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На основе кислотоустойчивого штамма, Shizosaccharomyces pombe сконструированы штаммы-проду-
центы L-молочной кислоты (МК) с делецией гена NDE1, кодирующего NADH-дегидрогеназу, предпо-
ложительно регулирующую цитозольный NADH/NAD+ баланс в дрожжах. При насыщении генома ра-
нее полученных штаммов-продуцентов гетерологичными генами L-LDH, кодирующими L-лактат-
дегидрогеназу, ухудшается рост культуры и замедляется потребление глюкозы. Увеличение дозы
генов L-LDH не всегда приводит к увеличению биосинтеза целевого продукта. Возможно ограничи-
вающим фактором в биопроцессе производства МК является недостаток цитозольного NADH, в
окислении которого до NAD+ в дрожжах S. pombe задействована NADH-дегидрогеназа, кодируемая
геном NDE1. Штамм S. pombe, с делецией гена NDE1 и дополнительной копией гена L-LDH, превосхо-
дит родительский штамм по росту, потреблению глюкозы и биосинтезу молочной кислоты (139 г/л, что
на 28% больше, финальный pH 3.2). Проведенное исследование позволяет лучше понять основы
клеточной биологии дрожжей S. pombe и использовать полученные результаты для конструирова-
ния высокопродуктивных штаммов- продуцентов МК.
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L-молочная кислота (2-гидроксипропионовая
кислота, МК) имеет GRAS (Generally Regarded As
Safe) статус и нашла применение в пищевой, фар-
мацевтической и косметической промышлености.
МК можно конвертировать в некоторые востребо-
ванные химические соединения, такие как пирови-
ноградная и акриловая кислоты, 1,2-пропандиол,
этиллактат [1]. В виде мономера МК применяется
для производства полилактида – биоразлагаемо-
го полимера, занимающего лидирующее положе-
ние по объeмам выпуска среди биопластиков.

В микробиологической промышленности тра-
диционными продуцентами лактата являются мо-
лочнокислые бактерии, преимущественно лактоба-
циллы Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactoba-
cillus helveticus и Lactiplantibacillus plantarum, на долю
которых в текущий период приходится около 90%
МК на рынке [2]. Привлекательным направлени-
ем развития технологии микробного синтеза яв-
ляется биосинтез МК при низких значениях pH

(коэффициент диссоциации МК pKa = 3.86), когда
основная часть целевого продукта содержится в ви-
де кислоты. Разработку данного направления осу-
ществляют, преимущественно, на кислотоустойчи-
вых штаммах дрожжей, например, Saccharomyces
cerevisiae [3], Pichia kudriavzevii [4], Schizosaccharomy-
ces pombe [5].

Дрожжи S. pombe обладают высокой устойчи-
востью к низким значениям pH и к повышенной
концентрации МК в среде [6]. Для этого микро-
организма разработаны генно-инженерные под-
ходы, он хорошо изучен генетически, не требует
для роста сложных сред и удобен для промыш-
ленной ферментации, что делает его перспектив-
ным объектом для разработки продуцентов МК.

В геноме дрожжей S. pombe содержится ген
L-LDH (SPAC186.08c), кодирующий L-лактатде-
гидрогеназу, но в норме они не продуцируют значи-
мых количеств МК (около 5 г/л). Экспрессия гете-
рологичных генов L-LDH, кодирующих NAD+-за-
висимые L-лактатдегидрогеназы (EC 1.1.1.27) с
высокой удельной активностью, позволяет полу-

Список сокращений: (по алфавиту) МК – L-молочная кис-
лота; ФС – ферментационная среда.
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чать штаммы, продуцирующие МК в количествах,
сравнимых с промышленным уровнем [7].

Повышение копийности генов L-LDH в гено-
ме штамма-продуцента является одним из подходов
метаболической инженерии для увеличения био-
синтеза МК. L-лактатдегидрогеназы в качестве ко-
фактора используют NADH (никотинамидаденин-
динуклеотид), который необходим также на этапах
биосинтеза этанола и глицерина (рис. 1). Возмож-
но, при насыщении генома продуцента МК генами
L-LDH потребность клеток в NADH возрастает.

NADH появляется во время катаболических
реакций, протекающих как в цитоплазме, так и в
митохондриях. Во время аэробного роста NADH,
образующийся во время гликолиза, окисляется до
NAD+ преимущественно с образованием этанола.
NADH, формирующийся в реакциях отличных от
гликолиза, окисляется, в основном, за счет образо-
вания глицерина [8]. Этанол и глицерин являются
побочными продуктами при биосинтезе МК.

Также NADH/NAD+ баланс в дрожжах под-
держивается NADH-зависимыми дегидрогеназа-
ми. В S. cerevisiae окисление цитозольного NADH
осуществляют две внешние связанные с мембра-
ной митохондриальные NADH-дегидрогеназы,
кодируемые генами NDE1 и NDE2 [9], а окисле-

ние митохондриального NADH – внутренняя де-
гидрогеназа Ndi1p. В дрожжах S. pombe в результате
сравнительного геномного анализа выявлены по-
следовательности NDE1 (SPBC947.15c) и NDI1
(SPAC3A11.07), кодирующие энзимы с высокой го-
мологией к NADH-дегидрогеназам дрожжей S. cere-
visiae, кодируемым генами NDE1, NDE2 и NDI1.

Нарушение NADH/NAD+ баланса может ока-
зывать существенное влияние на изменение мета-
болизма и уровни метаболитов, что было показа-
но на дрожжах S. cerevisiae [10, 11]. В исследовании
Lee J.Y и соавторов было продемонстрировано по-
зитивное влияние инактивации генов NDE1 и NDE2
на продуктивность продуцента МК при увеличе-
нии дозы гетерологичных генов L-LDH [12].

Целью данного исследования было изучение
влияния инактивации гена NDE1 на свойства
штаммов S. pombe – продуцентов МК, а именно
на рост, потребление глюкозы, накопление МК и
побочных продуктов, и дать оценку перспектив
использования данной модификации для разра-
ботки более продуктивных штаммов на основе
этих дрожжей.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Штаммы, среды, плазмиды

Для конструирования плазмид использовали
штамм Escherichia coli XL1-blue (Stratagene, США),
который растили на среде LB (дрожжевой экстракт –
0.5%, триптон – 1%, NaCl – 0.5%) при 37°C. Для от-
бора трансформантов в среду добавляли ампи-
циллин в концентрации 100 мкг/мл.

Штаммы дрожжей S. pombe и плазмиды, ис-
пользованные в данной работе, представлены в
табл. 1.

Для работы с дрожжами S. pombe использова-
ли полные среды YES (дрожжевой экстракт ‒ 0.5%,
глюкоза – 3.0%) и YPD (дрожжевой экстракт ‒
1.0%, пептон – 2.0%, глюкоза – 2.0%). В плотные
среды добавляли агар в концентрации 20 г/л.

Триптон, пептон, дрожжевой экстракт, агар бак-
териологический были приобретены в компании
“Диа-М” (Россия). Кукурузный экстракт получен в
“РусТарк” (Россия), моногидрат глюкозы закуплен
в “Qinhuangdao Lihua Starch Co, Ltd” (Китай). Соли
и другие реагенты приобретены в фирме “Химмед”
(Россия). Все реактивы отечественного производ-
ства имели квалификацию “х. ч.” и “ч. д. а.”.

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). Плазмиды и амплифици-
рованные фрагменты ДНК обрабатывали фермен-
тами рестрикции (Thermo Fisher Scientific, США).
Для выделения плазмидной ДНК и фрагментов

Рис. 1. Обобщенная схема окисления NADH до
NAD+ в дрожжах S. pombe. LDH – лактатдегидроге-
наза, PDC – пируватдекарбоксилаза, GPD – глице-
рол-3-фосфатдегидрогеназа, NDE1 – цитозольная
NADH-дегидрогеназа, NDI1 – митохондриальная
NADH-дегидрогеназа, ЦТК – цикл трикарбоновых
кислот. 
Fig. 1. Scheme of reduction of the NADH to NAD+ in
S. pombe yeast. LDH – lactate dehydrogenase, PDC – py-
ruvate decarboxylase, GPD – glycerol-3-phosphate dehy-
drogenase, NDE1 – cytosolic NADH-dehydrogenase,
NDI1 – mitochondrial NADH-dehydrogenase.
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ДНК из агарозы использовали наборы Plasmid
Miniprep и Cleanup Mini (“Евроген”). Правиль-
ность сборки всех конструкций проверена секве-
нированием.

При конструировании штаммов S. pombe ис-
пользовали общепринятые генно-инженерные
подходы. Приготовление компетентных клеток
дрожжей S. pombe и электропорацию проводили
по стандартной методике [13].

Для селективного отбора трансформантов,
устойчивых к генетицину, в среду YES добавляли
50 мкг/мл генетицина (G418; Gibco, США). Удале-
ние гена KanMX, фланкированного сайтами lox71/66,
проводили за счет индукции рекомбинации по
lox-сайтам [14] в присутствии вспомогательной
плазмиды p407-nmt-cre (БРЦ ВКПМ, НИЦ “Кур-
чатовский институт”), содержащей ген cre реком-
биназы под контролем промотора Pnmt1 и ген Hph,
обеспечивающий клеткам дрожжей устойчивость
к гигромицину (Calbiochem, США), содержаще-
муся в среде YES в количестве 50 мкг/мл.

Общую ДНК из дрожжей S. pombe выделяли
при помощи набора реагентов Проба-Экспресс
(“Синтол”, Россия). Наличие вводимых модифи-
каций в штаммах, использованных в работе, под-
тверждено методом ПЦР.

Культивирование штаммов-продуцентов МК 
в колбах в аэробных условиях

Посевную культуру растили в 10 мл жидкой
среды YPD при 30°C и 250 об./мин в течение 24 ч.
Посевным материалом засевали 50 мл фермента-
ционной среды (ФС) в колбах на 0.75 л до старто-
вого значения оптической плотности при длине
волны 600 нм (OD600) равной 0.5. Состав среды
ФС (мас. %): KH2PO4 – 0.57, кукурузный экстракт –
4.0, глюкоза – 20.0. В колбы добавляли мел (CaCO3)
в количестве 12 г/л. Колбы инкубировали при 30°C
и 250 об./мин. в течение 75 ч в шейкере-инкубато-
ре Innova 44 (New Brunswick, Германия). Образцы
отбирали в нулевой точке и (в соответствии с ро-
стом культуры) на 22, 29, 46, 53, 70, 75 час культи-
вирования, анализировали OD600. Центрифуги-
ровали при 11500 g в течение 3 мин (MiniSpin Plus,
Eppendorf, Германия), в супернатанте определя-
ли рН и содержание органических кислот, оста-
точной глюкозы, глицерина и этанола.

Поскольку штаммы M2Δnde1-LplaLDH-1(2) из
среды ФС потребляли всю глюкозу к 46 ч, то ее
дополнительно вносили на установленные экспе-
риментальным путем 31, 49 и 55 час культивирова-
ния. Перед внесением глюкозы ее концентрацию в
образцах определяли с помощью системы измере-
ния уровня глюкозы/лактата BIOSEN C-Line (мо-

Таблица 1. Штаммы S. pombe и плазмиды, использованные в работе 
Table 1. S. pombe strains and plasmids used in this study

* 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.

Название Генотип/Конструирование Источник

Штаммы

М2 PCMV-LpentLDH ADH1::PADH1-LpentLDH PHsp9-LaciLDH-URA4 БРЦ ВКПМ*

M2LplaLDH-1
M2PDC1::PADH1-LplaLDH KanMXR Данная работа

M2LplaLDH-2

M2Δnde1 M2Δnde1 Данная работа

M2Δnde1-LplaLDH-1
M2ΔndePDC1::PADH1-LplaLDH KanMXR Данная работа

M2Δnde1-LplaLDH-2

Плазмиды

pdNDE1-KanMX-lox, 5167 пн На основе pBluescriptII ks+, KanMX с lox сайтами на флангах, 
часть гена NDE1 (560 пн) с сайтом BpiI Данная работа

pPDC1-LplaLDH, 7515 пн
На основе pBluescriptII ks+, KanMX с lox сайтами на флангах, ген 
LplaLDH под контролем промотора PADH1 и терминатораTbGH, 
фрагмент ДНК с промотором гена PDC1 (788 пн) с сайтом SmaI

Данная работа
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дель Clinic/GP+, EKF-diagnostic GmbH, Германия),
используя ферментные чип-сенсоры глюкозы.

Культивирование штаммов с ограниченной на-
чальной концентрацией глюкозы проводили в сре-
де ФС, содержащей 3% глюкозы. Колбы инкуби-
ровали при 30°C и 250 об./мин. Дополнительно
вносили глюкозу на 21, 29 и 46 час культивирова-
ния. Образцы отбирали в нулевой точке и на 21,
29, 46, 51, 72 час культивирования. В образцах
анализировали OD600, а в супернатанте определя-
ли рН и содержание органических кислот, оста-
точной глюкозы, глицерина и этанола.

Все эксперименты проведены в трех повтор-
ностях.

Аналитические методы

OD600 измеряли на спектрофотометре UV mini
1240 (Shimadzu, Япония) в образцах, предвари-
тельно разбавленных 1М раствором HCl, чтобы
избавиться от остатков CaCO3, и значения OD600
рассчитывали с учетом разведения.

Для измерения pH использовали рН-метр
F20-Standard (Mettler Toledo, Швейцария).

Концентрацию МК, глюкозы и глицерина
определяли методом ВЭЖХ на хроматографе Alli-
ance Separations Module Waters 2695 (Waters, США).
Для тестирования МК использовали колонку
YMC Pack Pro C18, 250 × 4.6 мл (YMC-Triart, Япо-
ния), хроматографию проводили при 30°С и ско-
рости потока 1.5 мл/мин, элюентом служил
0.1%-ный водный раствор H3PO4, ультрафиолето-
вый детектор – диодная матрица, длина волны ‒
220 нм. Для определения глюкозы и глицерина в
образцах использовали колонку YMCPack Poly-
amine II (YMC, Япония) и рефрактометрический
детектор Waters 2414 с. Данные обрабатывали с по-
мощью программного обеспечения Empower Pro
Software (Waters).

Концентрацию этилового спирта определяли
методом газовой хроматографии на газовом хро-
матографе Shimadzu GC-2010 (Shimadzu, Япо-
ния) с использованием капиллярной колонки
SGE BPX-Vol 30 × 0.32 мм × 1.8 мкм (SGE Analyt-
ical Science, Великобритания).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение штаммов S. pombe – 
продуцентов молочной кислоты

Для проведения исследования в качестве ро-
дительского штамма был взят сконструирован-
ный нами на основе кислотоустойчивого штамма
S. pombe штамм S. pombe М2. Данный штамм яв-
ляется продуцентом МК, в геноме которого содер-
жится три копии чужеродных генов L-LDH, коди-

рующие L-лактатдегидрогеназы с высокой удель-
ной активностью:

• ген L-LDH из Lactiplantibacillus pentosus pento-
sus под контролем раннего сильного промотора
цитомегаловируса (PCMV),

• ген L-LDH из Lactiplantibacillus pentosus pento-
sus, встроенный в локус ADH1 под промотор PADH1
с удалением структурной части гена ADH1,

• и кассета с геном URA4 и геном L-LDH из
L. acidophilus под контролем позднего промотора
PHsp9.

В результате интеграции плазмиды pdNDE1-
KanMX-lox в структурную часть гена NDE1 в гено-
ме штамма М2 и последующего выщепления гена
KanMX по lox сайтам был получен штамм M2Δnde1.
Далее в промоторный регион гена PDC1 штам-
мов М2 и M2Δnde1 была интегрирована плазмида
pPDC1-LplaLDH и отобрано по два независимых
изогенных штамма, соответственно: M2LplaLDH-1,
M2LplaLDH-2 (далее M2LplaLDH-1(2)) и M2Δnde1-
LplaLDH-1, M2Δnde1-LplaLDH-2 (далее M2Δnde1-
LplaLDH-1(2)). Вышеперечисленные штаммы со-
держат четвертую копию гена L-LDH из L. planta-
rum под контролем промотора гена ADH1 из дрож-
жей S. pombe и отличаются между собой только на-
личием или отсутствием гена NDE1 на одинаковом
генетическом фоне.

При создании продуцентов МК основной под-
ход метаболической инженерии заключается в
усилении пути превращения пирувата в лактат
путем увеличения копийности гетерологичных
генов L-LDH и ослабления или удаления (где это
возможно) конкурирующих метаболический пу-
тей, ведущих к накоплению побочных продуктов.
Дрожжи S. pombe относятся к Crabtree-позитив-
ным, и у них в экспоненциальной фазе роста в
условиях аэрации до 50% глюкозы расходуется на
продукцию этанола (ферментативный путь) [15],
который образуется по пути пируват → ацеталь-
дегид → этанол.

Конверсию пирувата в ацетальдегид осу-
ществляют пируватдекарбоксилазы (EC 4.1.1.1),
кодируемые генами PDC, согласно базе Pom-
Base: PDC1 (SPAC13A11.06), PDC2 (SPAC1F8.07c),
PDC3 (SPAC186.09) и PDC4 (SPAC3G9.11c). В
превращении ацетальдегида в этанол задей-
ствованы алкогольдегидрогеназы (EC 1.l.1.1),
кодируемые генами ADH, согласно PomBase:
ADH1 (SPCC13B11.01), ADH4 (SPAC5H10.06c),
SPBC1773.06c и SPAC13F5.03c. Фермент Adh1p
является основным изоэнзимом ферментативного
пути образования этанола. В штаммах S. pombe c
Δadh1 алкогольдегидрогеназная активность сни-
жена на 10%, т. к. этанол образуется за счет усиле-
ния экспрессии гена ADH4 [16]. На основе этих све-
дений в сконструированный нами ранее штамм М2
была интегрирована дополнительная копия генов
L-LDH в локус ADH1.
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Роль генов PDC дрожжей S. pombe малоизуче-
на. Ранее нами было показано, что делеция гена
PDC1 не влияет на ростовые характеристики этих
дрожжей, и на ее фоне биосинтез МК усиливается
при введении дополнительных копий генов L-LDH
в противовес влиянию делеции гена PDC2 на эти ха-
рактеристики [5]. Исходя из полученных данных, в
штаммах M2LplaLDH-1(2) и M2Δnde1-LplaLDH-1(2)
дополнительные копии генов L-LDH были инте-
грированы в локус PDC1.

Реакции биосинтеза лактата, этанола и глицери-
на связаны с окислением цитозольного NADH до
NAD+, регенерация которого происходит в NAD+-
зависимых реакциях. Сохранение NADH/NAD+
баланса имеет важное значение для роста биомас-
сы и метаболической активности дрожжей. В
штаммах-продуцентах МК, содержащих высоко-
активные LDH, потребность в цитоплазматиче-
ском NADH может быть выше из-за значительно-
го усиления пути биосинтеза лактата из пирувата.
В дрожжах S. pombe NADH-дегидрогеназа Nde1p
(EC 1.6.5.9) предположительно окисляет цито-
зольный NADH до NAD+. В таком случае, деле-
ция гена NDE1 должна сместить редокс-баланс в
сторону увеличения доли NADH. Чтобы изучить,
как эта модификация повлияет на ростовые свой-
ства и метаболические пути биосинтеза лактата,
этанола и глицерина, нами были получены штам-
мы S. pombe – продуценты МК с инактивирован-
ным геном NDE1 (табл. 1).

Влияние делеции гена NDE1 на синтез МК, 
рост и потребление глюкозы

Штаммы М2, M2Δnde1, M2LplaLDH-1(2) и
M2Δnde1-LplaLDH-1(2) культивировали аэробно
в ФС среде с 20%-ной глюкозой в колбах в тече-
ние 70 ч и определяли содержание МК в суперна-
танте образцов (рис. 2). Для двух независимо ото-
бранных штаммов M2LplaLDH-1(2), содержащих
ген NDE1, а также M2Δnde1-LplaLDH-1(2), с деле-
цией Δnde1, приведены средние значения продук-
ции МК, полученные при культивировании.

Nde1+ штаммы M2 и M2LplaLDH-1(2) с допол-
нительной копией гетерологичного гена L-LDH из
L. plantarum продуцировали сравнимые количе-
ства МК (в среднем 107 г/л за 70 ч) и увеличение
копийности генов L-LDH не привело к повыше-
нию биосинтеза МК.

Введение делеции гена NDE1 в штамм M2
(штамм M2Δnde1) способствовало снижению био-
синтеза МК и после 46 ч культивирования наблю-
далось постепенное падение содержания МК в
супернатанте. Однако, увеличение копийности
генов L-LDH в штамме с Δnde1 приводит к повыше-
нию биосинтеза МК. Так, в супернатанте штаммов
M2Δnde1-LplaLDH-1(2) содержание МК на 34% вы-

ше на 46 час культивирования, чем у штамма
M2Δnde1.

Подобные результаты были получены на штам-
мах S. cerevisiae – продуцентах МК. В статье [12] по-
казано, что если в штамм S. cerevisiae SP2, содер-
жащий 3 гетерологичных гена L-LDH, ввести до-
полнительную копию гена L-LDH, то биосинтез
МК не меняется, а инактивация гена NDE1 приво-
дит к снижению биосинтеза МК на 24% при куль-
тивировании в полной среде в микроаэрофиль-
ных условиях. Также авторами было установлено,
что биосинтез МК в штаммах с делецией генов
NDE1/NDE2 можно повысить за счет увеличения
копийности генов L-LDH.

Мы предположили, что снижение биосинтеза
МК в штаммах с делецией NDE1 может быть свя-
зано с недостатком источника углерода. Для про-
верки этой гипотезы штаммы M2-LplaLDH-1(2) и
M2Δnde1-LplaLDH-1(2) культивировали в колбах
в ФС среде при 30°C и 250 об./мин. в течение 75 ч
и анализировали динамику роста и потребления
глюкозы (рис. 3).

Согласно полученным результатам, инактива-
ция гена NDE1, предположительно связанная с
изменением цитоплазматического NADH/NAD+
баланса, оказывает значительное влияние на росто-
вые свойства. Штаммы M2Δnde1-LplaLDH-1(2) по-
требили всю глюкозу в ФС среде через 46 ч, и за
это время OD600 культуры достигла значения 24.7.
Для штаммов Nde1+ в этой временной точке зна-
чение OD600 было 14.6, и осталась неутилизирован-
ная глюкоза в количестве 75 г/л. К 46 часу штаммы
достигали стационарной фазы роста. Таким обра-
зом, введение делеции гена NDE1 в генотип штаммов

Рис. 2. Биосинтез молочной кислоты (МК) штаммами-
продуцентами S. pombe: М2 (1), M2LplaLDH-1(2) (2),
M2Δnde1 (3) и M2Δnde1-LplaLDH-1(2) (4) при куль-
тивировании в колбах. 
Fig. 2. Biosynthesis of lactic acid by strains S. pombe:
М2 (1), M2LplaLDH-1(2) (2), M2Δnde1 (3) and
M2Δnde1-LplaLDH-1(2) (4) during cultivation in f lasks.

Время, ч

1

10 20 30 40 50 60 70

М
ол

оч
на

я 
ки

сл
от

а,
 г

/л

0

20

40

60

80

100

120

2
3
4



50

БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 40  № 5  2024

АНИСИМОВА и др.

S. pombe, продуцирующих МК, значительно улучша-
ет рост штаммов и потребление ими глюкозы.

Известно, что масштабные генетические моди-
фикации генома хозяина могут приводить к ухуд-
шению роста рекомбинантного продуцента [17].
Так, штаммы с высокой продукцией МК обычно
имеют пониженный уровень биомассы, посколь-
ку МК токсична для клеток, а кроме того часть
энергии расходуется на экспорт лактата, который
предположительно является АТФ-зависимым про-
цессом [18, 19]. На дрожжах S. cerevisiae данная
проблема была решена путем изменения редокс-
баланса Так, сконструированный в работе [12]
штамм S. cerevisiae SP7 – продуцент МК, содержа-
щий Δnde1 Δnde2 и 5 копий генов L-LDH, интегри-
рованных в локусы PDC1, CYB2, GPD1, TRP1, NDE2,
при культивировании в ферментере в анаэробных
условиях в полной среде продуцировал 117 г/л
L-МК и около 33 г/л этанола и при таких характе-
ристиках демонстрировал хороший рост. Также
показано, что избыток цитозольного NADH при-

водит к увеличению скорости роста культуры и
связан с образованием биомассы [19].

Характеристика штаммов S. pombe – 
продуцентов МК в условиях ферментации 

с добавочной глюкозой

В штаммах с Δnde1 биосинтез МК прекращает-
ся из-за недостатка глюкозы, поэтому при куль-
тивировании штаммов M2Δnde1-LplaLDH-1(2) в
ФС среду с начальной концентрацией глюкозы 20%
по мере ее потребления глюкозу вносили дополни-
тельно. Сравнительная характеристика штаммов
M2-LplaLDH-1(2) и M2Δnde1-LplaLDH-1(2) в этих
условиях культивирования в колбах представлена
на рис. 4.

При культивировании с внесением дополни-
тельной глюкозы, как и без ее добавления, штам-
мы M2Δnde1-LplaLDH-1(2) переходят в стацио-
нарную фазу роста при значении OD600 равном 24.5
(рис. 3a). Среднее содержание МК в штаммах с
Δnde1 и Nde1+ на 75 час культивирования состав-
ляет 139 и 108 г/л, соответственно. В штаммах с
Δnde1 активный биосинтез МК запускается толь-
ко после 29 ч культивирования и продолжается в
стационарной фазе роста. К окончанию культи-
вирования штаммов с Δnde1 накапливается зна-
чительное количество этанола (55 г/л) и глицерина
(7.4 г/л), в то время как в штаммах Nde1+ содержа-
ние этих спиртов составляет 10 и 3.8 г/л, соответ-
ственно. Во всех штаммах этанол синтезируется
преимущественно во время логарифмической
фазы роста (до 46 часа), а глицерин начинает син-
тезироваться одновременно с активным биосин-
тезом МК (после 29 часа).

Таким образом, инактивация гена NDE1 в штам-
мах S. pombe – продуцентах МК привела не только
к улучшению их роста, но и увеличению биосин-
теза МК (на 28%), также значительно выросло со-
держание побочных продуктов – этанола (в 5.5 раз)
и глицерина (в 2 раза).

При высокой концентрации глюкозы цитозоль-
ный редокс-баланс в значительной степени под-
держивается за счет образования этанола и глице-
рина [20, 21]. Их накопление вызывает выработку
NAD+, который играет важную роль в противо-
действии негативному воздействию различных
стрессовых факторов на клетки [22, 23]. На дрож-
жах S. cerevisiae – продуцентах МК показано, что
при наличии гетерологичных генов L-LDH запус-
кается новый, альтернативный путь образования
NAD+ в реакции превращения пирувата в лактат,
что приводит к одновременному образованию эта-
нола и МК [24]. Путь биосинтеза МК становится
конкурентным пути биосинтеза этанола, и в этом
случае полное отключение последнего привело

Рис. 3. Влияние гена NDE1 на оптическую плотность
(OD600) культуры и потребление глюкозы штаммами
S. pombe: a – динамика роста штаммов M2-LplaLDH-
1(2) (1), M2Δnde1-LplaLDH-1(2) (2), b – концентра-
ция глюкозы при культивировании в колбах. 
Fig. 3. The effect of NDE1 gene deletion on optical density
(OD600) and utilization of glucose by strains S. pombe:
a – growth kinetics of strains M2-LplaLDH-1(2) (1),
M2Δnde1-LplaLDH-1(2) (2), b – glucose concentration
during cultivation in f lasks.

(а)

1

0

5

10

15

20

25

30
2

Время, ч

(b)

1

10 20 30 40 50 60 70 80

Гл
ю

ко
за

, г
/л

0

50

100

150

200

250

2

O
D

60
0



БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 40  № 5  2024

ВЛИЯНИЕ ДЕЛЕЦИИ ГЕНА NDE1 НА ШТАММ-ПРОДУЦЕНТ МОЛОЧНОЙ КИСЛОТЫ 51

бы к значительному увеличению конверсии глю-
козы в конечный продукт.

В дрожжах S. pombe алкогольдегидрогеназы, ко-
дируемые генами ADH1 и ADH4, продуцируют
практически весь этанол из ферментируемых ис-
точников углерода, но штамм Δadh1Δadh4 обла-
дает плохими ростовыми характеристиками – ско-
рость роста и количество биомассы снижены при-
мерно в 5 раз [16], что неприемлемо при создании
промышленных штаммов-продуцентов МК.

Генно-инженерный штамм S. cerevisiae S177, в
котором отсутствуют 6 NADH-зависимых алко-
гольдегидрогеназ, не продуцирует этанол, а окис-
ление NADH осуществляется за счет усиленного
биосинтеза глицерина в условиях хемостата с
низким кислородом [25]. Полученный на основе
S. cerevisiae S177 штамм S. cerevisiae S252 с инакти-

вированными генами PDC1 и генами GPD1 и GPD2,
ответственными за биосинтез глицерина, и со-
держащий ген L-LDH человека, способен продуци-
ровать незначительное количество МК (1.75 г/л), в
анаэробных условиях с максимальной, теорети-
чески возможной конверсией, т.к. из-за неспособ-
ности образования биомассы, этанола и глицерина
вся глюкоза (только при низких концентрациях)
может конвертироваться в МК [26]. Таким обра-
зом, чтобы использовать штамм S. cerevisiae S252 в
качестве продуцента МК, необходимо улучшить его
рост, потребление субстрата, устойчивость к стрес-
су (например, к высокому содержанию сахара).

Безэтанольные штаммы-продуценты МК с вы-
соким выходом лактата (заявленный выход 0.85 г/г)
получены на Crabtree негативных дрожжах Kluyvero-
myces lactis, не обладающих активностью Pdc и/или
Pdh [27].

Рис. 4. Влияние делеции гена NDE1 на свойства штаммов S. pombe в динамике: a –рост штаммов M2-LplaLDH-1(2)
(1); M2Δnde1-LplaLDH-1(2) (2); b – концентрация глюкозы; c – биосинтез молочной кислоты; d – биосинтез этанола;
e – биосинтез глицерина; f – pH супернатанта при культивировании в колбах. 
Fig. 4. The effect of NDE1 gene deletion on characteristics of strains S. pombe in dynamics: a – growth kinetics of strains M2-
LplaLDH-1(2) (1), M2Δnde1-LplaLDH-1(2) (2); b – glucose concentration; c – biosynthesis of lactic acid; d – biosynthesis of
ethanol; e – biosynthesis of glycerin; f – pH of the supernatant during cultivation in f lasks.
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Характеристика штаммов S. pombe – 
продуцентов МК в условиях ферментации 

с низкой начальной концентрацией глюкозы

Одним из способов снижения биосинтеза по-
бочных продуктов может быть ограничение фер-
ментируемого источника углерода (глюкозы) в
среде культивирования.

Штаммы S. pombe M2-LplaLDH-1(2) и M2Δnde1-
LplaLDH-1(2) культивировали в ФС среде с низ-
кой начальной концентрацией глюкозы (3%) в кол-
бах (рис. 5).

В данных условиях культивирования Nde+ и
Nde- штаммы сравнимы по росту и потреблению
глюкозы, глицерин в культуральной среде не тести-
руется. Штаммы M2Δnde1-LplaLDH-1(2) в среднем
продуцируют 80 г/л МК и 12 г/л этанола, причем
биосинтез этанола начинается только после вне-
сения дополнительной глюкозы после 21 часа.
Штаммы M2-LplaLDH-1(2) продуцируют 71 г/л МК
и 9 г/л этанола.

В ФС среде при низком содержании глюкозы
она расходуется преимущественно на рост био-
массы. Активный биосинтез МК и этанола начи-
нается после внесения дополнительной глюкозы.
В этих условиях различия между Nde1+ и Nde1-
штаммами S. pombe менее существенны, чем на-

блюдались при культивировании с высокой на-
чальной концентрацией глюкозы.

Редокс-баланс клетки строго регулируется. Как
было показано на дрожжах S. cerevisiae, в сохране-
нии цитозольного редокс-баланса во время аэроб-
ного роста задействованы две системы: NADH-де-
гидрогеназы (Nde1p/Nde2p) и глицерол-3-фосфат-
ный челнок [9, 28], которые работают по-разному в
различных условиях. Так, при высокой концентра-
ции глюкозы в среде глицерол-3-фосфатный чел-
нок не работает из-за глюкозной репрессии одного
из составляющих системы, Gut2p, и в таких услови-
ях восстановление баланса NADH/NAD+ достига-
ется работой NADH-дегидрогеназ и метаболиче-
ских путей образования этанола и глицерина [29].
Напротив, во время аэробного роста при низких
концентрациях глюкозы внешняя НАД-дегидро-
геназа и глицерол-3-фосфатный челнок действу-
ют одновременно [30, 31].

По аналогии с дрожжами S. cerevisiae можно
предположить, что в Nde- штаммах S. pombe
M2Δnde1-LplaLDH-1(2) в условиях культивиро-
вания с высоким содержанием глюкозы обе си-
стемы сохранения редокс-баланса не работают и
излишки NADH распределяются между путями
биосинтеза лактата, этанола и глицерина, конеч-
ные продукты которых образуются в соотношении

Рис. 5. Сравнение Nde1+ и Nde1- штаммов S. pombe – продуцентов МК: a – динамика роста штаммов M2-LplaLDH-1(2) (1);
M2Δnde1-LplaLDH-1(2) (2); b – концентрация глюкозы; c – биосинтез молочной кислоты; d – биосинтез этанола при
культивировании в колбах. 
Fig. 5. Comparing of Nde1+ and Nde1- strains S. pombe: a – growth kinetics of strains M2-LplaLDH-1(2) (1), M2Δnde1-
LplaLDH-1(2) (2); b – glucose concentration; c – biosynthesis of lactic acid; d – biosynthesis of ethanol during cultivation in
flasks.
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18.8 : 7.4 : 1. В Nde1+ штаммах лактат, этанол и гли-
церин синтезируются в соотношении 28.4 : 2.6 : 1.

При низком содержании глюкозы в среде гли-
церол-3-фосфатный челнок функционирует, по-
этому различия между Nde1- и Nde1+ штаммами
S. pombe менее выражены: так лактат, этанол и
глицерин синтезируется в соотношении 6.7 : 1 : 0
в штаммах с Δnde и 7.9 : 1 : 0 в Nde1+ штаммах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, штаммы S. pombe M2Δnde1-
LplaLDH-1(2) при аэробном культивировании в
колбах в среде с кукурузным экстрактом и высо-
кой концентрацией глюкозы (20%) продуцируют
139 г/л МК (конечный pH 3.2), 60 г/л этанола и
7.8 г/л глицерина, а при низкой начальной концен-
трации глюкозы – 80 г/л МК (конечный pH 3.4),
12 г/л этанола и глицерин отсутствует. Штаммы
S. pombe с Δnde1 имеют преимущество в росте, по-
треблении глюкозы и накапливают больше био-
массы по сравнению со штаммами Nde1-. Недо-
статком Δnde1 штаммов – продуцентов МК являет-
ся высокий титр этанола. В Crabtree позитивных
штаммах полное выключение генов пути биосин-
теза этанола не эффективно при создании штам-
мов-продуцентов, т.к. это приводит к значительно-
му ухудшению ростовых свойств. Возможно, введе-
ние пятой копии гена L-LDH может незначительно
повысить выход МК и снизить титр этанола. Од-
нако, как показано на дрожжах S. cerevisiae – про-
дуцентах МК увеличение от трех до пяти копий гена
L-LDH обеспечивает только незначительный при-
рост МК. Это указывает на то, что количество фер-
мента не является сдерживающим фактором в био-
процессе производства МК [2]. Одним из ограни-
чивающих факторов может быть недостаток
NADH, который необходим в реакциях биосинтеза
лактата, этанола и глицерина. Доля этого кофер-
мента должна увеличиться в штаммах S. pombe с де-
лецией гена NDE1 по аналогии с дрожжами S. cere-
visiae c делецией генов NDE1/NDE2 [12].

Штаммы S. pombe M2Δnde1-LplaLDH-1(2) про-
дуцируют на 28 и на 12% больше МК, чем штаммы
M2-LplaLDH-1(2), соответственно, в условиях
культивирования с высокой и низкой начальной
концентрацией глюкозы. Из полученных нами дан-
ных следует, что при оптимизации условий куль-
тивирования штаммов S pombe с делецией гена
NDE1 путем строгого контроля подачи глюкозы
можно увеличить выход МК и снизить содержание
этанола.
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The Effect of Deletion of NDE1 Gene on Properties
of Schizosaccharomyces pombe Yeast Producing L-Lactic Acid
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Abstract—Based on acidophilic strain Schizosaccharomyces pombe L-lactic acid producing strains with dele-
tion of the NDE1 gene encoding NADH dehydrogenase, presumably regulating the cytosolic NADH/NAD+
balance in yeast, were constructed. When the genome of previously obtained producer strains is saturated
with heterologous L-LDH genes encoding L-lactate dehydrogenase, culture growth worsens and glucose
consumption slows down. An increase in the dose of L-LDH genes does not always lead to an increase in bio-
synthesis of the target product. Perhaps the limiting factor in the biosynthesis of lactic acid is the lack of cy-
tosolic NADH oxidized to NAD+ by NADH dehydrogenase encoded by the NDE1 gene. The S. pombe strain
with deletion of the NDE1 gene and an additional copy of the L-LDH gene surpasses the parent strain in
growth, glucose consumption and lactic acid biosynthesis (139 g/L, which is 28% more, final pH 3.2). The
study will provide a better understanding of the underlying cellular processes in yeast S. pombe and use the
results obtained for the design of highly productive strains producing lactic acid.

Keywords: Schizosaccharomyces pombe, L-lactic acid, NADH dehydrogenase, metabolic engineering
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