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ВЛИЯНИЕ ПРОЦЕССА ДЕАЦЕТИЛИРОВАНИЯ НА ПРОДУКЦИЮ 
ТРЕОНИНА ШТАММОМ-ПРОДУЦЕНТОМ Escherichia coli
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L-треонин – незаменимая аминокислота, широко используемая в сельском хозяйстве, фармацев-
тической и пищевой промышленности. В настоящем исследовании описан комплексный подход,
основанный на создании штамма-продуцента L-треонина Escherichia coli, устойчивого к высоким
концентрациям ацетата, с помощью адаптивной лабораторной эволюции и последующего индуци-
бельного повышения уровня экспрессии гена, кодирующего деацетилазу. Проверка штаммов на
ферментационных средах с глюкозой, ксилозой и сахарозой показала значительное увеличение
продуктивности. На ферментационных средах с глюкозой продуктивность для исходного штамма-
продуцента треонина увеличилась на 15 и на 29% для устойчивого к ацетату штамма ТА-81, а на фер-
ментационных средах с сахарозой на 14 и 15% соответственно. В случае роста на ксилозе положи-
тельный эффект от усиления деацетилазы наблюдался только для штамма ТА-81 (+26%).
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ВВЕДЕНИЕ
В природе лишь немногие бактерии способны

естественным образом усваивать ацетат, среди
них Escherichia coli, микроорганизм с преимуще-
ствами быстрого роста на дешевых средах и про-
стыми протоколами для генетического редакти-
рования. Данная бактерия на протяжении долгого
времени широко используется для получения раз-
личных ценных химических веществ [1–3]. Тем
не менее, проблема образования ацетата в культу-
рах E. coli, выращенных в аэробных условиях, до
сих пор остается актуальной, поскольку он инги-
бирует рост клеток и синтез целевых продуктов
[4, 5], а также вызывает стрессовые реакции даже
при низкой концентрации [6]. Более того, образо-
вание этого химического соединения представляет
собой нецелевую конверсию источника углерода
[7]. Для уменьшения генерации ацетата применя-
лись различные стратегии, такие, как метаболиче-
ская инженерия штаммов [8–10] и контроль фер-
ментационного процесса [11–15]. Однако о спо-

собе регулирования метаболизма ацетата в клетках
E. coli с помощью процессов ацетилирования до
сих пор очень мало сведений.

Клеточный метаболизм ацетата и ацетилиро-
вание белков тесно связаны. Последний пред-
ставляет собой обратимую посттрансляционную
модификацию, которая часто встречается в про-
кариотических клетках. Схема этого процесса
приведена на рис. 1.

В основном ацетилированию подвержены фер-
менты метаболических путей, что, в свою очередь,
влияет на их функцию, обеспечивая глобальную
регуляцию всего метаболизма. Эта реакция моди-
фикации обратима благодаря действию деацети-
лаз; самой изученной деацетилазой E. coli является
CobB [16–19]. Из литературных данных известно,
что CobB требует НАД+ в качестве кофактора, а ее
субстратная специфичность довольно низкая. Ак-
тивность CobB носит глобальный регуляторный ха-
рактер, способствуя деацетилированию большого
количества модифицированных аминокислотных
остатков лизина в белках независимо от механиз-
ма, по которому они были ацетилированы [20].

Список сокращений: ОП – оптическая плотность, ЛАЭ –
лабораторная адаптивная эволюция, УФ – ультрафиолет.

УДК 577.2

ПРОДУЦЕНТЫ, БИОЛОГИЯ, СЕЛЕКЦИЯ, 
ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИНЖЕНЕРИЯ



36

БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 40  № 4  2024

ПЛЕХАНОВА и др.

Целью данной работы было изучение влияния
процесса деацетилирования на продукцию амино-
кислоты треонина в штамме-продуценте E. coli.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Бактериальные штаммы, 

плазмиды и ростовые среды
Полноценной питательной средой служила LB

“ДиаМ” (Россия), минимальной – M9 (Sigma-Al-
drich, США) [21]. Для получения твердых сред в
жидкие добавляли бактоагар (Difco, США) в кон-
центрации 1.5%. Все использованные в работе
штаммы и плазмиды приведены в табл. 1, 2.

Получение тест-культуры
Гены thrABC в хромосоме E. coli инактивирова-

ли с применением Red-зависимой системы по
методу, описанному в работе [22] с использова-
нием вспомогательной плазмиды pKD20. Кассету
∆thrABC::Km конструировали с помощью прай-
меров Р13 и Р14; проверяли делеции генов с по-

мощью праймеров Р15-Р16. В полученные штам-
мы была введена плазмида pSENS, несущая ген
gfp под конститутивным промотором фага Т5.

Методы работы с ДНК

Выделение ДНК проводили с использованием
наборов Plasmid Miniprep и Cleanup Standard, со-
гласно инструкциям производителя (“Евроген”,
Россия). Электрофорез ДНК в агарозном геле
осуществляли по стандартным методикам. Стан-
дартный метод ПЦР воспроизводили с помощью
амплификатора GeneAmp PCR System 9700 (Biorad,
США). Химический синтез олигонуклеотидных
праймеров для ПЦР выполнен фирмой “Синтол”
(Россия). Нуклеотидный состав праймеров при-
веден в табл. 3.

Конструирование плазмиды, несущей ген, 
кодирующий деацетилазу CobB

Для создания стабильной многокопийной плаз-
миды, способной экспрессироваться в любом

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 the work

Штамм Генотип Источник

MG1655 F- ilvG rfb-50 rph–1 CGSC 6300

THR (продуцент L-треонина) MG1655 ∆tdh; rhtA23; pvic40 ВКПМ В-2307
TA-81 THR-ЛАЭ Данная работа
TA-71 THR-ЛАЭ Данная работа
ТМ-29 THR-УФ-мутагенез Данная работа
SENS-THR MG1655 ∆thrABC/pSENS Данная работа
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штамме E. coli, был изменен коммерчески доступ-
ный вектор pET15b (Novagen, США). Для поддер-
жания плазмиды в клетках в течение длительного
культивирования маркер устойчивости к ампи-
циллину был заменен на маркер устойчивости к
хлорамфениколу с помощью праймеров Р1 и Р2.
Промотор фага Т7, способный распознаваться
только РНК-полимеразой того же фага, был за-
менен промотором фага Т5, который может быть
распознан РНК-полимеразами E. coli, с помощью
праймеров Р3 и Р4. Синтетический промотор фа-
га Т5 также находился под аналогичной репрес-
сией lacI. С той же целью был изменен термина-
тор фага T7 на TrrnB с помощью праймеров Р5 и
Р6. После этого в сконструированный вектор был
клонирован ген, кодирующий деацетилазу CobB
с помощью праймеров Р7 и Р8. В качестве матри-
цы для амплификации была использована хромо-
сома штамма E. coli MG1655. Идентичность всех
амплифицированных фрагментов ДНК была под-
тверждена секвенированием, а уровень синтеза
белка был проверен в штаммe E. coli MG1655.

Трансдукция

Приготовление лизатов фага Р1vir и трансдук-
ционные скрещивания этим фагом проводили в
соответствии с общепринятыми методиками [23].

Оценка накопления L-треонина 
в культуральной среде

Первоначально штаммы-продуценты L-треони-
на выращивали в течение 18–24 ч при температуре
37°C на чашках с LB-агаром, содержащим антибио-
тик стрептомицин. Для получения посевной куль-
туры штаммы инкубировали в пробирках размером
20 × 200 мм, содержащих 2 мл LB с добавлением ан-
тибиотика, на ротационном шейкере (250 об./мин)
при 37°С в течение 18 ч. Далее в ферментационную
среду вносили 0.2 мл ночной культуры (10%). Опти-
ческую плотность культуры измеряли с помощью
спектрофотометра Thermo Fisher Scientific Genesys
150 (Германия). Количество образовавшегося трео-
нина в среде определяли методом капиллярного
электрофореза Agilent CE 7100 (США).

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

Плазмида Устойчивость к антибиотикам Характеристики Ссылка

pET15b Amp ori pBR322, PT7 , TT7 Лабораторная коллекция
pCOB Cm pET15b-T5-cobB-TrrnB Данная работа
pVIC40 Str ori pRSF1010; thrA*BC ВКПМ В-2307
pSENS Amp T5-gfp Лабораторная коллекция

Таблица 3. Олигонуклеотиды, используемые в работе
Table 3. Oligonucleotides used in the work

ID Олигонуклеотид Последовательность (5' → 3')

P1 Cm-EcoRI TTTTTTGAATTCTGATCGGCACGTAAGAGGTTC

P2 Cm-PstI TTTTTCTGCAGTTACGCCCCGCCCTGCCAC

P3 T5-BglII TTTTTAGATCTTCATAAAAAATTTATTTGCT

P4 T5-XbaI TTTTTTTCTAGATATTATAATTGTTATCCGCTCACAA

P5 TrrnB-BamHI TTTTTTGGATCCATTTGTCCTACTCAGGAGAG

P6 TrrnB-HindIII TTTTTTAAGCTTCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTC

P7 cobB-NcoI TTTTTTCCATGGATGCTGTCGCGTCGGGGT

P8 cobB-BamHI TTTTTTGGATCCTCAGGCAATGCTTCCCGCT

P13 del-thrABC-R GTAACGAGGTAACAACCATGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC-
GAAGTTCCTATACTTTCTAGAG

P14 del-thrABC-L CATGAGAATTAATTCCGGGGATCCGTCGACCTGCAGTTC-
GAAGTTCCTATTCTCTAG

P15 thrABC-up ACACAGAAAAAAGCCCGCAC

P16 thrABC-down GCAAACCCGGCCTGATTGA
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Ферментацию штаммов-продуцентов L-треони-
на проводили в течение 72 ч при 32°С и 240 об/мин.
Состав ферментационной среды (г/л): глюкоза –
80.0/сахароза – 80.0/ксилоза – 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.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ацетат в качестве дополнительного источника 
углерода и деацетилирование белков

Как уже упоминалось, серьезной проблемой
при промышленном культивировании штаммов
E. coli, в том числе продуцентов аминокислот, яв-
ляется образование на средах с глюкозой значи-
тельного количества ацетата, который снижает
конверсию моносахарида в целевой продукт и
угнетает рост клеток [24]. Синтез клетками ацета-
та, на который расходуется до 15% глюкозы, может
негативно влиять на энзиматическую активность
ключевых ферментов центрального метаболизма в
результате ацетилирования в них аминокислотных
остатков лизина. В 2010 г. было обнаружено, что
накопление ацетата является результатом катабо-
литной репрессии ацетил-CoА-синтетазы (коди-
руемой геном acs), которая происходит в услови-
ях быстрого роста и, соответственно, быстрого
потребления глюкозы [25]. А уже в 2011 г. Castaño-
Cerezo с коллегами выяснили, что ацетил-КоА-
синтетаза, которая катализирует реакцию пре-
вращения ацетата в ацетил-КоА, инактивируется
ацетилированием [17].

Весь процесс использования ацетата для про-
изводства биохимических веществ можно разде-
лить на три этапа: транспорт ацетата (из внешней
среды во внутриклеточное пространство), асси-
миляция ацетата (от ацетата до ацетил-КоА) и об-
разование химических веществ (из ацетил-КоА в
целевой продукт). Использование же внутрикле-
точного ацетата в качестве дополнительного ис-
точника углерода требует адаптации клеточного
метаболизма, а в случае высоких концентраций –
его перестройки. Согласно литературным дан-
ным, рост штамма E. coli дикого типа ингибирует-
ся в присутствии 128 мМ ацетата в культуральной
среде [26]. Создать штаммы с устойчивостью к
высоким концентрациям ацетата, а точнее, спо-
собные использовать накопленный ацетат в каче-
стве дополнительного источника углерода, мож-
но методами генной инженерии, лабораторной
адаптивной эволюции (ЛАЭ), а также при помо-
щи мутагенеза. В данной работе были выбраны
два последних метода, поскольку основной задачей
было получение определенного фенотипа штаммов
для изучения влияния процесса деацетилирования
на клеточный метаболизм. Возникшие адаптив-

ные мутации, нацеленные на регуляторные меха-
низмы, будут изучены отдельно.

При проведении ЛАЭ или мутагенеза появля-
ется возможность отобрать штаммы с улучшен-
ными характеристиками, приняв за основу тот
факт, что скорость роста на высоких концентра-
циях ацетата (выше ингибирующей концентра-
ции) прямо связана с успешной его ассимиляци-
ей клетками.

Получение штаммов, характеризующихся 
ускоренным ростом на высоких концентрациях 

ацетата методом УФ-мутагенеза

УФ-мутагенез традиционно используется в ла-
бораторной практике как наиболее доступный спо-
соб улучшения свойств штаммов-продуцентов.
УФ-облучение, которое проводят при длинах волн
в диапазоне 200–300 нм (оптимально при 254 нм),
вызывает транзиции, трансверсии, сдвиги рамки
считывания и делеции. Хотя УФ-лучи не облада-
ют сильной проникающей способностью, на прак-
тике УФ-мутагенез позволяет получить штаммы с
улучшенными характеристиками [27].

На первом этапе данного исследования прово-
дили УФ-облучение исходного штамма THR, ра-
нее не подвергавшегося мутагенезу. Обработка
суспензии клеток возрастающими дозами этого
мутагена была достаточно эффективна и обеспе-
чила рост клеток на высоких концентрациях аце-
тата в среде при облучении в течение 1–3 мин.
Схема эксперимента представлена на рис. 2.

Получение штаммов, характеризующихся 
ускоренным ростом на высоких концентрациях 

ацетата методом ЛАЭ

ЛАЭ – метод, основанный на способности
микроорганизмов быстро приспосабливаться к но-
вым условиям внешней среды. Этот метод доста-
точно часто применяется для исследования молеку-
лярных основ и динамики эволюции бактериаль-
ных культур, а также для направленного изменения
метаболизма микроорганизмов [28–31].

Для селекции клеток, эффективно утилизиру-
ющих ацетат, в качестве исходного использовали
штамм THR (см. табл.1). Культуру, выращенную
в пробирках в жидкой среде, поддерживали в ста-
дии экспоненциального роста ежедневным пере-
севом на свежую минимальную среду с ацетатом в
качестве единственного источника углерода. Каж-
дые 72 ч культивирования концентрацию ацетата
повышали, а клетки высевали на агаризованную
среду с ацетатом для получения индивидуальных
клонов и последующей оценки скорости их роста
и продукции аминокислоты. Схема эксперимен-
та представлена на рис. 3.
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Рис. 2. УФ-МУТАГЕНЕЗ. Схема эксперимента.
Fig. 2. UV MUTAGENESIS. Experimental design.
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В результате, с помощью ЛАЭ и УФ-мутагене-
за были получены штаммы, способные расти при
высоких концентрациях (168 мМ) ацетата в каче-
стве единственного источника углерода.

Первичная проверка уровня синтеза целевого 
продукта в полученных штаммах-продуцентах

Продуктивность полученных индивидуальных
клонов штаммов THR была проанализирована в ре-
зультате ферментации в глубоколуночном планше-
те на ферментационных средах, содержащих глю-
козу в качестве основного источника углерода, а
также ацетат в качестве дополнительного источни-
ка углерода в соотношении 3 : 1 соответственно.

Первичный анализ продукции треонина про-
водили с помощью специально созданной тест-
культуры, генотип которой описан в табл. 1 (5 стро-
ка). Поскольку штамм SENS-THR несет делецию
генов пути биосинтеза аминокислоты треонин, а
именно делецию треонинового оперона (thrABC),
такой штамм является ауксотрофом по этой ами-
нокислоте и не способен расти на минимальной
среде без добавления треонина. Рост данного штам-
ма на минимальной среде с добавлением аликвот
культуральной ферментационной среды штам-
мов-продуцентов THR будет прямо пропорцио-
нален накоплению треонина в результате фер-
ментации. Для лучшей визуализации первичного
скрининга в штамм SENS-THR была введена мно-
гокопийная плазмида pSENS, несущая ген gfp под
регуляцией конститутивного промотора Т5. Таким
образом, представлялось возможным отобрать са-
мые эффективные клоны, не прибегая к дорого-
стоящим и трудозатратным способам определе-
ния концентрации аминокислоты методами ана-
литической химии. Была построена

калибровочная кривая для разных концентраций
треонина, растворенного в ферментационной
среде.

В результате УФ-мутагенеза был отобран мо-
дифицированный штамм-продуцент треонина
ТМ-29; в результате ЛАЭ – штаммы ТА-81 и ТА-72.
При предварительной проверке накопления трео-
нина с помощью тест-культуры pSENS данные
штаммы превосходили контрольный штамм (THR)
по оптической плотности THR-SENS (данные не
представлены). Для дополнительной проверки это-
го результата проведена пробирочная ферментация
на среде, содержащей глюкозу в качестве основ-
ного источника углерода и ацетат в качестве до-
полнительного источника углерода в соотношении
3 : 1 соответственно. Накопление полученными
штаммами треонина определяли методом капил-
лярного электрофореза. Результаты представлены
на рис. 4.

Согласно представленным результатам, метод
ЛАЭ является наиболее подходящим для получе-
ния ацетат-устойчивых штаммов без потери их
продуктивности.

Идентификация мутаций, полученных в ходе 
адаптивной эволюции к росту на высоких 

концентрациях ацетата
Для идентификации полученных мутаций,

приводящих к устойчивости к высоким концен-
трациям ацетата, и для установления их локали-
зации штаммы TA-81 и ТА-72 были использованы
в качестве донорного штамма при получении пре-
парата фага P1 vir. Селекцию проводили на мини-
мальной среде с ацетатом (168 мМ) в качестве един-
ственного источника углерода. Получить клоны
реципиентного штамма, способные расти в таких
условиях, не удалось, что свидетельствует о том, что
возникшие изменения генома штаммов TA-81, и
ТА-72 связаны с мутациями в нескольких генах, ко-
дирующих ферменты, участвующие в разных пу-
тях ассимиляции ацетата. Идентифицировать по-
добные изменения возможно только с помощью
полногеномного секвенирования штамма, что
будет сделано позднее.

Усиление уровня экспрессии гена cobB
На следующем этапе в штаммы THR и ТА-81

была введена плазмида pCOB, несущая ген cobB,
кодирующий единственную описанную у E. coli
деацетилазу. Целевой ген находится под регуля-
цией индуцибельного промотора Т5. Накопление
треонина в культуральной среде отобранных кло-
нов с плазмидой оценивали в ходе пробирочной
ферментации на средах с различными источника-
ми углерода в течение 72 ч. Для индукции синтеза
фермента деацетилазы через 48 ч к культивируе-
мым штаммам в ферментационную среду были

Рис.4. Оценка накопления треонина в культуральной
среде глюкоза : ацетат = 3 : 1.
Fig. 4. Assessment of threonine accumulation in the cul-
ture medium glucose : acetate = 3 : 1
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добавлены лактоза и галактоза до конечных кон-
центраций 10 мМ. В отличие от ИПТГ (Изопро-
пил-β-D-1-тиогалактопиранозид), лактоза и га-
лактоза способны утилизироваться клетками, по-
этому после полного израсходования добавленного
индуктора индуцированный ими синтез деацети-
лазы будет прекращен. Он будет осуществлен в
самый оптимальный для деацетилирования пери-
од ферментации, поскольку процесс ацетилиро-
вания аминокислотных остатков лизина в белке
зависит от условий роста бактерий. Так, напри-
мер, ацетилирование белка увеличивается в ста-
ционарной фазе роста клеток [32] и в условиях
ограничения азота [33].

Иными словами, удаление ацетильных групп с
аминокислотных остатков лизина в белках ини-
циируется только после того, как клетки штамма-
продуцента начнут накапливать ацетат и запу-
стится процесс неферментативного ацетилирова-
ния. Также конкуренция за кофактор НАД+ между
одним из ключевых ферментов гликолиза глице-
ральдегид-3-фосфатдегидрогеназой ГАФД и деаце-
тилазой CobB не будет постоянной, что, в свою
очередь, не скажется на уровне продукции трео-
нина клетками, так как биосинтез данной амино-
кислоты является НАД+-зависимым. В качестве
дополнительного контроля и лактоза, и галактоза
были добавлены и в культуральную среду штам-
мов THR и ТА-81, не несущих плазмиду pCOB. В
этом случае оптическая плотность и уровень про-
дукции треонина сохранялись на том же уровне, что
и в контрольных штаммах THR и ТА-81 без добав-
ления лактозы и галактозы (данные не представ-
лены).

Залог высокой эффективности штамма-про-
дуцента – способность производить целевой про-
дукт, используя источник углерода с высокой
конверсией. Намного лучше, если штамм спосо-
бен использовать разные источники углерода, не
теряя своей эффективности, ведь себестоимость
целевого продукта, получаемого с помощью мик-
робного синтеза, в большой степени определяет-
ся стоимостью основного субстрата — источника
углерода. Создание универсальных по потребле-
нию источников углерода штаммов-продуцентов
позволит производить целевой продукт, незави-
симо от постоянного изменения цен на углерод-
ные субстраты и невзирая на их локальную до-
ступность.

E. coli может использовать множество различ-
ных источников углерода [34]. Каждый сахарный
субстрат имеет уникальную систему, предназна-
ченную для доставки его в клетку (через специаль-
ные транспортеры), ферменты для преобразования
сахара в энергию и биомассу (метаболические фер-
менты) и регуляторные белки, которые контроли-
руют время экспрессии этих белков (факторы тран-

скрипции). Наиболее изученными и понятными
являются гексозные и пентозные сахара.

В качестве углеродных субстратов нами были
выбраны несколько сахаров, имеющих различ-
ные химические структуры: глюкоза (гексоза), ко-
торая метаболизируется преимущественно по пути
Эмбдена-Мейергофа-Парнаса, ксилоза (пентоза),
которая метаболизируется по неокислительному
пентозофосфатному пути, и сахароза (дисахарид),
которая в первую очередь должна расщепиться на
глюкозу и фруктозу.

Предпочтительным источником углерода для
E. coli, как и для многих других бактерий, являет-
ся глюкоза, обеспечивающая более высокую ско-
рость роста по сравнению с другими сахарами.
Различная скорость роста штамма на различных
субстратах может стать причиной разных моделей
ацетилирования аминокислотных остатков лизи-
на в белках [35]. Также в качестве альтернативно-
го источника углерода был выбран этанол, кото-
рый способен напрямую преобразоваться в ацетил-

Таблица 4. Результаты ферментаций штаммов-проду-
центов треонина на средах с различными источниками
углерода. Представлены усредненные результаты 3 не-
зависимых экспериментов
Table 4. Results of fermentations of threonine-producing
strains on media with various carbon sources. The average
results of 3 independent experiments are presented

Штамм ОПбОО Треонин, 
г/л

Продуктивность,
г/л/ОП600

Ферментационная среда с глюкозой
THR 7.0 ± 0.2 13.7 ± 0.2 2.0
THR-CobB 6.3 ± 0.1 14.4 ± 0.1 2.3
ТА-81 6.5 ± 0.1 15.7 ± 0.5 2.4
ТА-81-CobB 6.0 ± 0.1 18.8 ± 0.5 3.1

Ферментационная среда с ксилозой
THR 6.9 ± 0.1 11.7 ± 0.5 1.7
THR-CobB 7.0 ± 0.1 12.0 ± 0.5 1.7
ТА-81 6.9 ± 0.1 13.3 ± 0.2 1.9
ТА-81-CobB 6.1 ± 0.1 15.0 ± 0.2 2.4

Ферментационная среда с сахарозой
THR 1.9 ± 0.1 5.4 ± 0.1 2.8
THR-CobB 2.1 ± 0.1 6.7 ± 0.3 3.2
ТА-81 2.2 ± 0.1 5.8 ± 0.3 2.7
ТА-81-CobB 2.2 ± 0.2 7.0 ± 0.1 3.1

Ферментационная среда с этанолом
THR 1.7 ± 0.1 0.5 ± 0.2 0.3
THR-CobB 1.5 ± 0.2 0.6 ± 0.3 0.4
ТА-81 1.8 ± 0.1 0.5 ± 0.4 0.3
ТА-81-CobB 1.9 ± 0.1 0.9 ± 0.1 0.5
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КоА. Схемы метаболизма выбранных источников
углерода представлены на рис. 5.

Анализ и сравнение уровня продукции трео-
нина и оптической плотности всех штаммов на
ферментационных средах с различными источ-
никами углерода представлены в табл. 4.

Увеличение уровня экспрессии гена cobB при-
водит к удалению ацетильных групп с аминокис-
лотных остатков лизина в белках. На сегодняш-
ний день мало данных, показывающих, на актив-
ность каких ферментов и как именно влияет
ацетилирование аминокислотных остатков лизи-
на у E. coli. В результате деацетилирования сво-
бодные молекулы ацетата могут быть возвращены

в клеточный метаболизм, что, в свою очередь,
приводит к увеличению выхода треонина. Как
следует из данных табл. 4, штаммы, адаптирован-
ные к высоким концентрациям ацетата, демон-
стрируют более высокий уровень продукции
треонина по сравнению с исходным штаммом
при проведении ферментационного процесса на
всех углеродных субстратах.

Для штаммов с увеличенным уровнем экс-
прессии гена cobB наибольший прирост продук-
тивности достигается при проведении ферментаци-
онного процесса на ксилозе – на 26.3%. Согласно
литературным данным, клетки E. coli накапливают
больше ацетата при росте на ксилозе, чем на глю-

Рис. 5. Путь биосинтеза L-треонина и схема метаболизма ацетата клетками (выделена красным цветом) Escherichia coli.
Fig. 5. Pathway of L-threonine biosynthesis and scheme of acetate metabolism by cells (highlighted in red) Escherichia coli.
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козе [36], что, в свою очередь, может повышать
степень неферментативного ацетилирования.

Таким образом, нами впервые показано, что
усиление процесса деацетилирования, особенно
в комплексе с усилением процесса ассимиляции
ацетата, позволяет добиться повышения продукции
треонина в штамме-продуценте E. coli при культи-
вировании на различных источниках углерода.
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The Effect of Deacetylation on Threonine Production
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Abstract—L-threonine is an essential amino acid that is used in the agricultural, pharmaceutical and food in-
dustries. In the present study, L-threonine production was significantly increased in a producer strain of
Escherichia coli when grown on various carbon sources through an integrated approach to alter the strain’s
metabolism. First, increasing the ability of E. coli to assimilate acetate through adaptive laboratory evolution
has reduced its negative impact on the fermentation process and threonine production. Secondly, strength-
ening the deacetylation process at the later stages of the fermentation process made it possible to achieve a
significant increase in the productivity of the strains.

Keywords: Nε-lysine acetylation of proteins, deacetylase CobB, amino acids, threonine, mutagenesis, labo-
ratory adaptive evolution, acetate accumulation
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