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ВЛИЯНИЕ АЦЕТИЛИРОВАНИЯ И ДЕАЦЕТИЛИРОВАНИЯ 
БЕЛКОВ НА МЕТАБОЛИЗМ ШТАММОВ Escherichia coli
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Штаммы Escherichia coli широко используются в биотехнологии для производства соединений,
представляющих большой интерес, таких, как L-аминокислоты и рекомбинантные белки. Цель
данного исследования – определить влияние процессов ацетилирования остатков Nε-лизина бел-
ков на метаболизм часто используемых штаммов E. coli MG1655 и BL21(DE3), а также штаммов-
продуцентов аминокислот L-треонина и L-пролина. Продемонстрировано, что профиль ацетили-
рования одного из ключевых ферментов гликолиза — глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы
(ГАФД) — зависит от штамма, в котором данный белок был синтезирован. Удаление генов, участ-
вующих в метаболизме ацетата и ацетилировании ε-аминогруппы остатков лизина белков влияет на
метаболизм штаммов-продуцентов и на продуктивность целевых аминокислот. Подходы, связан-
ные с модулированием ацетилирования белков, могут быть полезными в метаболической инжене-
рии при создании более эффективных штаммов-продуцентов.
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ВВЕДЕНИЕ

Ацетилирование представляет собой распро-
страненную посттрансляционную модификацию,
которая осуществляется путем переноса ацетиль-
ной группы ацетил-кофермента А (ацетил-КоА) к
первичному амину в ε-положении остатка лизина
белковой цепи. Схема этих процессов представ-
лена на рис. 1.

Процесс ацетилирования может осуществляться
как ферментативно с помощью ацетилтрансфераз,
так и неферментативно без участия специальных
белков. В последнем случае в качестве донора аце-
тильной группы может выступать молекула ацетил-
фосфата. В клетках бактерий ацетилирование ре-
гулирует многие клеточные процессы, например,
олигомеризацию белков [1], мобильность клетки
[2], резистентность к антибиотикам [3], а также ме-

таболизм путем изменения активности ферментов
[4–6].

Escherichia coli – самая изученная и часто ис-
пользуемая биотехнологическая платформа для
производства широкого спектра ценных соедине-
ний [7]. Основная задача при создании штаммов-
продуцентов – перераспределение потоков угле-
рода и энергии на путь биосинтеза целевых со-
единений. При приближении уровня продукции
целевого соединения к теоретически максималь-
ному выходу необходимо искать и внедрять новые
подходы для увеличения конверсии источника уг-
лерода в целевой продукт. Таким образом, любые
знания о регулировании потока углерода во время
процесса культивирования будут полезны для по-
вышения продуктивности штаммов и увеличения
выхода целевого продукта.

Целью данного исследования являлось изуче-
ние влияние процессов ацетилирования на мета-
болизм штаммов E. coli. Нами были выбраны ши-
роко используемые штаммы MG1655 (E. coli K12)

Список сокращений: ОП – оптическая плотность, ЭДТА –
Этилендиаминтетрауксусная кислота, ДТТ – Дитиотреи-
тол, ГАФД – глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа.
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и BL21(DE3) (E. coli B), которые показали свою
эффективность при получении на их основе проду-
центов L-аминокислот и различных рекомбинант-
ных белков, а также штаммы-продуценты L-трео-
нина и L-пролина на основе E. coli K12.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Трансформация, трансдукция и получение 
генетических модификаций в хромосоме E. coli

Использованные в работе штаммы представле-

Рис. 1. Механизмы реализации процессов ацетилирования.
Fig. 1. Mechanisms for implementing acetylation processes.
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Таблица 1. Бактериальные штаммы, использованные в работе
Table 1. Bacterial strains used in this work

Штамм Генотип Источник

MG1655 ilvG rfb-50 rph-1 CGSC 6300

BL21(DE3) ompT, hsdSB (rB–, mB–) gal dcm (DE3) Лабораторная коллекция

MG1655 ∆ackA ilvG rfb-50 rph-1, ∆ackA::kan Данная работа

MG1655 ∆cobB ilvG rfb-50 rph-1, ∆cobB::kan Данная работа

MG1655 ∆patZ F-, ilvG rfb-50 rph-1, ∆patZ::kan Данная работа

PRO (продуцент L-пролина) 702ilvA ВКПМ B-8012

PRO ∆ackA 702ilvA, ∆ackA::kan Данная работа

PRO ∆cobB 702ilvA, ∆cobB::kan Данная работа

PRO ∆patZ 702ilvA, ∆patZ::kan Данная работа

THR (продуцент L-треонина) MG1655 ∆tdh, rhtA23, pVIC40 ВКПМ В-2307

THR ∆ackA MG1655 ∆tdh, rhtA23, pVIC40, ∆ackA::kan Данная работа

THR ∆cobB MG1655 ∆tdh, rhtA23, pVIC40, ∆cobB::kan Данная работа

THR ∆patZ MG1655 ∆tdh, rhtA23, pVIC40, ∆patZ::kan Данная работа
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ны в табл. 1. Трансформацию штаммов E. coli, полу-
чение трансдуцирующих фагов P1vir и трансдук-
цию проводили согласно общепринятым экспе-
риментальным протоколам [8, 9].

Методы работы с ДНК.

Выделение ДНК проводили с помощью набо-
ров Plasmid Miniprep и Cleanup Standard, согласно
инструкциям производителя (“Евроген”, Россия).
Электрофорез ДНК в агарозном геле осуществляли
по стандартным методикам. Стандартный метод
ПЦР воспроизводили с помощью амплификатора
GeneAmp PCR System 9700 (Biorad, США). Химиче-
ский синтез олигонуклеотидных праймеров для
ПЦР осуществляла фирма “Синтол” (Россия). Нук-
леотидный состав праймеров приведен в табл. 2.

Измерение активности 
глицеральдегидфосфатдегидрогеназы

Культуру клеток выращивали в минимальной
среде M9 в течение 4–8 ч при 37°C (до ОП600 2.0),
центрифугировали в течение 25 мин при 5000 g
(Eppendorf Centrifuge 5804 R, Германия), дважды
промывали физиологическим раствором и разру-
шали с помощью звукового дезинтегратора Soni-
cator Q55 (США) в буфере следующего состава:
100 мМ Tris-HCl, pH 7.5, 20 мМ KCl, 0.5 мМ ЭДТА,
2 мМ ДТТ.

Активность глицеральдегид-3-фосфатдегидро-
геназы (ГАФД) измеряли спектрофотометрически
с помощью спектрофотометра Thermo Fisher Scien-
tific Genesys 150 (Германия) в клеточных экстрак-
тах по методике, описанной ранее [10], с добавле-
нием НАД+(Serva) (2 мМ). Очистку ГАФД для
определения кинетических параметров проводи-

Таблица 2. Праймеры, используемые для делеции генов и проверки полученных мутаций
Table 2. Oligonucleotides used for genes deletion and verification of resulting mutations.

ID Олигонуклеотид Последовательность (5'→3')

P1 del-patZ-R CGTTTAAAATCATTCGGTCACTTCTGCGGGAGACCGGTATGGT-
GTAGGCTGGAGCTGCTTCG

P2 del-patZ-L GATTAAGTGGTCAACATTTCCAGTACCTTACTCATGATTCCTGTC
AAACATGAGAATTAATTCCG

P3 patZ-up TCACAGCAGAACAGTTAGAA

P4 patZ-down TGGGCAAGGTGTTGTTGA

P5 del-cobB-R CCTTCCTACATCTAACCGATTAAACAACAGAGGTTGCTATGGT
GTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGT

P6 del-cobB-L GGCCTGATAAGCGTAGTGCATCAGGCAATGCTTCCCGCTTTC
TGTCAAACATGAGAATTAATTCCGGG

P7 cobB-up TCTTACCTGTAGCTCGTGTTCC

P8 cobB-down TCGATAATAGCTTTGCGA

P9 del-ackA-R CTGACGTTTTTTTAGCCACGTATCAATTATAGGTACTTCCATGG
TGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAG

P10 del-ackA-L CGCCAGCTGAGCTGGCGGTGTGAAATCAGGCAGTCAGGCGG
CTCTGTCAAACATGAGAATTAATTCCGG

P11 ackA-up GCATGATGTTAATCATAAATGTCGGTG

P12 ackA-down GGACACGGTTTATCCTCTTTCGTTAC

P13 Cm-EcoRI TTTTTTGAATTCTGATCGGCACGTAAGAGGTTC

P14 Cm-PstI TTTTTCTGCAGTTACGCCCCGCCCTGCCAC

P15 T5-BglII TTTTTAGATCTTCATAAAAAATTTATTTGCT

P16 T5-XbaI TTTTTTTCTAGATATTATAATTGTTATCCGCTCACAA

P17 TrrnB-BamHI TTTTTTGGATCCATTTGTCCTACTCAGGAGAG

P18 TrrnB-HindIII TTTTTTAAGCTTCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTC

P19 patZ-NcoI TTTTTTCCATGGATGCTGTCGCGTCGGGGT

P20 patZ-BamHI TTTTTTGGATCCTCAGGCAATGCTTCCCGCT
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ли фракционным осаждением (NH4)2SO4, как опи-
сано ранее [11]. Для дальнейшей̆ работы использо-
вали фракцию белка, осажденную при 75–85%
насыщения сульфатом аммония (фракция III).

Электрофорез тотального белка в 15%-ном по-
лиакриламидном геле выполнен в соответствии с
методикой Лэмли [12]. Определение количества
белка в экстрактах проводили по методу Брэд-
форда с использованием реактива Bio-Rad Protein
Assay (Bio-Rad Laboratories GmbH, Германия).

Идентификация ацетилированных 
аминокислотных остатков лизина в белках

Протеолитический гидролиз белков из геля про-
водили трипсином Gold (Promega, США) в соответ-
ствии с протоколом производителя. ВЭЖХ-МС
анализ выполняли на квадрупольно-времяпро-
летном масс-спектрометре высокого разрешения
Impact II (Bruker Daltonik, Германия), оснащeн-
ным источником ионизации электрораспылени-
ем Apollo II (Bruker Daltonik) и УВЭЖХ (Ультра
высокоэффективная жидкостная хроматогра-
фия) Elute (Bruker Daltonik,) на обращeнно-фазовой
колонке Waters Acquity HSS T3 1.8 мкм 2.1 × 100 мм
(Waters, Ирландия) в следующих условиях: объем
пробы 10 мкл, скорость потока 0.25 мл/мин, гра-
диентное элюирование от 5 до 60% Б за 30 мин,
затем до 95% Б за 3 мин (раствор А: 0.1%-ная му-
равьиная кислота в воде; раствор Б: 0.1%-ная мура-
вьиная кислота в ацетонитриле), температура ко-
лонки 30°C, постколоночное разделение потока
1 : 20, ионизация электрораспылением в положи-
тельном режиме ионов, потенциал на капилля-
ре 4.5 кВ, распыляющий газ – азот 1.0 бар, осушаю-
щий газ – азот 5.0 л/мин 200°C, диапазон сканиро-
вания m/z 100–2200, частота сканирования для
полного спектра 2 Гц, автоматический режим реги-
страции спектров второго порядка (активация со-
ударением) с динамической частотой регистрации
2–6 Гц, длина цикла 2 с, предпочтительные зарядо-
вые состояния 2–6, столкновительный газ – азот,
динамическая энергия соударений (20 эВ на m/z 300,
65 эВ на m/z 1300), автоматическая внутренняя ка-
либровка по раствору трифторацетата натрия.

Обработка спектров и идентификация белков
осуществлялись с использованием программного
пакета BioPharma Compass 3.1.1 (Bruker Daltonik).

Визуализация распределения ацетилированных 
аминокислотных остатков

В качестве основы для визуализации из базы
данных 3Д-структур (PDB) была взята трехмер-
ная структура ГАФД 1S7C. Выравнивание, уточне-
ние и визуализация трехмерных структур осуществ-
лялись с помощью программы PyMOL v.2.5.0.

Конструирование плазмиды pNSP1

Для создания стабильной, многокопийной
плазмиды, способной экспрессироваться в лю-
бом штамме E. coli, вектор pET15b (табл. 3) был ре-
конструирован.

Для постоянного поддержания плазмиды в клет-
ках в течение длительного культивирования мар-
кер устойчивости к ампициллину был заменен на
маркер устойчивости к хлорамфениколу с помо-
щью праймеров Р13 и Р14. Промотор фага Т7, спо-
собный узнаваться только РНК-полимеразой того
же фага, был заменен на промотор фага Т5, который
узнается РНК-полимеразами E. coli, с помощью
праймеров Р15 и Р16. Промотор Т5 остался под ре-
прессией lacI. С той же целью терминатор T7 за-
менили на терминатор TrrnB с помощью прайме-
ров Р17 и Р18. Полученный вектор был обозначен
как pNSP1.

Клонирование гена patZ

В векторе pNSP1 был клонирован ген, кодиру-
ющий ацетилтрансферазу patZ с помощью прай-
меров Р19 и Р20. В качестве матрицы для ампли-
фикации была использована хромосома штамма
E. coli MG1655. Последовательность всех ампли-
фицированных участков ДНК была подтвержде-
на с помощью секвенирования (“Синтол”), а уро-
вень синтеза белка был проверен в штамме E. coli
MG1655.

Таблица 3. Плазмиды, использованные в работе 
Table 3. Plаsmids used in this work

Плазмида Устойчивость к антибиотикам Характеристики Ссылка

pKK-gapAWT Amp ori pBR322, PlacZ, TrrnB [32]

pET15b Amp ori pBR322, PT7, TT7 Лабораторная коллекция
pNSP1 Cm ori pBR322, PT5 , TrrnB Данная работа
pNSP1-patZ Cm ori pBR322, PT5 -patZ-TrrnB Данная работа
pKD20 Amp ori R101, repA101(ts), P-gam-bet-exo Лабораторная коллекция
pVIC40 Str ori pRSF1010, thrA*BC ВКПМ В-2307
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Инактивация генов cobB, patZ и ackA

Инактивацию генов patZ, cobB и ackA в хромо-
соме штамма E. coli MG1655 проводили с исполь-
зованием Red системы фага λ по методу, описан-
ному в работе [9] с использованием вспомогатель-
ной плазмиды pKD20, несущей гены, кодирующие
белки, необходимые для интеграции и эксцизии
вставок ДНК. Конструирование ДНК-фрагмен-
тов маркера устойчивости к канамицину, флан-
кированного комплементарными участками up- и
down-stream генов, осуществляли с помощью прай-
меров Р1-Р2 в случае гена patZ, P5-P6 в случае гена
cobB и P9-P10 в случае гена ackA; наличие делеций
проверяли с помощью ПЦР, с использованием пар
олигонуклеотидов P3-P4 в случае гена patZ, P7-P8 в
случае гена cobB, P11-P12 в случае гена ackA.

Полученные делеции были перенесены в штам-
мы-продуценты PRO и THR (описание штаммов
приведено в табл. 1) с помощью трансдукции фа-
гом P1. После чего в штамме-продуценте L-треони-
на был удален маркер устойчивости к канамицину.
Процесс контролировали с помощь ПЦР с описан-
ными ранее парами олигонуклеотидов. Затем
штамм THR трансформировали плазмидой pVIC40
(см. табл. 3).

Получение кривых роста 
штаммов E. coli и их анализ

Ночные культуры штаммов, выращенные в
пробирках на минимальной среде, разводили све-
жей минимальной средой М9 до ОП600 ~ 0.1–0.2 и
растили при температуре 37°С со скоростью пере-
мешивания 200 об./мин. Оптическую плотность в
течение указанного времени измеряли с помо-
щью спектрофотометра Thermo Fisher Scientific
Genesys 150.

Проведение ферментации

Первоначально штаммы-продуценты выращи-
вали в течение 18–24 ч при температуре 37°C на
чашках с L-агаром, содержащим антибиотик
стрептомицин. Для получения посевной культу-
ры штаммы инкубировали в пробирках размером
20 × 200 мм, содержащих 2 мл LB с добавлением
указанного выше антибиотика, на ротационном
шейкере при 250 об./мин и 37°C в течение 18 ч.
Далее в среду вносили 0.2 мл ночной культуры
(10%) и проводили ферментацию в течение 44 ч
для треонина и 43 ч для пролина. Количество об-
разовавшегося треонина в среде определяли мето-
дом капиллярного электрофореза Agilent CE 7100
(США). Оптическую плотность культуры в конце
ферментационного процесса измеряли с помо-
щью спектрофотометра Thermo Fisher Scientific
Genesys 150.

Ферментацию штаммов-продуцентов проводи-
ли при 32°С и перемешивании 240 об./мин. Состав
ферментационной среды для продуцента L-трео-
нина (г/л): глюкоза – 80.0; (NH4)2SO4 – 22.0;
NaCl – 0.8; КН2РО4 – 2.0; MgSO4·7H2O – 0.8;
FeSO4·7H2O – 0.02; MnSO4·5H2O – 0.02; Тиамин–
HCl – 0.0002; Дрожжевой экстракт – 1.0; СаСО3 –
30.0; рН 7.0, для продуцента L-пролина (г/л): глюко-
за – 60, (NH4)2SO4 – 25, KH2PO4 – 2, MgSO4·7H2O –
1.0, L-изолейцин – 0.05; Тиамин–HCl – 0.0001,
CaCO3 – 25, pH 7.2.

Продуктивность штаммов определяли как от-
ношение количества аминокислоты (г/л) к опти-
ческой плотности КЖ (ОП600).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнение активности глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы в штаммах MG1655 

и BL21(DE3)
Для изучения влияния процессов ацетилиро-

вания на свойства штаммов E. coli в качестве объ-
екта была выбрана глицеральдегид-3-фосфатде-
гидрогеназа (ГАФД). Данный фермент играет одну
из ключевых ролей в пути Эмбдена-Мейерхоффа-
Парнаса и глюконеогенезе, а также вовлечен во
многие важные клеточные процессы.

ГАФД катализирует окисление D-глицеральде-
гид-3-фосфата до 1,3-бисфосфоглицерата с восста-
новлением НАД+ до НАДН. Результаты измере-
ний активности ГАФД, кодируемой хромосомной
копией гена gapA в штаммах MG1655 и BL21(DE3),
представлены на рис. 2.

Как следует из рис. 2а, показатели удельной
активности ГАФД у этих штаммов значительно
различаются. При полной идентичности амино-
кислотных последовательностей белков в обоих
штаммах (рис. 2b), показатель удельной активности
белкового препарата ГАФД в штамме MG1655 ли-
нии К-12 на 35% превышает удельную активность
того же белка в штамме линии В.

Согласно результатам многочисленных иссле-
дований, ацетилирование остатков лизина преиму-
щественно нацелено на ферменты, участвующие в
центральном метаболизме [13, 14]. Некоторые из
этих аминокислотных остатков каталитически ак-
тивны, поэтому их ацетилирование может изме-
нять активность ряда ферментов и таким образом
регулировать метаболизм бактерий, что подтвер-
ждает ряд исследований in vitro [13–15].

Ранее было показано, что in vitro ферментатив-
ное ацетилирование ГАФД двукратно увеличивает
ее удельную активность [15]. В то же время нефер-
ментативное ацетилирование посредством ацетил-
фосфата приводит к полной утрате ферментатив-
ной активности, восстановление которой возмож-
но только путем синтеза новых молекул белка [16].
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Для того, чтобы оценить влияние ацетилиро-
вания на активность ГАФД in vivo и сравнить с по-
лученными ранее результатами in vitro, была скон-
струирована плазмида pNSP1-patZ, несущая ген
patZ, основной и наиболее охарактеризованной
ацетилтрансферазы E. сoli. Эта плазмида совме-
стима с плазмидой pKK-gapAWT, и обе плазмиды с
одинаковым числом копий поддерживаются в
штаммах E. coli К и В.

Как показано на рис. 3, удельная активность
ГАФД в штамме MG1655 изменяется при введе-
нии плазмиды, несущей ген patZ.

Показатели активности фермента увеличива-
лись вдвое при совместной экспрессии двух плаз-
мид, несущих гены gapA и patZ, что не наблюда-
лось в штамме BL21(DE3), где уровень удельной
активности ГАФД мало изменялся в присутствии
гена ацетилтранферазы. Для того, чтобы прояснить
причины столь существенного различия в активно-
сти фермента в разных штаммах, с помощью масс-
спектрометрического анализа были идентифици-
рованы ацетилированные аминокислотные остат-

ки лизина в белках ГАФД, синтезированных в
штаммах MG1655 и BL21(DE3). Результаты ана-
лиза представлены в табл. 4.

Как следует из данных, приведенных в табл. 4,
аминокислотные остатки в белках ацетилирова-
ны по-разному, что демонстрирует корреляцию
этих процессов с особенностями метаболизма
штаммов. При этом реакция, вероятнее всего, про-
ходила по обоим механизмам, ферментативному и
неферментативному. Можно предположить, что
ферментативному ацетилированию подвергают-
ся одни и те же аминокислотные остатки лизина в
анализируемых штаммах. Различие в модифика-
ции лизиновых остатков ГАФД в этих штаммах,
вероятно, связано с неферментативным механиз-
мом и может быть объяснено особенностями ме-
таболических процессов.

Ацетилирование аминокислотных остатков ли-
зина, локализованных на поверхности мономеров
белка, может как увеличивать, так и снижать об-
разование активных форм фермента. На рис. 4 и 5
приведены 3Д-модели фермента ГАФД с распре-

Рис. 2. а – НАД+-зависимая активность ГАФД исходных штаммов MG1655 (1) и BL21(DE3) (2); представлены средние
значения, полученные в трех независимых экспериментах; b – cравнительное выравнивание аминокислотных последова-
тельностей ферментов ГАФД штаммов MG1655 и BL21. 
Fig. 2. а – NAD+-dependent GAPDH activity of the original strains MG1655 (1) and BL21(DE3) (2); the average values obtained
from three independent experiments are presented; b – comparative alignment of amino acid sequences of GAPDH enzymes from
strains MG1655 and BL21.
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Таблица 4. Ацетилированные аминокислотные остатки лизина белка ГАФД, полученные в разных штаммах 
Table 4. Acetylated amino acid residues of lysine of the GAPDH protein obtained in different strains

Штамм Ацетилированные аминокислотные остатки лизина белка ГАФД

in vitro 4 70 71 108 115 124
MG1655 N- 115 116 124 132 138 213 249 257 -C
BL(21DE3) 70 71 115 116 124 192 213 217 225 257 261 321
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деленными несовпадающими уникальными аце-
тилированными аминокислотными остатками
лизина, полученного в штаммах E. coli, MG1655 и
BL21(DE3), соответственно.

В предыдущей работе [15] нами были идентифи-
цированы ферментативно ацетилированные in vitro
(табл. 4 верхняя строка) аминокислотные остатки
лизина ГАФД, полученного в штамме MG1655, и
было показано, что эта модификация увеличивает
активность фермента в 2 раза, как и в случае фер-
ментативного ацетилирования in vivo в этом штам-
ме. В данной работе для ферментов ГАФД из штам-
мов MG1655 и BL21(DE3) показано, что некоторые
из ранее идентифицированных аминокислотных
остатков лизина также ацетилированы, а именно,
115 и 124 остатки для обоих штаммов и 70, 71 остат-
ки для штамма BL21. C другой стороны, в С-кон-
цевой части белков также присутствуют ацетили-
рованные аминокислотные остатки лизина. Визуа-
лизация распределения ацетилированных остатков
лизина показала их локализацию на поверхности
белковой глобулы, что позволяет предположить
неферментативный механизм их модификации по-
средством переноса ацетильной группы с молекулы
ацетилфосфата. Фермент из штамма BL21(DE3)
обладает пониженной активностью. На рис. 5 вы-
делен ацетилированный аминокислотный оста-
ток лизина 192. Он находится в непосредственной
близости к сайту связывания кофактора, и это
может объяснять снижение энзиматической ак-

тивности. Следовательно, неферментативно аце-
тилированные аминокислотные остатки лизина
могут быть причиной снижения активности фер-
мента. Различия в процессах ацетилирования мо-
гут быть связаны с различными внутриклеточны-
ми концентрациями ацетилфосфатата и ацетата в
двух штаммах, что может стать серьезной пробле-
мой при промышленном культивировании штам-
мов E. coli, в том числе продуцентов аминокислот.
Образование значительного количества ацетата на
средах с глюкозой снижает конверсию моносахари-
да в целевой продукт и угнетает рост клеток. Дан-
ный факт необходимо принимать во внимание
при выборе штамма в качестве платформы при
создании штаммов-продуцентов аминокислот.

Рост штаммов E. coli с нативными 
и делетированными генами cobB, patZ и ackA
Прецизионное делетирование генов в хромо-

соме (gene knockout) представляет собой эффек-
тивный и надежный метод изучения метаболиз-
ма. Этот метод был в первую очередь разработан для
штаммов E. coli, и он широко используется для дан-
ного микроорганизма [18].

Изменения метаболизма в результате целена-
правленного делетирования определённых генов
влияют на параметры роста штамма, что является
наиболее легко фиксируемым индикатором их эф-
фекта. Поэтому для определения влияния делеций
генов на метаболизм были, в первую очередь, по-
лучены и проанализированы кривые роста штам-
мов дикого типа и штаммов с инактивированны-
ми генами cobB, patZ и ackA (рис. 6).

Выбранные гены кодируют ферменты, кото-
рые вносят непосредственный вклад в процессы
ацетилирования: ген patZ кодирует фермент ацети-

Рис. 3. Влияние плазмид pKK-gapAWT и pNSP1-patZ на
активность НАД+-зависимой ГАФД штаммов MG1655
и BL21(DE3). (1) – штамм MG1655/pKK-gapAWT; (2) –
штамм MG1655/pKK-gapAWT + pNSP1-patZ; (3) –
штамм BL21(DE3)/pKK-gapAWT; (4) – штамм
BL21(DE3)/pKK-gapAWT + pNSP1-patZ. Представле-
ны средние значения, полученные в трех независи-
мых экспериментах. 
Fig. 3. Effect of plasmids pKK-gapAWT and pNSP1-patZ
on the activity of NAD+-dependent GAPDH of strains
MG1655 and BL21(DE3). (1) – strain MG1655/pKK-ga-
pAWT; (2) – strain MG1655/pKK-gapAWT + pNSP1-
patZ; (3) – strain BL21(DE3)/pKK-gapAWT; (4) – strain
BL21(DE3)/pKK-gapAWT + pNSP1-patZ. The average
values obtained from three independent experiments are
presented.
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Рис. 4. Распределение несовпадающих (уникальных
для штамма) ацетилированных аминокислотных
остатков лизина по белковой поверхности ГАФД
(PDB 1S7C), полученный в штамме MG1655.
Fig. 4. Distribution of mismatched (strain-unique) acetyl-
ated lysine amino acid residues along the protein surface of
GAPDH (PDB 1S7C), obtained in strain MG1655.
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лтрансферазу, переносящий ацетильную группу на
аминокислотные остатки лизина в белке; ген ackA
кодирует фермент ацетат киназу (ацетилфосфат-
синтазу) – основной фермент биосинтеза ацетил-
фосфата из ацетата, который, в свою очередь, спо-
собен ацетилировать аминокислотные остатки ли-
зина в белках по неферментативному механизму;
cobB кодирует фермент деацеатилазу, удаляющий
ацетильную группу независимо от механизма, по
которому аминокислотный остаток лизина был
ацетилирован. Как следует из рис. 6, все делецион-
ные варианты штамма MG1655 росли на среде М9 с
увеличенной по времени лаг-фазой, характеризова-
лись пониженной скоростью роста по сравнению
со штаммом дикого типа. При этом ни один из де-
леционных производных MG1655 не достигал мак-
симальной оптической плотности штамма дикого
типа.

Аналогичные делеции были введены в штам-
мы-продуценты PRO и THR. Изменения, наблю-
даемые в кривых роста вновь полученных делеци-
онных производных этих штаммов, были анало-
гичны наблюдаемым для штаммов, производных
MG1655 (рис. 7а и 8а).

Таким образом, как и ожидалось, нарушение
процессов деацетилирования, ацетилирования и
образования ацетил-фосфата негативно влияли
на метаболизм клетки.

Эффект делеций генов cobB, patZ и ackA 
на параметры продуцентов PRO и THR 

при ферментации в пробирках

Основным параметром при оценке эффектив-
ности продуцентов аминокислот является накоп-
ление целевого продукта в культуральной жидко-
сти. Этот показатель является определяющим при
оценке влияния вносимых в штамм-продуцент ге-
нетических изменений.

В нашем исследовании были использованы
штаммы продуценты L-треонина и L-пролина. Не-
смотря на то, что эти аминокислоты относятся к
семействам аспартата и глютамата, обе они обра-
зуются из интермедиатов цикла трикарбоновых
кислот, соответственно, щавелевоуксусной и α-ке-
тоглутаровой кислот. Поэтому для биосинтеза этих
аминокислот из глюкозы необходимы ферменты
пути Эмбдена-Мейерхоффа-Парнаса, в том чис-
ле и ГАФД. Как было уже показано выше, инакти-
вация генов cobB, patZ и ackA в продуцентах PRO и
THR приводила к изменению скорости роста в ми-
нимальной среде М9. Для оценки накопления целе-
вых продуктов использовали ферментационную
среду с глюкозой в качестве единственного источ-
ника углерода. Сахар, первоначально добавленный
в среду, за время культивирования в процессе был
полностью утилизирован клетками во всех об-

Рис. 5. Распределение несовпадающих ацетилированных аминокислотных остатков лизина по белковой поверхности
ГАФД (PDB 1S7C), полученный в штамме BL21(DE3).
Fig. 5. Distribution of mismatched acetylated lysine amino acid residues along the protein surface of GAPDH (PDB 1S7C), ob-
tained in strain BL21(DE3).

180�С К192

Рис. 6. Рост штаммов E. coli MG1655 исходный
(1), MG1655 ∆cobB, без деацетилазы (2), MG1655
∆patZ, без ацетилтрансферазы (3) и MG1655 ∆ackA, без
ацетилфосфатсинтазы (4) на минимальной среде М9 с
глюкозой в качестве единственного источника углерода. 
Fig. 6. Growth of E. coli strains MG1655 original
(1), MG1655 ∆cobB, without deacetylase (2), MG1655
∆patZ, without acetyltransferase (3) and MG1655 ∆ackA,
without acetylphosphate synthase (4) on M9 minimal me-
dium with glucose as the only source carbon.
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разцах, кроме штаммов с делецией деацетилазы
(∆cobB). Для сравнения штаммов между собой
ввиду различия скорости роста, утилизации ис-
точника углерода и конечной оптической плот-
ности культуры, была рассчитана продуктивность
(см. материалы и методы) штаммов-продуцентов,
представленная на рис. 7b и 8b.

Как следует из рис. 7 и 8, штаммы-продуцен-
ты пролина и треонина с инактивированным ге-

ном cobB продемонстрировали замедленный рост
и усвоение глюкозы, но вместе с тем повышенную
продуктивность. Очевидно, это может быть связано
с нарушением процесса деацетилирования. Следу-
ет отметить, что НАД+ является одновременно
кофактором фермента ГАФД и субстратом деаце-
тилазы CobB. Эта конкуренция за НАД+ особен-
но важна для статуса ацетилирования остатков
лизина, ацетилирование которых совместно регу-

Рис. 7. Рост и продуктивность штаммов-продуцентов L-пролина на минимальной среде М9 с глюкозой в качестве
единственного источника углерода. а – Рост штаммов: PRO, исходный (1), PRO ΔcobB, без деацетилазы (2), PRO ΔpstZ,
без ацетилтрансферазы (3) и PRO ΔackA, без ацетилфосфатсинтазы (4). b – Продуктивность штаммов (обозначения те
же). Стандартные отклонения от средних значений указаны в виде планок погрешностей. 
Fig. 7. Growth and productivity of L-proline producing strains on M9 minimal medium with glucose as the only carbon source.
а – Growth of strains: PRO, original (1), PRO ΔcobB, without deacetylase (2), PRO ∆patZ, without acetyltransferase (3) and
PRO ∆ZackA, without acetylphosphate synthase (4). b – Productivity of strains (same designations). Standard deviations from
the means are shown as error bars.
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Рис. 8. Рост и продуктивность штаммов-продуцентов L-треонина на минимальной среде М9 с глюкозой в качестве
единственного источника углерода. а – Рост штаммов: THR, исходный (1), THR ∆cobB, без деацетилазы (2), THR
∆patZ без ацетилтрансферазы (3) и and THR ∆ackA без ацетилфосфатсинтазы (4). b – Продуктивность штаммов (обо-
значения те же). Стандартные отклонения от средних значений указаны в виде планок погрешностей. 
Fig. 8. Growth and productivity of L-threonine producing strains on M9 minimal medium with glucose as the only carbon
source. а – Growth of strains: THR, original (1), THR ∆cobB, without deacetylase (2), THR ∆patZ, without acetyltransferase
(3) and THR ∆ackA, without acetylphosphate synthase (4). b – Productivity of strains (same designations). Standard deviations
from the means are shown as error bars.
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лируется ацетилфосфатом и CobB [19–21]. При
этом биосинтез аминокислот пролина и треонина
также является НАД+-зависимым процессом и, как
было показано ранее [10], создание НАДФ+-зави-
симой формы ГАФД приводит к увеличению
продукции этих аминокислот.

На сегодняшний день нет исследований, по-
священных ацетилированию белков как инстру-
менту, позволяющему конструировать более произ-
водительные бактериальные штаммы-продуценты.
В данной работе показано, что уровень активности
ГАФД, одного из ключевых ферментов гликоли-
за, зависит как от метаболических характеристик
самого штамма, так и от уровня ацетилирования
этого фермента. Оптимизация активности ГАФД,
в конечном итоге, существенно влияет на основные
параметры штаммов-продуцентов аминокислот.
Это следует учитывать при выборе исходного штам-
ма для метаболической инженерии продуцентов
биологически активных веществ на его основе.

Детальное изучение ацетилирования белков у
бактерий позволит разработать новые подходы
“тонкой настройки” метаболизма, путем влияния
на уже синтезированные белки.
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Abstract‒Escherichia coli strains are widely used in biotechnology for the production of compounds of great
interest, such as L-amino acids and recombinant proteins. The aim of this study was to determine the effect
of protein Nε-lysine acetylation processes on the metabolism of commonly used E. coli strains MG1655 and
BL21(DE3), as well as strains producing the amino acids L-threonine and L-proline. We demonstrate that
the acetylation profile of one of the key enzymes of glycolysis, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPD), depends on the strain in which this protein was synthesized. Deletion of genes involved in acetate
metabolism and acetylation of the ε-amino group of protein lysine affects the metabolism of the producer
strains and the productivity of the target amino acids. Approaches involving modulation of protein acetylation
may be useful in metabolic engineering in creating more efficient producer strains.

Keywords: acetyl coenzyme A (acetyl-CoA), acetyl-CoA synthetase, Nε-lysine acetylation of proteins, glyc-
eraldehyde phosphate dehydrogenase, acetyltransferase PatZ, deacetylase CobB, acetate kinase AckA
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