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В настоящей работе впервые было показано, что инактивация системы импорта L-лизина из внеш-
ней среды приводит к увеличению уровня синтеза L-треонина штаммом Escherichia coli, его проду-
цирующим, тогда как добавление лизина в питательную среду снижает продуктивность немодифи-
цированного штамма, что свидетельствует о влиянии внутриклеточного пула лизина на эффектив-
ность биосинтеза треонина. Исследование возможных механизмов этого влияния показало, что ни
ранее известные ингибирование активности аспартаткиназы III (LysC), ни репрессия синтеза ас-
партатполуальдегиддегидрогеназы (Asd) и глутаматдегидрогеназы (GdhA) по отдельности не явля-
ются причинами падения продуктивности культуры. Полученные результаты могут свидетельство-
вать как о наличии прежде неизвестного механизма регуляции метаболизма треонина лизином, так
и о том, что влиянию этой аминокислоты подвержены одновременно несколько ферментов в пути
биосинтеза треонина. Вместе с тем, изменение проницаемости мембраны для лизина, либо сниже-
ние его внутриклеточной концентрации в результате изменения эффективности его биосинтеза яв-
ляется перспективным подходом для совершенствования штаммов-продуцентов треонина.
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Создание продуцентов аминокислот и, в част-
ности, L-треонина включает в себя комплексную
модификацию как метаболизма целевого соеди-
нения, так и процессов его транспорта через ци-
топлазматическую мембрану [1]. Увеличение ак-
тивности секреции (экспорта) и снижение актив-
ности обратного захвата (импорта) способствует
снижению внутриклеточной концентрации про-
дукта, что, в свою очередь, позволяет предотвра-
тить его деградацию и избежать ингибирования
реакций биосинтеза конечным продуктом [2–4].
Более того, при условии, что перенос целевого
метаболита хотя бы в одном из направлений проис-
ходит с затратой энергии, его циклический транс-
порт может привести к непродуктивному расходо-
ванию АТФ, в результате чего эффективность
биосинтеза продукта падает. Снижение активно-
сти поглощения аминокислоты из среды требует

как инактивации известных систем импорта [5–
7], так и поиска прежде неописанных переносчи-
ков, вклад которых может возрастать по достиже-
нии нефизиологичной концентрации продукта.

Так, в нашей последней работе мы идентифи-
цировали и охарактеризовали новый импортер
YifK [8], контролирующий поглощение треони-
на, а также показали активность по отношению к
треонину у известных импортеров разветвленных
аминокислот LIV-I (LivKHMGF) и LIV-II (BrnQ)
[8–10]. Инактивация этих переносчиков способ-
ствовала многократному падению активности по-
глощения треонина полученным штаммом B1895.
Тем не менее, этот мутант все еще был способен ис-
пользовать экзогенный треонин для роста в услови-
ях отсутствия его биосинтеза (рис. 1a). Этот резуль-
тат свидетельствовал о возможном наличии все еще
неидентифицированных систем импорта.

В связи с этим мы продолжили скрининг транс-
портеров, которые потенциально могли обладать

Список сокращений: ДАП – мезо-диаминопимелат, АЭЦ –
S-(2-аминоэтил)-L-цистеин.
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Таблица 1. Бактериальные штаммы, использованные в работе 
Table 1. Bacterial strains used in this work

Штамм Генотип
Характеристика

Источникбиосинтез 
треонина sstT tdcC yifK brnQ lysP

B1175
∆tdh PH207-thrAfbrBC-TrrnB ∆lacI supE ∆poxB-ltaE 

∆sstT ∆tdcBCDE ∆ytfG-Ptrc-pycA PLtetO-1- rhtA

+

∆

wt

Лабораторная кол-
лекция

B1713 B1175 ∆dapA::cat Настоящая работа
B1778 B1175 ∆lysA::cat-sacB Настоящая работа

B2102 B1175 cat-sacB-PL-tac-lysCE250K Настоящая работа

B2110 B1175 ∆lysC::aadA1 Настоящая работа
B2115 B1175 aadA1-PH207-asd Настоящая работа
B2120 B1175 aadA1-PA1-asd Настоящая работа
B2092 B1175 ∆lysP::aadA1 wt wt ∆ Настоящая работа

B1426 F- λ- ilvG- rfb-50 rph-1 ∆thrBC ∆sstT ∆tdcB-

CDE::neo
–

wt wt wt  [8]

B1895 B1426 ∆yifK ∆brnQ ∆livKHMGF::cat ∆ ∆ wt  [8]
B2101 B1895 ∆lysP::aadA1 ∆ ∆ ∆ Настоящая работа

Рис. 1. Анализ влияния аллельного состояния lysP и содержания L-лизина в питательной среде на фенотип штаммов де-
фектных по синтезу и транспорту L-треонина, а также на способность штамма-продуцента к накоплению треонина.
Конструирование штаммов и плазмид, условия культивирования, исследования продуктивности, анализа потребле-
ния треонина, а также in silico оценки активности промоторов и RBS описаны в дополнительном материале к статье.
Значения, показанные на рисунках b, c, f, g, h, представляют собой средние значения по меньшей мере трех биологи-
ческих повторов. Для сравнения величин использовали двусторонний t-тест с неравными дисперсиями. a – Анализ
способности дефектного по синтезу и транспорту треонина штамма B1426 и его изогенных yifK liv brnQ (B1895) и yifK
liv brnQ lysP (B2101) производных расти на минимальной агаризованной среде с использованием экзогенного треони-
на. b – Уровень накопления треонина штаммом B1175 и его изогенным производным B2092, мутантным по lysP. с –
Влияние лизина (1 г/л) в питательной среде на уровень накопления треонина штаммом B1175 и его изогенным производ-
ным B2092, мутантным по lysP. d – Зависимость уровня накопления треонина ауксотрофным по лизину штаммом B1778
(B1175 ΔlysA::cat-sacB) от концентрации лизина в питательной среде. e – Зависимость уровня накопления треонина
ауксотрофным по мезо-ДАП штаммом B1713 (B1175 ΔdapA::cat) от концентрации мезо-ДАП в питательной среде. f –
Влияния аллельного состояния и уровня экспрессии lysC на способность культуры к накоплению треонина. Штаммы
B2102 и B2110 – изогенные производные B1175, несущие аллель lysCE250K под контролем сильного промотора PL-tac и
делецию lysC, соответственно. g – Влияние уровня экспрессии аспартатполуальдегиддегидрогеназы на способность куль-
туры к накоплению треонина. Штаммы B2115 и B2120 – изогенные производные B1175, несущие asd под контролем
сильных промоторов PH207 и PA1 соответственно. h – Влияние уровня экспрессии глутаматдегидрогеназы на способ-
ность культуры к накоплению треонина. В клетках штамма B1175 [pMW-gdhA] дикий аллель gdhA был амплифициро-
ван благодаря наличию плазмиды pMW-gdhA. Контролем выступал B1175, несущий пустой вектор pMW118. 
Fig. 1. Assay of the allelic state of lysP and the content of L-lysine in the culture medium for the phenotype of strains defective
in the synthesis and transport of L-threonine, as well as for the ability of the producer strain to accumulate threonine. Strains and
plasmids construction, culture conditions, the assessment of the threonine biosynthesis and exogenous threonine utilization ca-
pabilities and in silico promoter and RBSs strength analysis are described in the Supplementary Materials and Methods. The val-
ues shown in figures b, c, f, g, h are the average of three biological replicates; error bars indicate SD. The depicted p-values were
calculated using the two-tailed Student’s t-test with unequal variances. “Thr,” “DAP” stands for threonine and meso-diamino-
pimelate, respectively. a – Assay of the ability of strain B1426, defective in synthesis and transport of threonine, and its isogenic
yifK liv brnQ (B1895) and yifK liv brnQ lysP (B2101) derivatives to grow on a minimal agar medium using exogenous threonine.
b – Productivity of threonine by strain B1175 and its isogenic derivative B2092 with a mutation in the lysP gene. c – Impact of
lysine (1 g/l) in a nutrient medium on the productivity of threonine by strain B1175 and its isogenic derivative B2092 with a mu-
tation in the lysP gene. d – Dependence of the level of accumulation of threonine by the lysine auxotrophic strain B1778 (B1175
ΔlysA::cat-sacB) on the concentration of lysine in the nutrient medium. e – Dependence of the level of threonine accumulation
in the meso-DAP auxotrophic strain B1713 (B1175 ΔdapA::cat) on the concentration of meso-DAP in the nutrient medium. f –
Effects of the allelic state and the level of lysC expression on the culture’s ability to accumulate threonine. Strains B2102 and
B2110 are isogenic derivatives of B1175 carrying the lysCE250K allele under the control of a strong PL-tac promoter and a lysC de-
letion, respectively. g – Influence of the expression level of aspartate-semialdehyde dehydrogenase on the ability of the culture to
accumulate threonine. Strains B2115 and B2120 are isogenic derivatives of B1175 carrying asd gene under the control of strong
PH207 and PA1 promoters, respectively. h – Influence of the expression level of glutamate dehydrogenase on the ability of the cul-
ture to accumulate threonine. In B1175 strain [pMW-gdhA], the wild allele of gdhA was amplified due to the presence of the
pMW-gdhA plasmid. The control was B1175 carrying the empty pMW118 vector.
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некоторой активностью по отношению к треони-
ну. В ходе этой работы мы обнаружили, что инак-
тивация L-лизин-специфичного импортера LysP
в штамме B1175 с образованием штамма B2092
приводит к некоторому росту накопления трео-
нина культурой нового продуцента (рис. 1b) [11].
Однако, вопреки ожиданиям, анализ фенотипа
мутанта B2101 (B1895 ΔlysP) показал, что LysP прак-
тически не участвует в импорте треонина (рис. 1a).
Таким образом, целью дальнейшей работы был
анализ механизма влияния аллельного состояния
lysP на процесс биосинтеза треонина.

Отсутствие эффекта мутации lysP на способ-
ность импортировать экзогенный треонин означа-
ло, что увеличение продуктивности штамма B2092
связано, вероятнее всего, с изменением проницае-
мости клеточной мембраны для лизина. Действи-
тельно, внесение лизина до конечной концентра-
ции 1 г/л в ферментационную среду снижало на-
копление треонина на 55% штаммом B1175 (рис. 1c),
но этот негативный эффект был выражен в мень-
шей степени в случае штамма B2092 с инактиви-
рованным LysP (рис. 1c). На основании этих ре-
зультатов мы предположили, что культивирова-
ние клеток в условиях частичного голодания по
лизину должно приводить к увеличению продук-
ции треонина. Для проверки этого предположения
был сконструирован ауксотрофный по лизину
штамм B1778, несущий мутацию в гене диаминопи-
мелатдекарбоксилазы (lysA), катализирующей по-
следнюю реакцию биосинтеза лизина [13, 14]. Ис-
следование зависимости продуктивности полу-
ченного ауксотрофного мутанта от концентрации
добавленного лизина в ферментационной среде
не показало увеличения накопления треонина
(рис. 1d). Это, вероятно, было связано с тем, что
присутствие лизина даже в концентрации менее
1 г/л негативно сказывается на продукции. Аль-
тернативный способ получения ауксотрофности по
лизину (и, одновременно, его предшественнику –
мезо-диаминопимелату) – инактивация гена dapA,
продукт которого катализирует конденсацию пиру-
вата и (S)-аспартата-β-полуальдегида с образовани-
ем (4S)-4-гидрокси-2,3,4,5-тетрагидро-(2S)-дипи-
колината [15]. Исследование dapA мутанта показа-
ло, что в условиях недостатка ДАП продукция
треонина возрастает на 33% (рис. 1e). Совокуп-
ность полученных результатов свидетельствует о

том, что способность клетки к накоплению трео-
нина снижается при увеличении внутриклеточ-
ной концентрации лизина и объясняет, почему
снижение проницаемости клеточной мембраны
для лизина в результате инактивации LysP поло-
жительно влияет на синтез треонина.

В прошлом, одним из этапов конструирования
продуцентов треонина являлся отбор устойчиво-
сти к структурному аналогу лизина – S-(2-амино-
этил)-L-цистеину (АЭЦ) [16, 17]. Предполага-
лось, что такая мутация приводит к дерепрессии
синтеза аспартаткинзы III (LysC), катализирую-
щей АТФ-зависимое фосфорилирование L-ас-
партата с образованием L-аспартил-4-фосфата
(рис. S1, дополнительные материалы), или ее де-
сенсибилизации по отношению к лизину [18, 19].
Однако, недавно было показано, что в подавляю-
щем большинстве случаев устойчивость к АЭЦ
вызвана инактивацией LysP [20]. С одной сторо-
ны, это не исключает того, что механизмом, по-
средством которого лизин ингибирует биосинтез
треонина является его взаимодействие с аспар-
таткиназой III. Более того, в пользу этой гипоте-
зы также свидетельствует работа, в которой авто-
ры показывают, что лимитирующей стадией в
процессе биосинтеза треонина является реакция,
катализируемая LysC [21]. С другой стороны, воз-
никновение мутаций, которые придают устойчи-
вость к АЭЦ, вне локуса lysC может означать, что
механизм влияния лизина на продукцию не свя-
зан с регуляцией активности аспартаткиназы III.
Чтобы выбрать среди этих двух возможностей,
мы сконструировали штамм B2102, в котором в
ген lysC была введена десенсибилизирующая му-
тация E250K [22], нативная промоторная область
заменена на сильный конститутивный промотор
PL-tac [23], а дикий 5'-UTR был заменен на после-
довательность 5'-UTR гена 10 фага T7. По результа-
там in silico сравнения PL-tac демонстрирует ~25 раз
большую активность, чем нативная промоторная
область, а гетерологичный 5'-UTR превосходит
дикий в 15 раз по величине эффективности ини-
циации трансляции. Методика сравнения деталь-
но описана в разделе “Материалы и Методы” в
дополнительном материале к статье. Исследова-
ние продуктивности показало, что введенные му-
тации не приводят к значительному повышению
накопления треонина по сравнению с родитель-

Таблица 2. Плазмиды, использованные в работе 
Table 2. Plasmids used in this work

Плазмиды Характеристика Источник

pMW118 Содержит ориджин репликации pSC101 и маркер bla (ApR);
малокопийный вектор

Лабораторная коллекция

pMW-gdhA
Плазмида для оверэкспрессии глутаматдегидрогеназы;
содержит дикий аллель gdhA

Настоящая работа
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ским штаммом (рис. 1f). Сходным образом, пол-
ная инактивация LysC не оказывала никакого вли-
яния на продуктивность штамма B2110 (рис. 1f). Та-
ким образом, в штамме B2110 способность к
биосинтезу треонина не зависит от активности ас-
партаткиназы III, а реакция фосфорилирования
аспартата полностью контролируется нечувстви-
тельной к ретроингибированию треонином ас-
партаткиназой I (ThrAfbr) [24, 25]. Из этих резуль-
татов следует, что механизм влияния лизина на
продукцию треонина не связан с LysC.

Из литературных данных известно, что в пути
биосинтеза треонина участвуют еще два фермен-
та, синтез которых контролируется внутрикле-
точным пулом лизина: аспартатполуальдегидде-
гидрогеназа (Asd) и глутаматдегидрогеназа (GdhA)
(рис. S1, дополнительные материалы) [26]. Asd
осуществляет промежуточную стадию в пути био-
синтеза треонина, катализируя НАДФН-зависимое
превращение L-аспартил-4-фосфата в L-аспартат-
полуальдегид [3, 27, 28]. Аспартатполуальдегидде-
гидрогеназа подвержена мультивалентному инги-
бированию лизином, треонином и L-метионином,
причем влияние лизина является доминирующим
[3]. GdhA катализирует НАДФН-зависимое амини-
рование α-кетоглутарата с образованием L-глута-
мата [29–31]. Негативная регуляция глутаматде-
гидрогеназы опосредуется транскрипционным
фактором ArgP для которого лизин является ко-эф-
фектором [32]. Для исследования влияния активно-
сти аспартатполуальдегиддегидрогеназы мы скон-
струировали два штамма B2115 и B2120, в которых
нативный промотор гена asd был заменен на H207
и А1, которые относятся к сильнейшим конститу-
тивным σ70-зависимым промоторам [33]. В обо-
их случаях нативный 5’-UTR был заменен на после-
довательность 5'-UTR гена thrA. Сравнение гетеро-
логичных промоторов с нативным in silico показало
увеличение уровня транскрипции asd приблизи-
тельно в три и четыре раза относительно дикого
аллеля в случае A1 и H207, соответственно
(табл. S6, дополнительные материалы). Гетеро-
логичный 5'-UTR демонстрировал в 2.5–11 раз
большую эффективность инициации трансляции
по сравнению с диким (табл. S7, дополнительные
материалы). Зависимость продуктивности от уров-
ня экспрессии глутаматдегидрогеназы исследова-
ли с использованием штамма B1175, содержащего
плазмиду pMW-gdhA, в составе которой находил-
ся дикий аллель gdhA. Если в штамме, несущем
дикие аллели asd и gdhA, активность соответству-
ющих ферментов снижена из-за влияния лизина,
а в отсутствии его транспорта активность возрас-
тает вместе с увеличением продуктивности клетки,
направленная оверэкспрессия asd и gdhA должна
приводить к тому же эффекту даже при наличии
дикого lysP. Однако, оценка накопления треони-
на полученными штаммами показала, что ни за-
мена нативного промотора asd, ни амплификация

gdhA не приводят к увеличению продуктивности
(рис. 1g, 1h). Следовательно, репрессия синтеза
Asd и GdhA вряд ли является причиной негатив-
ного действия лизина.

Таким образом, анализ влияния уровня экс-
прессии ферментов, участвующих в пути биосин-
теза треонина и, по литературным данным, подвер-
женных ингибированию и/или репрессии лизином
не дал однозначного ответа на вопрос о механизме
его действия на продуктивность штамма. Согласно
полученным результатам, падение активности ни
одного из трех ферментов, а именно LysC, Asd и
GdhA не является единственной и достаточной
причиной снижения способности к накоплению
треонина в присутствие экзогенного лизина. Это
может свидетельствовать о существовании преж-
де неописанных или непрямых механизмов взаи-
модействия внутриклеточного пула лизина и фер-
ментов, контролирующих путь биосинтеза треони-
на. Вместе с тем, нельзя исключить возможность
плейотропного эффекта лизина, в результате кото-
рого к наблюдаемому фенотипу приводит падение
активности сразу нескольких ферментов. Более
детальный анализ этой проблемы требует даль-
нейших исследований. Тем не менее, результаты
настоящей работы однозначно свидетельствуют о
том, что вне зависимости от механизма действия,
снижение внутриклеточной концентрации лизи-
на либо путем изменения активности ферментов,
катализирующими его биосинтез, либо в резуль-
тате уменьшения проницаемости клеточной мем-
браны для экзогенного лизина является перспек-
тивным подходом для совершенствования штам-
мов-продуцентов треонина.
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Abstract—In this work, it was shown for the first time that inactivation of the L-lysine up-take transport sys-
tem from the external environment leads to an increase in the level of L-threonine synthesis by the Escherich-

ia coli strain that produces it, while the addition of lysine to the culture medium reduces the productivity of
the unmodified strain, which indicates the influence of the intracellular pool of lysine on the efficiency of
threonine biosynthesis. A study of the possible mechanisms of this influence showed that neither the previ-
ously known inhibition of aspartate kinase III (LysC) activity, nor the repression of the synthesis of aspartate
semialdehyde dehydrogenase (Asd) and glutamate dehydrogenase (GdhA) individually are the reasons for
the decrease in culture productivity. The results obtained may indicate both the presence of a previously un-
known mechanism for the regulation of threonine metabolism by lysine, and the fact that several enzymes in
the threonine biosynthesis pathway are simultaneously affected by this amino acid. At the same time, changing the
permeability of the membrane to lysine, or reducing its intracellular concentration as a result of changing the effi-
ciency of its biosynthesis, is a promising approach for improving threonine-producing strains.
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