит к перераспределению пирувата, расхо-
дуемого на побочные продукты: снижению накоп-
ления этанола и повышению ацетата (рис. 1b). Мы
предположили, что на фоне Δpdc1 наличие гетеро-
логичных лактатдегидрогеназ может привести к по-
вышению биосинтеза МК за счет использования
пирувата, прежде расходуемого на синтез этанола.

В геноме штамма Sp-LDHpent делетировали ген
PDC1 и получили штамм Sp-Δpdc1LDHpent, кото-
рый по росту был сравним с родительским ‒ при
незначительном повышении продукции МК и
снижении этанола (рис. 3).

Штамм Sp-Δpdc1LDHpent трансформировали
кассетой, содержащей ген LDH L. acidophilus, и ото-
брали стабильный штамм Sp-Δpdc1LDHpentLDHaci.
Штамм, содержащий два гетерологичных гена
LDH, продуцировал на 30% больше МК при от-
сутствии пирувата в супернатанте (рис. 3).

В геном штамма Sp-Δpdc1LDHpentLDHaci ин-
тегрировали кассету, содержащую ген LDH
Lactobacillus helveticus, и отобрали штамм Sp-Δp-
dc1LDHpentLDHaciLDHhelv. Штамм, содержащий
три гетерологичных гена LDH, продуцирует 85 г/л
МК (рис. 3), что на 47% больше, чем для штамма
с одним геном LDH, и на 13% больше, чем для
штамма с двумя генами LDH. В супернатанте
штамма Sp-Δpdc1LDHpentLDHaciLDHhelv отсут-
ствует пируват, при этом содержание этанола и
ацетата снижено на 35 и 64% соответственно от-
носительно штамма Sp-Δpdc1LDHpent и на 15 и 48%
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Рис. 2. Влияние делеции гена PDC2 на оптическую плотность (OD600) и биосинтез молочной кислоты (МК), этанола, пи-
рувата и ацетата. Сравнение штаммов Sp-LDHpent (1), Sp-Δpdc2LDHpent (2), Sp-Δpdc2LDHpent LDHaci (3) при культивиро-
вании в пробирках в течение 48 ч. 
Fig. 2. The effect of PDC2 gene deletion on optical density (OD600) and biosynthesis of lactic acid, ethanol, pyruvate and acetate.
Comparison of Sp-LDHpent (1), Sp-Δpdc2LDHpent (2) and Sp-Δpdc2LDHpent LDHaci (3) strains during cultivation in test tubes
for 48 h.

МК
0

1

10

20

30

40

50

60

0

10

15

5

20

O
D

60
0

Этанол Пируват Ацетат

К
он

це
нт

ра
ци

я,
 г

/л

2

3

Рис. 3. Влияние делеции гена PDC1 на оптическую плотность (OD600) и биосинтез молочной кислоты (МК), этанола, пи-
рувата и ацетата. Сравнение штаммов Sp-LDHpent (1), Sp-Δpdc1LDHpent (2), Sp-Δpdc1LDHpent LDHaci (3) и Sp-Δpdc1LDH-
pent LDHaci LDHhelv (4) при культивировании в пробирках в течение 48 ч. 
Fig. 3. The effect of PDC1 gene deletion on optical density (OD600) and biosynthesis of lactic acid, ethanol, pyruvate and acetate.
Comparison of Sp-LDHpent (1), Sp-Δpdc1LDHpent (2), Sp-Δpdc1LDHpent LDHaci (3) and Sp-Δpdc1LDHpent LDHaci LDHhelv
(4) strains during cultivation in test tubes for 48 h.
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относительно штамма Sp-Δpdc1LDHpentLDHaci. Все
штаммы полностью утилизируют глюкозу.

Создание более продуктивного штамма-про-
дуцента МК на фоне Δpdc1 представляется перспек-
тивным направлением. Увеличение копийности ге-
нов LDH привело к повышению биосинтеза МК и
снижению содержания побочных продуктов: эта-
нола, пирувата и ацетата, ‒ при этом сохранились
ростовые характеристики родительского штамма.

Обобщенная схема распределения пирувата –
конечного метаболита гликолиза – по путям ме-
таболизма в цитозоле и митохондриях показана
на рис. 4.

Пируватный узел играет регулирующую роль в
клетке, влияя на респираторно-ферментативный
метаболизм глюкозы, связанный с Crabtree-эффек-
том. В Crabtree-позитивных дрожжах, к которым
относится S. pombe, в экспоненциальной фазе роста
в условиях аэрации и при достаточной концентра-
ции глюкозы увеличенный поток углерода (почти
50% поглощенной глюкозы) направлен на продук-
цию этанола (ферментативный путь), а цикл три-
карбоновых кислот частично репрессирован [11].

Исходя из полученных нами данных, следует
предположить, что пируватдекарбоксилаза-2 (Pdc2),
кодируемая геном PDC2, имеет наибольшее срод-
ство к пирувату по сравнению с Pdc1, Pdc3 и Pdc4
и необходима для превращения пирувата в аце-
тальдегид. В мутанте Δpdc2 пируват накапливает-
ся и транспортируется в среду культивирования,
несмотря на то, что это субстрат пируватдекарбок-
силаз, L-лактатдегидрогеназы, пируваткарбокси-
лазы и обычно транспортируется в митохондрии,
где служит субстратом для образования ацетил-
КoA и предшественником для биосинтеза амино-
кислот лейцина, валина, изолейцина (BCAA). Та-
ким образом, в дрожжах S. pombe Pdc2, по-види-
мому, важнейший фермент, контролирующий
распределение пирувата в клетке.

Нами показано, что в штаммах 3-22, Sp-
Δpdc2LDHpent и Sp-Δpdc2LDHpentLDHaci, содержа-
щих Δpdc2, существенно снижен рост, возможно,
из-за недостатка цитозольного ацетил-КоА, для
биосинтеза которого необходим ацетат. В штам-
мах с Δpdc2 содержание ацетата в супернатанте

Рис. 4. Обобщенная схема распределения пирувата в цитозоле (реакции, окрашенные в красный цвет) и митохондриях (ре-
акции, окрашенные в синий цвет). LAC ‒ L-лактат, OAA ‒ оксалоацетат, AAD ‒ ацетальдегид, Ac ‒ ацетил, AcCoА ‒ аце-
тил-КоА, BCAA (branched chain amino acids) ‒ аминокислоты с разветвленной цепью (лейцин, валин, изолейцин), EtOH –
этанол. 
Fig. 4. Scheme of pyruvate distribution in the cytosol (reactions colored red) and mitochondria (reactions colored blue). LAC, L-lac-
tate; OAA, oxaloacetate; AAD, acetaldehyde; Ac, acetyl; AcCoА, acetyl-CoA; BCAA, branched chain amino acids (leucine, valine,
isoleucine); EtOH, ethanol.
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значительно снижено: на 90% в штамме 3-22 и на
30% в штаммах-продуцентах МК.

Таким образом, стратегия конструирования
продуцента МК на штаммах с делецией гена PDC2
только за счет увеличения копийности генов лак-
татдегидрогеназ малоэффективна, в то время как
на штаммах с делецией гена PDC1 при добавле-
нии гетерологичных LDH удалось повысить про-
дуктивность, снизить содержание побочных про-
дуктов и сохранить ростовые характеристики.

Известно, что полное или частичное выключе-
ние генов PDC особенно эффективно для Crabtree-
негативных дрожжей, в которых делетирование ге-
нов пируватдекарбоксилаз слабо влияет на рост, но
может привести к полному ингибированию био-
синтеза этанола. В геноме дрожжей Kluyveromyces
marxianus содержится один ген PDC и его делеция
в продуценте МК приводит к полной блокировке
биосинтеза этанола и повышению продукции лак-
тата [12]. В дрожжах Candida sonorensis выявлено два
гена PDC (PDC1 и PDC2), делеция которых по-раз-
ному влияет на биосинтез этанола: в штамме с деле-
цией Δpdc2 снижена продукция этанола, в то время
как в штаммах PDC1 PDC2 и Δpdc1 PDC2 продукция
этанола сравнима, а в штамме с делецией Δpdc1 Δpdc2
этанол отсутствует [13]. В Crabtree-негативных
дрожжах эффективно работает цикл трикарбоно-
вых кислот [11] и необходимый для жизнедеятель-
ности ацетил-КоА образуется преимущественно в
митохондриях, а не в цитоплазме из ацетата.

В Crabtree-позитивных дрожжах S. cerevisiae не-
гативный по пируватдекарбоксилазе мутант PDC‒

не продуцирует этанол, аккумулирует пируват, чув-
ствителен к глюкозе и растет только на синтетиче-
ской среде с лимитирующим содержанием глюкозы
с добавлением C2-соединений (этанол или ацетат),
что отражает важную роль пируватдекарбоксила-

зы в синтезе цитоплазматического ацетил-КoA
[8, 14]. В штаммах S. cerevisiae ‒ продуцентах МК ‒
обычно делетируют ген PDC1 [15–18] или одно-
временно PDC1 и PDC5 [19].

На данный момент в литературе не описаны
функции и возможные взаимодействия каждой
из четырех пируватдекарбоксилаз, контролирую-
щих превращение пирувата в ацетальдегид в
дрожжах S. pombe. Нами показано, что в мутанте
Δpdc2 накопление пирувата оказывает негативное
влияние на рост культуры (недостаток ацетил-КоА,
сильное закисление среды) и фермент Pdc2 необхо-
дим для нормальной жизнедеятельности дрожже-
вой клетки. В штамме генотипа PDC2 Δpdc1 нам
удалось повысить продуктивность штамма-про-
дуцента МК за счет увеличения копийности гете-
рологичных генов LDH.

Полученный штамм Sp-Δpdc1LDHpentLDHaciLDHhelv
при культивировании в минеральной среде, ФС, с
кукурузным экстрактом (отходом крахмалопаточ-
ного и глюкозного производства) продуцирует
85 г/л МК без поддержания рН. Сравнение генно-
инженерных дрожжевых штаммов-продуцентов,
способных продуцировать МК в условиях без тит-
рования, приведено в табл. 2.

Все продуценты, кроме штамма-продуцента
S. pombe, культивировали на богатой комплекс-
ной среде, в некоторых случаях с добавлением в
среду ферментации аминокислот, витаминов и
микроэлементов, что неэффективно и значи-
тельно увеличивает себестоимость целевого про-
дукта. Кроме того, культивирование штамма
Sp-Δpdc1LDHpentLDHaciLDHhelv проводят в течение
48 ч, в то время как остальные продуценты культи-
вируют 72 или 96 ч.

Таблица 2. Сравнение генно-инженерных дрожжевых штаммов-продуцентов L-молочной кислотыa

Table 2. Comparison of genetically engineered yeast strains producing L-lactic acida

Примечание: a Культивирование при кислых значениях рН; b nd – нет данных. 
Note: a Cultivation at acidic pH values; b nd ‒ no data.

Штамм Условия культивирования Выход 
МК, г/л

Этанол, 
г/л

Время, 
ч

Ссылка

S. cerevisiae SR8LDH
Колба, YP-среда с 20% глюкозы, начальная 
концентрация клеток 0.05 г сухой биомассы/л, 
микроаэробные условия (80 об/мин)

102.4 38.9 96 [20]

S. cerevisiae BK01
Колба, YP-среда с 20% глюкозы, начальная 
концентрация клеток 0.05 г сухой биомассы/л, 
микроаэробные условия (80 об/мин)

119.1 36.2 96 [20]

S. cerevisiae SH6779 Колба, YP-среда с 10% глюкозы 48.0 ndb 72 [21]

S. cerevisiae YIBO-7A Колба, YP-среда с 10% глюкозы, микро-
аэробные условия (100 об/мин) 50.2 16.7 72 [17]

Sp-Δpdc1LDHpentLDHaciLDHhelv
Пробирки, ФС с кукурузным экстрактом и 
19% глюкозы 85.0 12.0 48 Данная 

работа
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Результаты проведенного нами исследования
стали основой для создания нового высокопро-
дуктивного штамма-продуцента молочной кис-
лоты [22]. Работа в данном направлении позволит
расширить арсенал рекомбинантных микроорга-
низмов, продуцирующих L-молочную кислоту при
кислых значениях рН, для развития отечественной
биотехнологии.
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Metabolic Engineering of Low-pH Tolerant Yeast 
Schizosaccharomyces pombe for L-Lactic Acid Production
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Abstract—The recombinant strain based on acidophilic yeast Schizosaccharomyces pombe with a cloned gene
of heterologous lactate dehydrogenase (LDH) was used to optimize the biosynthesis of L-lactic acid. For this
purpose, the effect of inactivation of pyruvate decarboxylase genes (PDC) on the synthesis of acetate, pyru-
vate and ethanol (the main by-product in the synthesis of lactic acid) was studied. Using the wild S. pombe
strain, we showed that the Δpdc3 and Δpdc4 deletions did not affect these indicators, while in the Δpdc1 mutant
ethanol biosynthesis was reduced and acetate biosynthesis was increased, and the Δpdc2 mutant, accumulated py-
ruvate. The effect of deletions of PDC1 and PDC2 genes on lactic acid biosynthesis was tested on a model S. pombe
strain containing a heterologous LDH gene from Lactobacillus pentosus. It has been shown that in strains with
the inactivated PDC2 gene the accumulated pyruvate was poorly consumed for the biosynthesis of lactic acid
even in the presence of two different recombinant lactate dehydrogenases, the introduction of the third gene
of heterologous lactate dehydrogenase led to loss of viability of the strain. At the same time, in strains with
the deleted PDC1 gene the biosynthesis of lactic acid was enhanced with the introduction of additional LDH
genes. The results obtained can be used in the design of industrial lactic acid producing strains.

Keywords: Schizosaccharomyces pombe, metabolic engineering, lactate dehydrogenase, lactic acid, pyruvate
decarboxylase
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