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Исследована анаэробная продукция пировиноградной кислоты из глюкозы рекомбинантными
штаммами Escherichia coli с нарушенной способностью к брожению при дыхании с нитратом в каче-
стве внешнего акцептора электронов. Базовый штамм E. coli MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE,
∆ptsG, PLglk, PtacgalP, ∆frdAB, ∆pflB, ∆sdhAB, ∆aceEF при нитратном дыхании в минимальной соле-
вой среде лишенной ионов аммония конвертировал глюкозу в пировиноградную кислоту с выходом
1.72 моль/моль, секретируя молочную кислоту в качестве единственной детектированной примеси.
Делеция в штамме генов lldD и dld приводила к прекращению секреции данного побочного продук-
та. Соответствующий штамм, лишенный респираторных L- и D-лактатдегидрогеназ LldD и Dld,
синтезировал пировиноградную кислоту из глюкозы с выходом 1.76 моль/моль, не полностью по-
требляя доступный углеводный субстрат. Форсированный гидролиз АТФ, за счет действия в клетке
футильных циклов пировиноградная кислота – щавелевоуксусная кислота – яблочная кислота –
пировиноградная кислота или пировиноградная кислота – фосфоенолпируват – пировиноградная
кислота, обеспечивал выраженный рост потребления рекомбинантами глюкозы при сохранении
уровней конверсии субстрата в целевой продукт. В результате, при анаэробном нитратном дыхании
и форсированном гидролизе АТФ, достигнут выход пировиноградной кислоты из глюкозы состав-
ляющий 1.77–1.78 моль/моль, при практически исчерпывающем потреблении рекомбинантами
субстрата и минимальном или же отсутствующем формировании побочных продуктов.
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Пировиноградная кислота является не только
одним из ключевых центральных метаболитов жи-
вой клетки, но и важным промышленно значимым
соединением, способным служить удобным пред-
шественником в последующем синтезе широкого
спектра веществ с высокой добавленной стоимо-
стью. С использованием в качестве стартового ма-
териала пировиноградной кислоты в ходе органи-
ческого синтеза могут быть получены пищевые до-
бавки, лекарственные препараты, различные
растворители, такие как ацетальдегид [1, 2] и бу-
танол [3], D/L-аланин, ароматические L-амино-
кислоты [4], 4-дигидрокси-L-фенилаланин [5] и
N-ацетил-D-нейраминовая кислота [6]. Кроме
того, пировиноградная кислота может быть непо-
средственно использована в питании, как диети-
ческая добавка, обладающая множеством полез-
ных для здоровья свойств [7].

В настоящее время пировиноградную кислоту
получают нефтехимическим синтезом. Однако со-
временные стратегии устойчивого развития пред-
полагают постепенную, но неуклонную замену
продуктов химической промышленности соответ-
ствующими продуктами микробной биотехноло-
гии. Таким образом, получение микробных проду-
центов пировиноградной кислоты, способных к
эффективному биосинтезу целевого соединения из
дешевого и доступного возобновляемого сырья
(т.е. сахаров растительной биомассы), является ак-
туальной задачей. Необходимо отметить, что в
клетке пировиноградная кислота выступает в ка-
честве основного метаболита-предшественника
для множества биохимических путей, ведущих к
формированию различных классов органических
молекул. Поэтому, высокоэффективные проду-
центы пировиноградной кислоты могут служить,
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кроме того, штаммами-платформами для даль-
нейшего создания специализированных проду-
центов других полезных соединений. В послед-
ние годы был достигнут значительный прогресс в
разработке процессов биологической конверсии
углеводов в пировиноградную кислоту с использо-
ванием различных видов промышленно значимых
микроорганизмов [8]. В качестве соответствующе-
го продуцента, лучшие характеристики, при этом,
демонстрировал направленно сконструирован-
ный штамм Escherichia coli, который был способен
синтезировать пировиноградную кислоту из глю-
козы с выходом 1.53 моль/моль, составляющим
77% от теоретического максимума [9].

Ключевым биохимическим путем, снабжаю-
щим клетку пировиноградной кислотой при ути-
лизации соответствующих субстратов (в первую
очередь глюкозы), служит гликолиз, консерва-
тивный метаболический путь множества микро-
организмов присущий, в том числе, традицион-
ной для промышленной биотехнологии факуль-
тативно анаэробной бактерии E. coli. Известно,
что гликолиз транскрипционно не лимитирован
и контролируется, в основном, внутриклеточны-
ми соотношениями НАДН/НАД+ и АТФ/АДФ
[10, 11]. В результате гликолитической утилиза-
ции глюкозы формируются две молекулы пиро-
виноградной кислоты, две молекулы НАДН и две
молекулы АТФ. При аэрации гликолитический
НАДН реокисляется в дыхательной электрон-
транспортной цепи с участием кислорода в каче-
стве терминального акцептора электронов, тогда
как пировиноградная кислота и АТФ вовлекают-
ся в анаболические процессы формирования
биомассы. В условиях анаэробиоза значительная
доля гликолитически сформированной пирови-
ноградной кислоты прямо или опосредованно
участвует в реакциях брожения, с целью поддер-
жания внутриклеточного окислительно-восста-
новительного баланса, выступая внутренним тер-
минальным акцептором электронов для окисле-
ния НАДН.

В клетках E. coli ключевыми ферментами, от-
ветственными за анаэробную диссимиляцию пи-
ровиноградной кислоты являются лактатдегид-
рогеназа LdhA (КФ 1.1.1.28), ацетаткиназа AckA
(КФ 2.7.2.1), фосфотрансацетилаза Pta (КФ 2.3.1.8),
бифункциональная алкоголь/альдегиддегидроге-
наза AdhE (КФ 1.1.1.1/1.2.1.3), катализирующие
формирование основных продуктов смешанно-
кислотного брожения, то есть молочной, уксус-
ной кислот и этанола, а также пируват-формиат-
лиаза PflB (КФ 2.3.1.54), конвертирующая пиро-
виноградную кислоту в муравьиную кислоту и
ацетил-КоА. Инактивация этих ферментов явля-
ется обязательным условием для обеспечения
возможности эффективной анаэробной продук-
ции пировиноградной кислоты рекомбинантны-

ми штаммами E. coli. Однако штаммы E. coli де-
фицитные по путям смешанно-кислотного броже-
ния неспособны расти анаэробно [12]. Более того,
остаточная способность к реокислению НАДН у
соответствующих штаммов весьма незначительна,
а их потребность в АТФ резко снижена. В ре-
зультате, подобные мутанты практически не мо-
гут утилизировать глюкозу в бескислородных
условиях [13]. Вместе с тем, именно анаэробные
процессы являются более предпочтительными
для биосинтеза ценных продуктов, нежели
аэробные, в силу меньших капитальных затрат,
операционных издержек и проблем, связанных с
массообменом и контаминацией [14]. Благодаря
тому, что E. coli является факультативно анаэ-
робной бактерией, анаэробная продукция пиро-
виноградной кислоты из глюкозы рекомбинан-
тами, лишенными путей брожения, может быть
достигнута в результате двухстадийной фермен-
тации, включающей стадию аэробного накопле-
ния биомассы с последующей анаэробной про-
дуктивной стадией. Регенерация НАД+ в бескис-
лородных условиях может быть обеспечена в
данном случае за счет анаэробного дыхания с
внешним акцептором электронов, таким как
ДМСО [15], нитрат [16], или даже электрод,
функционирующий в режиме анода [17].

Действительно, ранее было показано, что на-
правленно сконструированный штамм E. coli, об-
ладающий модифицированной системой транс-
порта и фосфорилирования глюкозы, лишенный
основных путей смешанно-кислотного брожения
и возможности взаимопревращения фумарат-
сукцинат, а также не способный формировать
ацетил-КоА из соответствующего трехуглеродно-
го предшественника в присутствии в среде нитра-
та натрия анаэробно конвертирует глюкозу в пи-
ровиноградную кислоту с довольно высоким мо-
лярным выходом [18]. Единственным побочным
продуктом, секретированным штаммом помимо
пировиноградной кислоты, была молочная кис-
лота, сформированная, по всей вероятности, в
результате вовлечения целевого продукта в реак-
ции альтернативного анаэробного дыхания с
внутренним акцептором электронов [19, 20].
При этом, несмотря на эффективное реокисле-
ние гликолитического НАДН за счет анаэробно-
го дыхания, как с внешним, так и с внутренним
акцептором электронов, штамм не потреблял
доступную глюкозу полностью. Ключевым фак-
тором, лимитирующим потребление глюкозы
рекомбинантом в бескислородных условиях, яв-
лялись, по-видимому, избыточные внутрикле-
точные уровни АТФ.

Цель работы – оптимизация анаэробной про-
дукции пировиноградной кислоты из глюкозы
рекомбинантными штаммами Escherichia coli с
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СКОРОХОДОВА и др.

нарушенной способностью к брожению за счет
форсированного гидролиза АТФ.

МЕТОДИКА

Реактивы. В работе использовали рестриктазу
BglII, Т4 ДНК лигазу, ДНК полимеразу Taq
(“Thermo Scientific”, Литва), а также высокоточ-
ную ДНК полимеразу Kapa HiFi (“Roche”, Швей-
цария). ПЦР-продукты очищали электрофорезом в
агарозном геле и выделяли с помощью QIAquick
Gel Extraction Kit (“Qiagen”, США). Олигонук-
леотиды (“Евроген”, Россия) представлены в
табл. 1. Компоненты питательных сред, соли и дру-
гие реактивы были произведены фирмами “Panre-
ac” (Испания) и “Sigma” (США).

Бактериальные штаммы, плазмиды и среды. Ис-
пользованные в работе бактериальные штаммы и
плазмиды представлены в табл. 2. Штамм E. coli
K-12 MG1655 (ВКПМ B-6195), ранее сконструиро-
ванный штамм E. coli MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB,
∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, PLglk, PtacgalP [21], обозна-
ченный как PA4, обладающий модифицирован-
ной системой транспорта и фосфорилирования
глюкозы, лишенный основных путей смешанно-
кислотного брожения, а также его производный
штамм PA4FPSA [18], с дополнительно блокиро-
ванной возможностью взаимопревращения фу-
марат-сукцинат и не способный конвертировать
пировиноградную кислоту в ацетил-КоА, были
использованы в качестве исходных для констру-
ирования всех полученных в работе рекомби-
нантов.

Бактерии культивировали в богатых средах
LB, SOB, SOC и минимальной среде М9 [22], с
добавлением, при необходимости, ампициллина
(100 мкг/мл) или хлорамфеникола (30 мкг/мл).
Для поддержания аэробного роста ∆aceEF штам-
ма PA4FPSA и его производных среды дополни-
тельно содержали 10 мМ ацетата натрия.

Конструирование штаммов. Все хромосомные
модификации осуществляли по ранее описанно-
му методу [23].

Линейные фрагменты ДНК для инактивации
генов lldD и dld, содержащих маркер устойчиво-
сти к хлорамфениколу (ген cat), получали при по-
мощи ПЦР с использованием пар праймеров P1 и
P2, P3 и P4, и плазмиды pMW118-(λattL-Cm-λat-
tR) [24] в качестве матрицы. Полученные фраг-
менты ДНК были индивидуально интегрированы
в хромосому штамма E. coli MG1655, несущего
плазмиду-помощник pKD46. Факт соответствия
предполагаемых и полученных эксперименталь-
но структур хромосом отобранных штаммов, с
индивидуально инактивированными генами lldD
и dld, подтверждали ПЦР-анализом с помощью пар
локус-специфичных праймеров P5 и P6, P7 и P8.

Конструирование фрагмента ДНК для замены
нативной регуляторной области гена ppsA искус-
ственным генетическим элементом PL-SDϕ10, со-
держащим промотор PL фага лямбда и эффектив-
ный сайт связывания рибосом гена ϕ10 из фага Т7,
проводили в несколько стадий. На первой стадии,
с помощью ПЦР был получен фрагмент ДНК, со-
держащий участок узнавания BglII, промотор PL,

Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры, использованные в работе

№ Последовательность

P1 5'-catgattatttccgcagccagcgattatcgcgccgc-cgctcaagttagtataaaaaagctgaac-3'
P2 5'-ctatgccgcattccctttcgccatgggagccagtgc-tgaagcctgcttttttatactaagttgg-3'
P3 5'-aatgtcttccatgacaacaactgataataaagcctt-cgctcaagttagtataaaaaagctgaac-3'
P4 5'-ttactccacttcctgccagtttttccgtttactggt-tgaagcctgcttttttatactaagttgg-3'
P5 5'-gattcgatgaagatcaggctcg-3'
P6 5'-cagagtgagggagtacatacag-3'
P7 5'-gccataagcatgatggagagag-3'
P8 5'-ccggtaaagtgatgcctgtgc-3'
P9 5'-tgcgac-agatct-ctcacctaccaaacaatgccc-3'
P10 5'-atgtatatctccttc-acggccaatgcttcgtttc-3'
P11 5'-ccaaagcaccagcggtgacgagccattgttggacat-atgtatatctccttc-acggccaatg-3'
P12 5'- ctagta-agatct-tgaagcctgcttttttatactaagttgg-3'
P13 5'-tctcaaaccgttcatttatcacaaaaggattgttcg-cgctcaagttagtataaaaaagctgaac-3'
P14 5'-gtcgaagagagcagatttgcgc-3'
P15 5'-cctgtctacatcattcatgccg-3'
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последовательность SD гена ϕ10 из фага Т7 и
36 нуклеотидов, комплементарных 5'-концу ко-
дирующей области гена ppsA.

Фрагмент получали в два этапа. На первом эта-
пе, с использованием в качестве матрицы геном-
ной ДНК фага лямбда и праймеров P9 и P10 был
получен фрагмент ДНК, содержащий участок
узнавания BglII, промотор PL и часть последова-
тельности SD гена ϕ10 из фага Т7. Полученный
ПЦР-продукт служил матрицей в следующем ра-
унде ПЦР с использованием праймеров P9 и P11.
Праймер Р11 содержал область комплементарную
3'-концу промотора PL, последовательность SD ге-
на ϕ10 из фага Т7 и 36 первых нуклеотидов из рамки
считывания гена ppsA. Параллельно осуществляли
вторую стадию конструирования фрагмента ДНК.
Фрагмент ДНК, содержащий участок узнавания
BglII, маркер устойчивости к хлорамфениколу (ген
cat) и 36 нуклеотидов, гомологичных участку ДНК,
непосредственно предшествующему кодирую-
щей области гена ppsA, был получен ПЦР с ис-
пользованием праймеров P12 и P13 и плазмиды
pMW118-(λattL-Cm-λattR) в качестве матрицы.
Полученные фрагменты ДНК были обработаны
эндонуклеазой рестрикции BglII и лигированы Т4
ДНК-лигазой. Продукт лигирования амплифи-
цировали с использованием праймеров P11 и P13.
Полученный ПЦР-продукт был интегрирован в
хромосому штамма E. coli MG1655, несущего плаз-

миду-помощник pKD46. Соответствие запланиро-
ванной и экспериментально полученной нуклео-
тидной последовательности нового регуляторного
элемента, введенного перед кодирующей обла-
стью гена ppsA, было подтверждено секвенирова-
нием с помощью праймеров P14 и P15.

Соответствующие индивидуальные генетиче-
ские модификации были, в последствии, введены
в хромосомы целевых рекомбинантных штаммов
с помощью P1-зависимых трансдукций [22]. Уда-
ление маркера, фланкированного att-сайтами фа-
га лямбда, из хромосом целевых штаммов, прово-
дили с использованием плазмиды pMWts-Int/Xis,
как описано ранее [25]. Трансформацию штам-
мов плазмидами осуществляли по стандартной
методике.

Культивирование штаммов. Рекомбинантные
штаммы выращивали в течение ночи в среде М9,
содержащей 2 г/л глюкозы при 37°C. По 5 мл ноч-
ных культур разбавляли в 10 раз, добавляя 45 мл
среды М9, содержавшей 10 г/л дрожжевого экс-
тракта. Полученные культуры выращивали в кол-
бах объемом 750 мл при 37°C на роторной качалке
при 250 об./мин в течение 8 ч. Клеточные суспен-
зии центрифугировали в течение 15 мин при 2000 g
при 4°C. Осадки ресуспендировали в 15 мл моди-
фицированной среды М9, лишенной ионов ам-
мония, содержащей 10 г/л глюкозы и 50 мМ нит-
рата натрия до ОП600 ~ 10. В дальнейшем культу-

Таблица 2. Штаммы и плазмиды

Объект Генотип Ссылка

Штамм
MG1655 Штамм E. coli дикого типа (ВКПМ B-6195) ВКПМ
PA4 E. coli MSG1.0 (MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, 

PLglk, PtacgalP)
[21]

PA4FPSA E. coli MSG1.0 ∆frdAB, ∆pflB, ∆sdhAB, ∆aceEF [18]
PA4FPSAL E. coli MSG1.0 ∆frdAB, ∆pflB, ∆sdhAB, ∆aceEF, ∆lldD Данная работа
PA4FPSAD E. coli MSG1.0 ∆frdAB, ∆pflB, ∆sdhAB, ∆aceEF, ∆dld »
PA4FPSALD E. coli MSG1.0 ∆frdAB, ∆pflB, ∆sdhAB, ∆aceEF, ∆lldD, ∆dld »
PA4FPSAPyc E. coli MSG1.0 ∆frdAB, ∆pflB, ∆sdhAB, ∆aceEF, pPYC »
PA4FPSAPps E. coli MSG1.0 ∆frdAB, ∆pflB, ∆sdhAB, ∆aceEF, PL-SDϕ10-ppsA »

PA4FPSALDPyc E. coli MSG1.0 ∆frdAB, ∆pflB, ∆sdhAB, ∆aceEF, ∆lldD, ∆dld, pPYC »
PA4FPSALDPps E. coli MSG1.0 ∆frdAB, ∆pflB, ∆sdhAB, ∆aceEF, ∆lldD, ∆dld,

PL-SDϕ10-ppsA
»

Плазмида
pMW118-(λattL-Cm-λattR) pSC101, bla, cat, λattL-cat-λattR [24]
pKD46 pINT-ts, bla, ParaB-λgam-bet-exo [23]

pMWts-Int/Xis pSC101-ts, bla, PR-λxis-int, cIts857 [25]

pPYC pMW119 с клонированным геном пируваткарбоксилазы (pycA)
из B. subtilis

[33]
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ры инкубировали анаэробно в течение 24 ч в
пробирках объемом 15 мл, закрытых завинчиваю-
щимися крышками, при 37°C на роторной качал-
ке при 250 об./мин. В случае штаммов, несущих
pMW-производные плазмиды, среды дополни-
тельно содержали 100 мкг/мл ампициллина (ООО
“Синтез”, Россия). Для обеспечения функцио-
нальной активности пируваткарбоксилазы в штам-
мах с геном pycA Bacillus subtilis в среды, используе-
мые на последней стадии, вносили NaHCO3 до
конечной концентрации 10 г/л.

Собранные для анализа клеточные суспензии
центрифугировали при 10000 g в течение 10 мин.
В полученных супернатантах определяли кон-
центрации секретированных метаболитов и оста-
точной глюкозы. Все эксперименты повторялись
не менее трех раз.

Аналитические методы. Концентрации органи-
ческих кислот в культуральных жидкостях, осво-
божденных от биомассы центрифугированием,
определяли методом ВЭЖХ с использованием
системы “Waters” HPLC system (США). Приме-
няли ион-эксклюзионную колонку Rezex ROA-
Organic Acid H+ (8%) (300 × 7.8 мм, 8 мкм, “Phe-
nomenex”, США) с детекцией при длине волны
210 нм. В качестве подвижной фазы использовали
водный раствор серной кислоты (2.5 мМ) со ско-
ростью потока 0.5 мл/мин. Для измерения кон-
центрации глюкозы, система была укомплектова-
на рефрактивным детектором “Waters” 2414 и ко-
лонкой Spherisorb-NH2 (4.6 × 250 мм, 5 μм,
“Waters”, США). Подвижной фазой служила смесь
ацетонитрил/вода (объемное соотношение 75/25)
при скорости потока 1.0 мл/мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве базового продуцента пировино-

градной кислоты был использован ранее скон-
струированный штамм E. coli PA4FPSA. В данном
штамме основные пути смешанно-кислотного
брожения, ответственные за анаэробную дисси-
миляцию пирувата и ведущие к формированию
уксусной и молочной кислот, а также этанола,
были инактивированы за счет делеции генов
ackA, pta, poxB, ldhA и adhE, кодирующих фермен-
ты, катализирующие соответствующие реакции.
Возможность анаэробного дыхания с фумаратом
в качестве внутреннего акцептора электронов бы-
ла исключена в штамме, в первую очередь, за счет
делеции генов frdAB, кодирующих компоненты фу-
маратредуктазы (КФ 1.3.5.4). Известно, что в штам-
мах E. coli с инактивированными генами frdAB сук-
цинатдегидрогеназа (КФ 1.3.5.1) способна функци-
онально замещать фумаратредуктазу [26]. Поэтому,
гены sdhAB, кодирующие компоненты сукцинат-
дегидрогеназы были также делетированы в штам-
ме. Вовлечение пировиноградной кислоты через

промежуточное образование ацетил-КоА в реак-
ции цикла трикарбоновых кислот (ЦТК), акти-
вирующиеся при дыхании, было предотвращено
в штамме в результате делеций генов pflB и
aceEF, кодирующих пируфат-формиат-лиазу и
компоненты пируватдегидрогеназного фермен-
тативного комплекса (КФ 1.2.4.1/2.3.1.12/1.8.1.4).
Кроме того, система транспорта и фосфорили-
рования глюкозы была модифицирована в штамме
таким образом, чтобы потреблять АТФ для фосфо-
рилирования углеводного субстрата вместо фос-
фоенолпирувата (ФЕП) с целью потенциального
снижения ингибирования начальной и терми-
нальной стадий гликолиза АТФ, генерируемым на
его промежуточных стадиях. Это было достигнуто
за счет инактивации гена ptsG, кодирующего пер-
меазу глюкозы ФЕП-зависимой фосфотрансфе-
разной системы, при оверэкспрессии генов galP и
glk, кодирующих H+-симпортер галактозы и
АТФ-зависимую глюкокиназу (КФ 2.7.1.2). В ре-
зультате, после аэробного выращивания, штамм
PA4FPSA был способен анаэробно конвертиро-
вать глюкозу в пировиноградную кислоту, при
дыхании с нитратом в качестве внешнего акцеп-
тора электронов, с выходом ~1.7 моль/моль [18].

Основной детектированной примесью, фор-
мируемой штаммом, являлась молочная кислота.
Результаты анализа энантиомерного состава сек-
ретированной штаммом молочной кислоты ука-
зывали на то, что за формирование этого соеди-
нения могли быть ответственны респираторные
лактатдегидрогеназы LldD и Dld (КФ 1.1.5.12). В
норме, соответствующие ферменты катализиру-
ют хинон-зависимую конверсию L-молочной
кислоты и D-молочной кислоты в пировиноград-
ную [19]. Однако, в условиях анаэробиоза их ин-
вертированное хинол-зависимое действие, веду-
щее к образованию из пировиноградной кислоты
соответствующего восстановленного продукта,
могло дополнительно способствовать поддержа-
нию внутриклеточного окислительно-восстано-
вительного баланса в штамме с нарушенной спо-
собностью к брожению.

Помимо лактатдегидрогеназ LldD и Dld в аль-
тернативном анаэробном дыхании с пировино-
градной кислотой в качестве внутреннего акцепто-
ра электронов может принимать участие D-ала-
ниндегидрогеназа DadA (КФ 1.4.5.-) [20]. Для
исключения потенциального вклада соответству-
ющего фермента в процессы поддержания внут-
риклеточного окислительно-восстановительно-
го баланса, характеристику анаэробной утилиза-
ции глюкозы и биосинтеза пировиноградной
кислоты штаммом PA4FPSA и его производными
в ходе двухстадийной ферментации осуществля-
ли в настоящей работе, используя на финальной
стадии модифицированную минимальную среду
М9, лишенную ионов аммония.



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 57  № 4  2021

ОПТИМИЗАЦИЯ АНАЭРОБНОЙ ПРОДУКЦИИ ПИРОВИНОГРАДНОЙ КИСЛОТЫ 347

В присутствии в среде ионов нитрата и при от-
сутствии ионов аммония, штамм PA4FPSA демон-
стрировал характеристики, аналогичные получен-
ным ранее, потребляя около 23.6 мМ глюкозы и
синтезируя ~40.8 мМ (рис. 1) пировиноградной
кислоты с выходом 1.72 моль/моль (табл. 3). Ала-
нин ожидаемо не был обнаружен среди продуктов
анаэробной утилизации глюкозы, секретирован-
ных штаммом, и единственным побочным про-
дуктом, сформированным рекомбинантом, явля-
лась молочная кислота (рис. 1). Наблюдаемый в
присутствии нитрата натрия синтез штаммом мо-
лочной кислоты объяснялся, по-видимому, вы-
соким потенциалом (~0.19 V) соответствующих

респираторных реакций, использующих внутрен-
ний акцептор электронов, лишь в два раза уступа-
ющим соответствующему показателю (~0.42 V)
для дыхания с участием нитратредуктаз Nar-си-
стемы и превосходящим показатель для дыхания
с фумаратом (~0.03 V) и даже ДМСО (~0.16 V) в
качестве внешних акцепторов электронов [19].

Известно, что в условиях нитратного дыхания
в клетках E. coli индуцируется экспрессия гена,
по крайней мере одной из хинон-зависимых
лактатдегидрогеназ, LldD [27]. Поэтому, для
предотвращения побочной продукции молоч-
ной кислоты в штамме PA4FPSA первично был
делетирован ген lldD. Соответствующий произ-

Рис. 1. Концентрации метаболитов (мМ) пировиноградной (1) и молочной (2) кислот, секретированных штаммом
PA4FPSA и его производными PA4FPSAL, PA4FPSAD, PA4FPSALD в ходе анаэробной утилизации глюкозы (3) при
дыхании с нитратом натрия в качестве внешнего акцептора электронов.
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Таблица 3. Характеристики потребления углеродного субстрата и продукции метаболитов штаммами PA4FPSA,
PA4FPSAL, PA4FPSAD, PA4FPSALD в ходе анаэробной утилизации глюкозы при дыхании с нитратом натрия в
качестве внешнего акцептора электронов*

* Углеродный баланс рассчитан как выраженное в % отношение общего количества молей углерода в секретированных про-
дуктах к количеству молей углерода потребленной глюкозы.
Приведены стандартные отклонения для трех независимых экспериментов.
н.д. – не детектировано.

Штамм Потребленная
глюкоза, мМ

Выход метаболитов, моль/моль

Углеродный баланс, %пировиноградная 
кислота молочная кислота

PA4FPSA 23.6 ± 0.5 1.72 ± 0.02 0.13 ± 0.01 93

PA4FPSAL 23.8 ± 0.5 1.71 ± 0.02 0.12 ± 0.01 92

PA4FPSAD 23.7 ± 0.6 1.74 ± 0.02 0.07 ± 0.01 91

PA4FPSALD 23.8 ± 0.6 1.76 ± 0.03 н.д. 89
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водный штамм PA4FPSAL синтезировал пирови-
ноградную кислоту из глюкозы с эффективно-
стью, практически идентичной эффективности
родительского штамма (рис. 1, табл. 3), продол-
жая, тем не менее, секретировать значимые коли-
чества молочной кислоты (рис. 1). Более того, не-
смотря на инактивацию L-лактатдегидрогеназы
LldD, выход молочной кислоты, сформированной
штаммом при утилизации глюкозы, не снижался
(табл. 3). Можно было предположить, что D-лак-
татдегидрогеназа Dld была основным ферментом,
ответственным за формирование молочной кисло-
ты штаммами PA4FPSA и PA4FPSAL. С целью
проверки этой гипотезы, ген dld был делетирован
в штамме PA4FPSA. При инактивации D-лактат-
дегидрогеназы анаэробная продукция пировино-
градной кислоты из глюкозы соответствующим
штаммом PA4FPSAD не изменялась по сравне-
нию со штаммом PA4FPSA, тогда как секреция мо-
лочной кислоты заметно падала (рис. 1, табл. 3). Од-
нако образование молочной кислоты dld– мутан-
том не прекращалось полностью. Таким образом,
несмотря на предпочтительное формирование в
штаммах PA4FPSA и PA4FPSAL молочной кисло-
ты под действием D-лактатдегидрогеназы, L-лак-
татдегидрогеназа была способна частично ком-
пенсировать потерю активности альтернативного
фермента в штамме PA4FPSAD. Соответственно,
гены обеих лактатдегидрогеназ были, в дальней-
шем, совместно делетированы в штамме PA4FPSA.

Штамм PA4FPSALD с инактивированными
респираторными лактатдегидрогеназами LldD и
Dld не секретировал заметных количеств молочной
кислоты в ходе анаэробной утилизации глюкозы.
При этом продукция штаммом пировиноградной
кислоты (~42.1 мМ) несколько превосходила уро-
вень синтеза целевого вещества, демонстрируемый
исходным штаммом PA4FPSA (рис. 1) и выход соот-
ветствующего карбоксилата из глюкозы достигал
1.76 моль/моль (табл. 3). Отсутствие в среде вос-
становленных продуктов катаболизма глюкозы, в
свою очередь, указывало на то, что дыхание с экзо-
генным нитратом в качестве единственного тер-
минального акцептора электронов было способно
обеспечить полноценное поддержание внутрикле-
точного окислительно-восстановительного баланса
в штамме PA4FPSALD.

Вместе с тем, штамм PA4FPSALD, как и его
предшественники, не потреблял всю доступную
глюкозу (55.5 мМ) полностью (рис. 1, табл. 3), хо-
тя Nar и Nrf системы нитратного и нитритного
дыхания позволяют реокислить 250 мМ НАДН,
используя 50 мМ добавленного в среду NaNO3
[19], что эквивалентно количеству восстановлен-
ных эквивалентов, формируемых при гликолити-
ческой утилизации 125 мМ глюкозы. Таким обра-
зом, при даже эффективном реокислении глико-

литически сформированного НАДН посредством
анаэробного дыхания с внешним акцептором элек-
тронов, избыточные внутриклеточные уровни
АТФ оставались, как и в случае штамма PA4FPSA,
ключевым фактором, лимитирующим потребле-
ние глюкозы в бескислородных условиях, его
перспективным сконструированными производ-
ным PA4FPSALD.

На сегодняшний день описаны несколько
подходов направленных на интенсификацию
гликолитического потока углерода в рекомби-
нантных штаммах E. coli за счет снижения внут-
риклеточного уровня АТФ. Основной подход осно-
вывается на манипуляции компонентами (F1F0)
H+-АТФ синтазного комплекса для предотвраще-
ния окислительного фосфорилирования и/или по-
вышения гидролиза ATP. Оверэкспрессия генов,
кодирующих компоненты цитоплазматической
субъединицы F1, содержащей каталитический
сайт, должна способствовать гидролизу АТФ. С
другой стороны, инактивация генов мембранно-
связанной субъединицы F0, которая формирует
протонный канал, будет приводить к прекраще-
нию продукции АТФ посредством оксидативного
фосфорилирования с одновременным повыше-
нием активности АТФазы. Каждая из этих стра-
тегий была успешно применена для улучшения
биосинтетических показателей рекомбинантных
штаммов E. coli, сконструированных для продук-
ции пировиноградной кислоты из глюкозы в
аэробных условиях [9, 28]. Альтернативный и до-
статочно перспективный подход состоит в реали-
зации в клетке принудительного гидролиза АТФ в
результате действия футильных циклов [29].

Ранее было обнаружено, что экспрессия гете-
рологичной пируваткарбоксилазы (КФ 6.4.1.1) в
штаммах E. coli дефицитных по основным путям
смешанно-кислотного брожения провоцирует, в
ходе анаэробной утилизации глюкозы, возникно-
вение искусственного футильного цикла пирови-
ноградная кислота – щавелевоуксусная кислота
(ЩУК) – яблочная кислота – пировиноградная
кислота [30]. В данном цикле ЩУК, сформиро-
ванная из пировиноградной кислоты АТФ-зави-
симой пируваткарбоксилазой, конвертировалась
в яблочную кислоту через потребляющую НАДН
начальную реакцию восстановительной ветви
ЦТК, катализируемую малатдегидрогеназой Mdh
(КФ 1.1.1.37), и, затем, декарбоксилировалась в пи-
ровиноградную кислоту в результате действия кон-
ститутивно экспрессирующегося в E. coli НАД+-за-
висимого малатного фермента MaeA (КФ 1.1.1.39),
обеспечивая, в итоге, гидролиз 1 молекулы АТФ
при отсутствии суммарной генерации НАДН.
Инактивация этого цикла способствовала анаэ-
робной продукции соответствующими рекомби-
нантными штаммами четырехуглеродных дикар-
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боновых кислот [31], тогда как его активация
улучшала продукцию пировиноградной кислоты
[18, 30].

Альтернативой футильному циклу пировино-
градная кислота – ЩУК – яблочная кислота –
пировиноградная кислота, функционирующему
исключительно при анаэробиозе, когда активна
восстановительная ветвь ЦТК, может служить
цикл пировиноградная кислота – ФЕП – пирови-
ноградная кислота. В присутствии в среде глюко-
зы, футильный цикл пировиноградная кислота –
ФЕП – пировиноградная кислота может быть
активен как в аэробных, так и в анаэробных усло-
виях. В этом цикле пируваткиназа (КФ 2.7.1.40)
катализирует АДФ-зависимое дефосфорилиро-
вание ФЕП в пировиноградную кислоту с образо-
ванием молекулы АТФ, а фосфоенолпируватсин-
таза (КФ 2.7.9.2) фосфорилирует пировиноград-
ную кислоту, используя АТФ как кофактор,
расщепляя его до АМФ и неорганического фосфа-
та. Регенерация АМФ в АТФ, под действием аде-
нилаткиназы (КФ 2.7.4.3), требует, при этом, рас-
хода двух АТФ. Способность соответствующего
цикла улучшать продукцию целевого соединения
из глюкозы в бескислородных условиях, за счет
снижения внутриклеточного пула АТФ, была не-
давно продемонстрирована с использованием в
качестве примера штамма E. coli – продуцента
молочной кислоты [32].

Способность футильных циклов пировино-
градная кислота – ЩУК – яблочная кислота – пи-

ровиноградная кислота и пировиноградная кисло-
та – ФЕП – пировиноградная кислота улучшать
анаэробное потребление глюкозы сконструиро-
ванными рекомбинантыми продуцентами пирови-
ноградной кислоты была проверена при реализа-
ции их функциональности как в базовом штамме
PA4FPSA, так и в его производном PA4FPSALD,
лишенном респираторных лактатдегидрогеназ. С
целью обеспечения в штаммах активности фу-
тильного цикла пировиноградная кислота –
ЩУК – яблочная кислота – пировиноградная
кислота, в клетки вводили плазмиду pPYC [33],
экспрессирующую ген pycA B. subtilis, получая со-
ответствующие производные PA4FPSAPyc и
PA4FPSALDPyc. Функциональность футильного
цикла пировиноградная кислота – ФЕП – пиро-
виноградная кислота была обеспечена в штаммах
PA4FPSAPps и PA4FPSALDPps за счет конститу-
тивной экспрессии гена ppsA, кодирующего фос-
фоенолпируватсинтазу, под контролем промото-
ра PL фага лямбда.

Анаэробное потребление глюкозы сконструиро-
ванными штаммами PA4FPSAPyc, PA4FPSALDPyc,
PA4FPSAPps и PA4FPSALDPps резко возрастало
по сравнению со штаммами предшественниками
(рис. 1, 2), при сохранении высоких значений вы-
хода синтезированной рекомбинантами пирови-
ноградной кислоты (табл. 4). Это свидетельство-
вало о позитивном влиянии в штаммах форсиро-
ванного гидролиза АТФ, в результате действии
каждого из футильных циклов, на интенсивность

Рис. 2. Концентрации метаболитов (мМ) пировиноградной (1), молочной (2) и яблочной (3) кислот, секретированных
штаммами PA4FPSAPyc, PA4FPSAPps, PA4FPSALDPyc и PA4FPSALDPps в ходе анаэробной утилизации глюкозы (4)
при дыхании с нитратом натрия в качестве внешнего акцептора электронов и форсированном гидролизе АТФ за счет
функционирования футильных циклов пировиноградная кислота – ЩУК – яблочная кислота – пировиноградная
кислота (штаммы PA4FPSAPyc и PA4FPSALDPyc) и пировиноградная кислота – ФЕП – пировиноградная кислота
(штаммы PA4FPSAPps и PA4FPSALDPps).
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потока углерода через каскад гликолитических
реакций, ведущих к целевому формированию пи-
ровиноградной кислоты в качестве основного
продукта утилизации углеродного субстрата.

Тем не менее, эффект введения в штаммы со-
ответствующих футильных циклов несколько
различался. Так, штаммы PA4FPSAPyc, PA4F-
PSALDPyc с активным футильным циклом пиро-
виноградная кислота – ЩУК – яблочная кисло-
та – пировиноградная кислота секретировали, в
качестве одного из продуктов утилизации глюко-
зы, яблочную кислоту (рис. 2). Это, с одной сто-
роны, свидетельствовало о функциональности
именно данного футильного цикла в клетках ре-
комбинантов, но, с другой стороны, указывало на
недостаточную активность в клетках малатных
ферментов. При этом значение углеродного ба-
ланса, характеризующее полноту конверсии суб-
страта в детектированные продукты, в случае
штаммов PA4FPSAPyc и PA4FPSALDPyc возраста-
ло в сравнении с родительскими штаммами, тогда
как для штаммов PA4FPSAPps и PA4FPSALDPps
оставалось практически неизменным (табл. 3, 4).

Поскольку функционирование футильного
цикла пировиноградная кислота – ФЕП – пиро-
виноградная кислота не приводило к формирова-
нию штаммами новых продуктов утилизации
глюкозы, это указывало на то, что те или иные
интермедиаты гликолиза вовлекались в соответ-
ствующих рекомбинантах в побочные реакции
расхода субстрата, сопровождающиеся непродук-
тивной потерей углерода. С учетом отсутствия в
штаммах пируватдегидрогеназы и, следователь-
но, невозможности протекания в условиях дыха-
ния реакций оксидативной ветви ЦТК, за снижен-
ное значение углеродного баланса могла быть от-
ветственна частично активированная оксидативная
ветвь пентозофосфатного пути (ПФП), обуславли-

вающая потерю углерода за счет высвобождения
СО2 на стадии реакции катализируемой 6-фосфо-
глюконатдегидрогеназой (КФ 1.1.1.44). Активность
в клетках футильного цикла пировиноградная кис-
лота – ЩУК – яблочная кислота – пировиноград-
ная кислота снижала вклад оксидативной ветви
ПФП в непродуктивную потерю рекомбинантами
углерода, тогда как форсированное взаимопре-
вращение пировиноградная кислота – ФЕП
практически не влияло на интенсивность соот-
ветствующего процесса. Вместе с тем, штамм
PA4FPSALDPps, гидролизующий избыточный
АТФ за счет действия футильного цикла пирови-
ноградная кислота – ФЕП – пировиноградная
кислота, в отличие от штамма PA4FPSALDPyc,
снижающего внутриклеточный пул соответствую-
щего кофактора в результате функционирования
футильного цикла пировиноградная кислота –
ЩУК – яблочная кислота – пировиноградная
кислота, синтезировал пировиноградную кисло-
ту с повышенным выходом (1.77 моль/моль), не
секретируя заметных количеств каких-либо побоч-
ных продуктов и потребляя доступную глюкозу
практически полностью. С другой стороны, высо-
кое значение углеродного баланса (96%, табл. 4), де-
монстрируемое штаммом PA4FPSALDPyc при
анаэробной утилизации глюкозы в условиях нит-
ратного дыхания, позволяло предположить, что до-
стигнутый выход синтезированной штаммом пи-
ровиноградной кислоты (1.78 моль/моль, табл. 4)
может быть и далее увеличен при повышении в
клетках активности малатных ферментов. Одна-
ко, футильный цикл пировиноградная кислота –
ЩУК – яблочная кислота – пировиноградная
кислота, обеспечивающий в клетках штамма
PA4FPSALDPyc форсированный гидролиз АТФ,
не активен при отсутствии в среде доступного ис-
точника CO2. При этом снабжение среды бикар-

Таблица 4. Характеристики потребления углеродного субстрата и продукции метаболитов штаммами PA4FPSA-
Pyc, PA4FPSAPps, PA4FPSALDPyc и PA4FPSALDPps в ходе анаэробной утилизации глюкозы при дыхании с
нитратом натрия в качестве внешнего акцептора электронов и форсированном гидролизе АТФ*

* Углеродный баланс рассчитан как выраженное в % отношение общего количества молей углерода в секретированных про-
дуктах к количеству молей углерода потребленной глюкозы.
Приведены стандартные отклонения для трех независимых экспериментов.
н.д. – не детектировано.

Штамм Потребленная
глюкоза, мМ

Выход метаболитов, моль/моль
Углеродный 

баланс, %пировиноград-
ная кислота молочная кислота яблочная кислота

PA4FPSAPyc 53.1 ± 1.6 1.73 ± 0.02 0.10 ± 0.01 0.08 ± 0.01 97

PA4FPSAPps 51.0 ± 1.5 1.72 ± 0.02 0.13 ± 0.01 н.д. 92

PA4FPSALDPyc 48.8 ± 1.5 1.78 ± 0.03 н.д. 0.10 ± 0.01 96

PA4FPSALDPps 47.1 ± 1.4 1.77 ± 0.03 н.д. н.д. 88
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бонатом будет увеличивать общую стоимость
продукции целевого соединения.

Таким образом, промышленная применимость
каждого из подходов, основанных на форсирован-
ном гидролизе АТФ за счет действия в клетках ре-
комбинантов искусственно созданных футильных
циклов, для эффективной анаэробной продукции
пировиноградной кислоты из глюкозы рекомби-
нантными штаммами E. coli должна оцениваться
с учетом как потенциальной выгоды, так и воз-
можного роста операционных издержек.

Результаты исследования наглядно демон-
стрируют потенциал форсированного гидролиза
АТФ, за счет применения расходующих данный
кофактор футильных циклов, для улучшения био-
синтетических характеристик рекомбинантных
штаммов E. coli, направленно сконструированных
для анаэробной продукции пировиноградной кис-
лоты из глюкозы при анаэробном дыхании с
внешним акцептором электронов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (проект № 18-04-01222).
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Optimization of Anaerobic Production of Pyruvic Acid from Glucose
by Recombinant Escherichia coli Strains with Impaired Fermentation Ability

Through Enforced ATP Hydrolysis
A. Yu. Skorokhodovaа, *, A. Yu. Gulevichа, and V. G. Debabovа

аFederal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology” of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 117312 Russia
*e-mail: sasha.skorokhodova@gmail.com

Anaerobic production of pyruvic acid from glucose by recombinant Escherichia coli strains with impaired fermen-
tation ability during respiration with nitrate as an external terminal electron acceptor was studied. The core strain
E. coli MG1655 ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, PLglk, PtacgalP, ∆frdAB, ∆pflB, ∆sdhAB, ∆aceEF
during nitrate respiration in a minimal salt medium devoid of ammonium ions converted glucose to pyruvic
acid with a yield of 1.72 mol/mol, secreting lactic acid as the only impurity detected. Deletion of the lldD and
dld genes in the strain led to the cessation of the secretion of this by-product. The corresponding strain, de-
void of the respiratory L- and D-lactate dehydrogenases LldD and Dld, synthesized pyruvic acid from glu-
cose with a yield of 1.76 mol/mol, consuming the available carbohydrate substrate incompletely. Enforced
hydrolysis of ATP, due to the action in the cell of futile cycles of pyruvic acid – oxaloacetate – malic acid –
pyruvic acid or pyruvic acid – phosphoenolpyruvate – pyruvic acid, ensured a drastic increase in glucose
consumption by recombinants while maintaining the levels of substrate to the target product conversion. As
a result, during anaerobic nitrate respiration and enforced hydrolysis of ATP, the yield of pyruvic acid from
glucose of 1.77–1.78 mol/mol was achieved, with an almost exhaustive consumption of substrate by recom-
binants and minimal or no by-products formation.

Keywords: Escherichia coli, fermentation, futile cycle, glucose, pyruvic acid, respiration
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