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Адипиновая кислота – это алифатическая ди-
карбоновая кислота, которая может быть удобным 
предшественником в последующем синтезе широ-
кого спектра производных с высокой добавленной 
стоимостью, таких как смазочные материалы, пла-
стификаторы, фармацевтические субстанции и ком-
поненты искусственных волокон [1]. В настоящее 
время большая часть адипиновой кислоты произво-
дится нефтехимическим синтезом с использовани-
ем бензола в качестве предшественника [2]. Тем не 
менее, адипиновая кислота может быть получена из 
возобновляемого сырья рядом биотехнологических 
способов, представляющих экологически оправдан-
ную альтернативу традиционному методу.

Один из первых предложенных методов био-
технологической конверсии растительного сы-
рья в адипиновую кислоту предполагал первичное 

получение из возобновляемых источников углеро-
да cis, cis-муконовой кислоты с последующим об-
разованием из нее целевого продукта в результате 
каталитического гидрирования [3]. Возможность 
эффективной микробиологической конверсии 
глюкозы и глицерина в cis, cis-муконовую кислоту 
была продемонстрирована с использованием ряда 
направленно сконструированных штаммов Escheri-
cha coli и Saccharomyces cerevisiae [4–7]. Кроме того, 
сообщалось об успешном формировании адипино-
вой кислоты из соответствующего предшественника 
в результате биокаталитического гидрирования [8].

Альтернативой двухстадийному методу синтеза 
адипиновой кислоты, включающему как биосин-
тетическую, так и каталитическую стадии, является 
прямой босинтетический способ микробиологиче-
ского синтеза этого дикарбоксилата, основанный 
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С использованием в качестве базового ранее сконструированного адипат-секретирующего штам-
ма Escherichia coli MG1655 lacIQ, ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, PL-SDφ10-atoB, Ptrc-ideal-4-SDφ10-fadB, 
∆fadE, PL-SDφ10-tesB, ∆yciA, Ptrc-ideal-4-SDφ10-fabI, PL-SDφ10-paaJ, ∆aceBAK, ∆glcB получены штаммы-про-
изводные, способные к повышенному синтезу целевого соединения из глюкозы по обращенному пути 
β-окисления жирных кислот. Такой эффект достигнут при интенсификации в клетках цикла три-
карбоновых кислот. Прекращение множественных обращений цикла за счет инактивации в штамме 
сукцинатдегидрогеназы не оказывало выраженного влияния на формирование рекомбинантом ади-
пиновой кислоты. При интенсификации цикла за счет усиления анаплеротического формирования 
щавелевоуксусной кислоты из фосфоенолпирувата, в результате повышения экспрессии нативного 
гена ppc, синтез адипиновой кислоты возрастал в 1.2 раза до ~390 мкМ. Обеспечение возможности 
формирования щавелевоуксусной кислоты из пировиноградной, при введении в штамм активности 
гетерологичной пируваткарбоксилазы Bacillus subtilis, приводило к интенсификации цикла в 1.5 раз 
и сопровождалось ростом секреции адипиновой кислоты до ~496 мкМ. Последующая инактивация 
в штамме генов sdhAB повышала секрецию целевого соединения лишь незначительно и титр адипи-
новой кислоты достигал ~520 мкМ. Полученные данные указывали на прямую зависимость эффек-
тивности синтеза адипиновой кислоты сконструированными рекомбинантами от степени интенси-
фикации в них цикла трикарбоновых кислот.
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на принципе обратимости биохимических реакций 
β-окисления, таких как реакции деградации фени-
лацетата или деградации жирных кислот. Форми-
рование адипиновой кислоты из консервативных 
для биотехнологически значимых микроорганиз-
мов метаболитов-предшественников, согласно 
данному подходу, предполагает первичную конден-
сацию ацетил-КоА и сукцинил-КоА, с последую-
щим превращением 3-оксоадипил-КоА в 3-гидрок-
сиадипил-КоА, затем в 2,3-дидегидроадипил-КоА 
и, в итоге, в адипил-КоА. Гидролиз тиоэфирной 
связи последнего КоА-производного, ведущий 
к получению целевого соединения, может катали-
зироваться тиоэстеразами, обладающими необхо-
димой субстратной специфичностью.

Синтез адипиновой кислоты из глюкозы по об-
ращенному пути деградации фенилацетата был 
успешно продемонстрирован [9–12] при оверэкс-
прессии в клетках E. coli как нативных генов paa-
оперона, обеспечивающих формирование 2,3-ди-
дегидроадипил-КоА, так и вспомогательных генов 
гетерологичных ферментов, ответственных за кон-
версию 2,3-дидегидроадипил-КоА в адипил-КоА 
и гидролиз его тиофирной связи. Также, при уси-
лении в E. coli экспрессии нативных генов 3-ок-
соацил-КоА-тиолазы (КФ  2.3.1.174), бифункцио-
нальной (S)-3-гидроксиацил-КоА-дегидрогеназы/
еноил-КоА-редуктазы (КФ  1.1.1.35/КФ 4.2.1.17), 
еноил-ацилпереносящий белок (АПБ)-редуктазы/
ацил-КоА-дегидрогеназы (КФ 1.3.1.9) и тиоэстера-
зы II (КФ 3.1.2.20) недавно был показан синтез ади-
пиновой кислоты из глюкозы в результате функци-
онального обращения β-окисления жирных кислот 
(БОЖК) [13].

Эффективность протекания всей последова-
тельности реакций обращенного β-окисления 
напрямую зависит от эффективности первичной 
конденсации ацетил-КоА и сукцинил-КоА. В дан-
ной связи, были предприняты попытки улучшения 
биосинтетических характеристик адипат-секрети-
рующих рекомбинантов за счет повышения вну-
триклеточной доступности сукцинил-КоА.

Поскольку этот метаболит является интер-
медиатом цикла трикарбоновых кислот (ЦТК), 
подходы к  повышению его внутриклеточной до-
ступности для реакций обращенного β-окисле-
ния включали, в  первую очередь, предотвраще-
ние утилизации сформированного сукцинил-КоА 
в последующих реакциях цикла за счет инактива-
ции сукцинатдегидрогеназы (КФ 1.3.5.1) [10] или 
сукцинил-КоА-синтетазы (КФ 6.2.1.5) [14]. Альтер-
нативный подход заключался в инактивации гли-
оксилатного шунта [13], расходующего непрямой 
предшественник сукцинил-КоА, изоцитрат, и ак-
тивирующегося при интенсивном формировании 
в  клетке ацетил-КоА [15]. Вместе с  тем, внутри-
клеточная доступность сукцинил-КоА для реак-
ций биосинтеза адипиновой кислоты может быть 

повышена не только за счет “сбережения” соответ-
ствующего тиоэфира, но и в результате усиления 
его образования, при интенсификации ЦТК.

Цель работы – оценка влияния интенсифика-
ции ЦТК на биосинтез адипиновой кислоты ре-
комбинантными штаммами E. coli, способными 
к  формированию целевого соединения по обра-
щенному β-окислению жирных кислот.

МЕТОДИКА

Реактивы. В работе использовали Taq ДНК-по-
лимеразу и дезоксинуклеозидтрифосфаты “Thermo 
Scientific” (Литва). Компоненты питательных сред, 
соли и другие реактивы были производства “Pan-
reac” (Испания) и “Sigma” (США).

Бактериальные штаммы, плазмиды и  среды. 
Штамм E. coli K-12 MG1655 (ВКПМ B-6195) и ра-
нее сконструированный штамм E. coli BOX3.3 ∆4 
Ptrc-id-4-fabI PL-paaJ ∆aceBAK ∆glcB [13], обозна-
ченный как AdiBOX1.0, с измененной регуляцией 
экспрессии генов, кодирующих ключевые фермен-
ты аэробного β-окисления жирных кислот, еноил- 
АПБ-редуктазу, 3-оксоацил-КоА-тиолазу и  ти-
оэстеразу II, а  также лишенный путей смешан-
но-кислотного брожения, глиоксилатного шунта 
и активности неспецифичной тиоэстеразы YciA, 
были использованы в качестве исходных для кон-
струирования всех полученных в работе рекомби-
нантов. Использованные в работе бактериальные 
штаммы и плазмиды представлены в табл. 1. Для 
культивирования бактерий применяли богатую 
среду LB и минимальную среду М9 [16] c добавле-
нием при необходимости ампициллина (100 мкг/
мл) или хлорамфеникола (30 мкг/мл).

Конструирование штаммов. Целевые генетиче-
ские модификации были индивидуально введены 
в хромосому штамма E. coli MG1655 с использова-
нием Red-зависимой системы гомологичной ре-
комбинации фага лямбда по методу описанному 
ранее [17]. Производные штамма AdiBOX 1.0, не-
сущие соответствующие генетические модифи-
кации, были получены с помощью P1-зависимых 
трансдукций [16]. В  случае инактивации генов 
sdhAB, замены природной регуляторной области 
гена ppc искусственным генетическим элемен-
том PL-SDφ10 и  интеграции на место гена poxB 
гена pycA B. subtilis под контролем промотора PL 
фага лямбда, использовали ранее полученные 
препараты P1-трансдуцирющих фагов, содержа-
щие соответствующие маркированные модифика-
ции [18–20]. Удаление маркера, фланкированно-
го att-сайтами фага лямбда, из хромосом целевых 
штаммов, проводили с  использованием плазми-
ды pMWts-Int/Xis, как описано ранее [21]. Транс-
формацию штаммов плазмидами осуществляли по 
стандартной методике.
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Культивирование штаммов. Рекомбинантные 
штаммы выращивали в течение ночи в среде М9, 
содержащей 2 г/л глюкозы, при 37°C. Для микроаэ-
робного культивирования по 5 мл полученных ноч-
ных культур разбавляли в 10 раз, добавляя 45 мл 
среды М9, содержащей 10 г/л глюкозы, 10 г/л дрож-
жевого экстракта и 2.5 г/л NaHCO3. Полученные 
культуры инкубировали в колбах объемом 750 мл, 
закрытых ватными пробками на роторной качалке 
при 250 об./мин в течение 8 ч при 37°C. Насыще-
ние среды кислородом оценивали в контрольных 
колбах с соответствующими культурами при инку-
бации в присутствии резазурина. Экспрессию ге-
нов, находящихся под контролем LacI-зависимого 
промотора Ptrc-ideal-4, индуцировали спустя 3 ч от 
начала инкубации, добавляя в среды культивиро-
вания изопропил-β-D-тиогалактозид (ИПТГ) до 
конечной концентрации 1.0 мМ.

Клеточные суспензии центрифугировали при 
10000 g в течение 10 мин и в полученных суперна-
тантах определяли концентрации секретированных 
метаболитов и остаточной глюкозы. Все экспери-
менты повторялись не менее трех раз.

Аналитические методы. Концентрации органи-
ческих кислот в культуральных жидкостях, осво-
божденных от биомассы центрифугированием, 
определяли методом ВЭЖХ с использованием си-
стемы “Waters” HPLC system (США). Применяли 
ион-эксклюзионную колонку Rezex ROA-Organic 
Acid H+ (8%) (“Phenomenex”, США) с детекцией 

при длине волны 210 нм. В качестве подвижной 
фазы использовали водный раствор серной кисло-
ты (2.5 мМ) со скоростью потока 0.5 мл/мин. Для 
измерения концентрации глюкозы, система была 
укомплектована рефрактивным детектором “Wa-
ters” 2414 и колонкой Spherisorb-NH2 (“Waters”, 
США). Подвижной фазой служила смесь ацетони-
трил-вода в соотношении 75 : 25 об./об. при скоро-
сти потока 1.0 мл/мин.

Идентификацию и количественный анализ мас-
ляной и адипиновой кислот в культуральных жид-
костях осуществляли методом газовой хроматогра-
фии с масс-спектрометрическим детектировани-
ем, как описано ранее [13]. Использовали газовый 
хроматограф Agilent 6890N, с автосамплером 7683B 
и масс-селективным детектором Agilent 5975 MSD, 
укомплектованный капиллярной колонкой Agilent 
DB-5MS (“Agilent”, США). В качестве внутренних 
стандартов использовали валериановую и  пиме-
линовую кислоты. Для ионизации аналитов была 
использована ионизация электронами (70 eV). 
Масс-анализатор функционировал в  режиме се-
лективного детектирования (145 m/z и 73 m/z для 
масляной кислоты, 275 m/z и 172 m/z для адипино-
вой кислоты, 159 m/z для валериановой кислоты, 
289 m/z для пимелиновой кислоты).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее сконструированный штамм E. coli 
MG1655 lacIQ, ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, 

Таблица 1. Штаммы и плазмиды, сконструированные и использованные в работе

Объект Генотип Ссылка

Штамм

MG1655 Штамм E. coli дикого типа (ВКПМ B-6195) ВКПМ

AdiBOX 1.0 E. coli MG1655 lacIQ, ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, PL-SDj10-
atoB, Ptrc-ideal-4-SDj10-fadB, ∆fadE, PL-SDj10-tesB, ∆yciA, Ptrc-ideal-4-
SDj10-fabI, PL-SDj10-paaJ, ∆aceBAK, ∆glcB

[13]

AdiBOX 1.0 ∆sdhAB E. coli MG1655 lacIQ, ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, PL-SDj10-
atoB, Ptrc-ideal-4-SDj10-fadB, ∆fadE, PL-SDj10-tesB, ∆yciA, Ptrc-ideal-4-
SDj10-fabI, PL-SDj10-paaJ, ∆aceBAK, ∆glcB, ∆sdhAB

Данная работа

AdiBOX 1.0 PL-ppc E. coli MG1655 lacIQ, ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, PL-SDj10-
atoB, Ptrc-ideal-4-SDj10-fadB, ∆fadE, PL-SDj10-tesB, ∆yciA, Ptrc-ideal-4-
SDj10-fabI, PL-SDj10-paaJ, ∆aceBAK, ∆glcB, PL-SDj10-ppc

Данная работа

AdiBOX 1.0 PL-pycA E. coli MG1655 lacIQ, ∆ackA-pta, ∆ldhA, ∆adhE, PL-SDj10-atoB, Ptrc-

ideal-4-SDj10-fadB, ∆fadE, PL-SDj10-tesB, ∆yciA, Ptrc-ideal-4-SDj10-fabI, 
PL-SDj10-paaJ, ∆aceBAK, ∆glcB, poxB:: PL- pycABs

Данная работа

AdiBOX 1.0 PL-pycA 
∆sdhAB

E. coli MG1655 lacIQ, ∆ackA-pta, ∆ldhA, ∆adhE, PL-SDj10-atoB, Ptrc-

ideal-4-SDj10-fadB, ∆fadE, PL-SDj10-tesB, ∆yciA, Ptrc-ideal-4-SDj10-fabI, 
PL-SDj10-paaJ, ∆aceBAK, ∆glcB, poxB:: PL- pycABs, ∆sdhAB

Данная работа

Плазмида

pMWts-Int/Xis pSC101-ts, bla, PR-λxis-int, cIts857 [21]
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PL-SDj10-atoB, Ptrc-ideal-4-SDj10-fadB, ∆fadE, PL-SDj10-
tesB, ∆yciA, Ptrc-ideal-4-SDj10-fabI, PL-SDj10-paaJ [13] 
был способен к синтезу адипиновой кислоты из 
глюкозы по обращенному БОЖК при катали-
зе терминальных реакций цикла еноил-АПБ-ре-
дуктазой/ацил-КоА-дегидрогеназой FabI, проме-
жуточном образовании 3-гидроксиадипил-КоА 
и 2,3-дидегидроадипил-КоА бифункциональной 
(S)-3-гидроксиацил-КоА-дегидрогеназой/еноил-КоА- 
редуктазой FadB и в результате первичной конден-
сации ацетил-КоА и сукцинил-КоА под действи-
ем 3-оксоацил-КоА-тиолазы PaaJ. Инактивация 
в штамме глиоксилатного шунта способствовала 

“сбережению” изоцитрата, предшественника сук-
цинил-КоА, и обеспечивала увеличение продук-
ции адипиновой кислоты штаммом E. coli MG1655 
lacIQ, ∆ackA-pta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, PL-SDj10-
atoB, Ptrc-ideal-4-SDj10-fadB, ∆fadE, PL-SDj10-tesB, 
∆yciA, Ptrc-ideal-4-SDj10-fabI, PL-SDj10-paaJ, ∆aceBAK, 
∆glcB (AdiBOX 1.0) в 3.3 раза, с ~101 до ~330 мкМ, 
за счет повышения относительной внутриклеточ-
ной доступности соответствующего КоА-произ-
водного для целевых биосинтетических реакций. 
При этом, значимая секреция штаммом AdiBOX 
1.0 уксусной кислоты (табл. 2) свидетельствовала 
об избыточной генерации в клетках рекомбинан-
та ацетил-КоА и  формировании сукцинил-КоА 
в количествах, недостаточных для эффективного 
и полного вовлечения этих тиоэфиров в реакции 
обращенного БОЖК. Сукцинил-КоА, являясь ин-
термедиатом ЦТК, как формируется, так и потре-
бляется в реакциях соответствующего цикла. Поэ-
тому его сниженная внутриклеточная доступность 
для конденсации с ацетил-КоА могла быть связана 
как с пониженной интенсивностью его образова-
ния из 2-кетоглутарата под действием 2-кетоглу-
таратдегидрогеназы (КФ 1.2.1.105), так и с его ин-
тенсивной конверсией в янтарную кислоту сукци-
нил-КоА синтетазой. Для оценки эффективности 
формирования сукцинил-КоА в  реакциях ЦТК, 
гены sdhAB, кодирующие компоненты сукцинатде-
гидрогеназного ферментативного комплекса, были 
инактивированы в штамме AdiBOX 1.0. Количество 
янтарной кислоты, секретированное соответству-
ющим рекомбинантом в ходе потребления глюко-
зы, могло служить индикатором максимального 
уровня формирования в штамме сукцинил-КоА, 
являющегося прямым предшественником этого 
легко детектируемого дикарбоксилата. При утили-
зации углеродного субстрата, штамм AdiBOX 1.0 
∆sdhAB синтезировал янтарную кислоту в  коли-
чествах, возросших в ~3 раза по сравнению с ро-
дительским штаммом, тогда как секреция адипи-
новой кислоты повышалась лишь незначительно 
(на ~5%), в первую очередь, по-видимому, за счет 
некоторого снижения продукции рекомбинантом 
уксусной кислоты (табл. 2). Приращение в уров-
не секретированной штаммом янтарной кисло-
ты в 2.2 мМ указывало, в первую очередь, на то 

количество углерода, которое вовлекалось в  ро-
дительском штамме в повторные раунды оксида-
тивного ЦТК с  формированием СО2 в  качестве 
конечного продукта. В результате, эффект прекра-
щения полноценного функционирования цикла 
вследствие инактивации в штамме сукцинатдеги-
дрогеназы был, таким образом, незначительным 
и не оказывал существенного влияния на форми-
рование рекомбинантом основных секретирован-
ных метаболитов. Более того, полученные данные 
свидетельствовали о том, что лишь ~7% потреблен-
ной штаммом глюкозы вовлекалось в реакции ЦТК 
и уровень формирования рекомбинантом сукци-
нил-КоА мог достигать максимум 3.1 мМ.

Основными метаболитами, секретированны-
ми штаммами AdiBOX 1.0 и  AdiBOX 1.0 ∆sdhAB, 
являлись пировиноградная и  уксусная кислоты. 
При этом, соответствующие рекомбинанты кон-
вертировали более половины потребленного угле-
родного субстрата в  пировиноградную кислоту 
с выходом, составляющим около 55%, тогда как 
выход секретированной штаммами уксусной кис-
лоты был существенно ниже (табл. 2). Это, с уче-
том полученных данных о  секреции штаммом 
AdiBOX 1.0 ∆sdhAB янтарной кислоты, указывало 
на то, что гликолитические предшественники не 
эффективно вовлекались в ЦТК, в первую очередь, 
по-видимому, в силу дефицита в клетках рекомби-
нантов щавелевоуксусной кислоты (ЩУК), обра-
зующейся при карбоксилировании трехуглеродных 
продуктов гликолиза. Таким образом, повышение 
внутриклеточной доступности сукцинил-КоА для 
инициации биосинтеза адипиновой кислоты по 
обращенному БОЖК требовало интенсификации 
ЦТК. Согласно полученным результатам, соответ-
ствующая интенсификация могла быть обеспече-
на в результате повышения в штаммах активности 
ферментов, ответственных за формирование ЩУК 
из трехуглеродных субстратов. В E. coli анаплероти-
ческое образование ЩУК происходит под действи-
ем карбоксилирующей фосфоенолпируват фосфо-
енолпируваткарбоксилазы Ppc (КФ 4.1.1.31). Для 
повышения внутриклеточной доступности ЩУК 
для ее конденсации с ацетил-КоА и, соответствен-
но, интенсификации ЦТК, экспрессия гена ppc 
в штамме AdiBOX 1.0 была усилена.

В  результате внесения данной модификации, 
продукция пировиноградной кислоты соответству-
ющим производным штаммом AdiBOX 1.0 PL-ppc 
снижалась более чем вдвое, с 22.3 мМ до 10.2 мм, 
тогда как секреция адипиновой кислоты возраста-
ла в ~1.2 раза, c ~330 мкМ до ~390 мкМ (табл. 2). 
При этом, уровень формирования штаммом Adi-
BOX 1.0 PL-ppc уксусной кислоты оставался прак-
тически неизменным по сравнению с  родитель-
ским штаммом AdiBOX 1.0, а секреция янтарной 
кислоты возрастала в ~1.5 раз (табл. 2). При неиз-
менном уровне формирования штаммом уксусной 
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кислоты, полученные данные указывали на то, что 
снижение в 2.2 раза секреции рекомбинантом пи-
ровиноградной кислоты, являющейся как прямым 
производным фосфоенолпирувата, так и прямым 
предшественником ацетил-КоА, могло приво-
дить к интенсификации ЦТК лишь в 1.1 раз. Со-
ответствующая оценка совпадала с ростом синтеза 
штаммом адипиновой кислоты.

Следует отметить, что в E. coli фосфоенолпиру-
ваткарбоксилаза конкурирует за общий субстрат, 
ФЕП, с гликолитическими пируваткиназами PykA 
и PykF (КФ 2.7.1.40), синтезирующими из соответ-
ствующего предшественника пировиноградную 
кислоту, необходимую для дальнейшего образо-
вания ацетил-КоА. При этом, было показано, что 
экспрессия в клетках E. coli гена гетерологичной 
пируваткарбоксилазы (КФ 6.4.1.1), формирующей 
ЩУК из пировиноградной кислоты, способствует 
такому перераспределению потоков углерода в ме-
таболическом узле ЩУК – фосфоенолпируват – 
пировиноградная кислота – ацетил-КоА, который 
ведет к  повышенному формированию рекомби-
нантами производных ЦТК [19, 20, 22].

При введении в клетки базового штамма гена 
pycA B. subtilis, кодирующего пируваткарбоксила-
зу, и его экспрессии под контролем сильного кон-
ститутивного промотора PL фага лямбда, секреция 
пировиноградной кислоты полученным рекомби-
нантом AdiBOX 1.0 PL-pycA снижалась до 7.3 мМ 
при выходе 17.5%, что соответствовало падению 
в 3 раза относительно показателя родительского 
штамма AdiBOX 1.0 (табл. 2). Как и в случае усиле-
ния туннелирования фосфоенолпирувата к ЩУК 
в штамме AdiBOX 1.0 PL-ppc, выраженное перена-
правление пировиноградной кислоты в  сторону 
формирования соответствующего производного 
в штамме AdiBOX 1.0 PL-pycA не оказывало значи-
мого влияния на формирование рекомбинантом 
уксусной кислоты. Вместе с тем, синтез адипино-
вой кислоты штаммом AdiBOX 1.0 PL-pycA возрас-
тал в 1.5 раз до ~ 500 мкМ, на фоне роста секреции 
янтарной кислоты в 2 раза (табл. 2). По аналогии 
с оценкой синтеза метаболитов штаммом AdiBOX 
1.0 PL-ppc, полученные результаты косвенно свиде-
тельствовали об интенсификации ЦТК в клетках 
штамма AdiBOX 1.0 PL-pycA в 1.5 раза.

Таким образом, рост биосинтеза адипиновой 
кислоты из глюкозы по обращенному БОЖК скон-
струированными штаммами был прямо пропорци-
онален оценочной степени интенсификации в них 
ЦТК. Вместе с тем, демонстрируемые штаммами 
AdiBOX 1.0 PL-ppc и AdiBOX 1.0 PL-pycA значения 
углеродного баланса, рассчитанного как отноше-
ние общего количества молей углерода в  детек-
тированных продуктах, к количеству молей угле-
рода потребленной глюкозы, составляли лишь 
0.25 и 0.22 соответственно. Это могло указывать 
на более выраженную, нежели рассчитанную на Та

бл
иц

а 
2.

 К
он

це
нт

ра
ци

и 
и 

вы
хо

ды
 о

сн
ов

ны
х 

м
ет

аб
ол

ит
ов

, а
 т

ак
ж

е 
ко

нц
ен

тр
ац

ии
 п

ро
из

во
дн

ы
х 

об
ра

щ
ен

но
го

 β
-о

ки
сл

ен
ия

 ж
ир

ны
х 

ки
сл

от
, 

се
кр

ет
ир

ов
ан

ны
х 

ск
он

ст
ру

ир
ов

ан
ны

м
и 

ш
та

м
м

ам
и 

пр
и 

м
ик

ро
аэ

ро
бн

ой
 у

ти
ли

за
ци

и 
гл

ю
ко

зы
*

Ш
та

м
м

Гл
ю

ко
за

,
м

М

П
ир

ов
ин

ог
ра

дн
ая

 
ки

сл
от

а,
Ук

су
сн

ая
  

ки
сл

от
а,

Я
нт

ар
на

я 
 

ки
сл

от
а,

М
ас

ля
на

я 
 

ки
сл

от
а,

А
ди

пи
но

ва
я 

ки
сл

от
а,

м
М

м
ол

ь/
м

ол
ь,

 
%

м
М

м
ол

ь/
м

ол
ь,

%
м

М
м

ол
ь/

м
ол

ь,
%

м
кМ

м
кМ

A
di

B
O

X
 1

.0
42

.0
 ±

 2
.4

22
.3

 ±
 1

.0
53

.1
13

.0
 ±

 1
.1

30
.9

0.
9 

±
 0

.1
2.

1
13

4.
2 

±
 1

1.
8

33
0.

6 
±

 3
2.

7

A
di

B
O

X
 1

.0
 ∆

sd
hA

B
41

.0
 ±

 2
.1

22
.7

 ±
 1

.3
55

.4
10

.8
 ±

 0
.6

26
.3

3.
1 

±
 0

.3
7.

6
13

0.
7 

±
 1

1.
5

34
6.

0 
±

 3
4.

3

A
di

B
O

X
 1

.0
 P

L
-p

pc
42

.2
 ±

 2
.3

10
.2

 ±
 0

.6
24

.1
13

.6
 ±

 1
.2

32
.2

1.
4 

±
 0

.1
3.

3
13

8.
5 

±
 1

2.
2

38
9.

3 
±

 3
6.

2

A
di

B
O

X
 1

.0
 P

L
-p

yc
A

41
.7

 ±
 2

.0
7.

3 
±

 0
.4

17
.5

12
.8

 ±
 0

.8
30

.7
2.

0 
±

 0
.2

4.
8

13
2.

1 
±

 1
1.

6
49

6.
1 

±
 4

7.
6

A
di

B
O

X
 1

.0
 P

L
-p

yc
A 

∆
sd

hA
B

40
.3

 ±
 2

.2
6.

2 
±

 0
.4

15
.4

11
.3

 ±
 0

.7
28

.0
5.

9 
±

 0
.4

14
.6

13
3.

6 
±

 1
2.

7
52

0.
9 

±
 4

5.
8

* 
П

ри
ве

де
ны

 с
та

нд
ар

тн
ы

е 
от

кл
он

ен
ия

 д
ля

 т
ре

х 
не

за
ви

си
м

ы
х 

эк
сп

ер
им

ен
то

в.



 ЭФФЕКТ ИНТЕНСИФИКАЦИИ ЦИКЛА ТРИКАРБОНОВЫХ КИСЛОТ  251

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ том 60 № 3 2024

основании изменения секреции пировиноград-
ной кислоты, интенсификацию в рекомбинантах 
ЦТК, сопровождающуюся значительными потеря-
ми углерода в виде СО2 при множественных обра-
щениях цикла. Для проверки этого предположения, 
в штамме AdiBOX 1.0 PL-pycA была осуществлена 
инактивация сукцинатдегидрогеназы, позволяю-
щая, как указывалось выше, прямо оценить интен-
сивность ЦТК в соответствующем производном по 
уровню секреции им янтарной кислоты.

Полученный штамм AdiBOX 1.0 PL-pycA ∆sdhAB 
синтезировал янтарную кислоту из глюкозы с вы-
ходом, возросшим до 14.6% и в 1.9 раз превыша-
ющим показатель штамма AdiBOX 1.0 ∆sdhAB 
(табл. 2). Таким образом, экспрессия в штамме Adi-
BOX 1.0 PL-pycA ∆sdhAB гена пируваткарбоксила-
зы обеспечивала интенсификацию ЦТК в реком-
бинанте в 1.9 раз. Соответствующее значение лишь 
немного превосходило подобное, ранее рассчитан-
ное на основании изменения секреции пировино-
градной кислоты для штамма AdiBOX 1.0 PL-pycA 
(1.5 раза). Секреция адипиновой кислоты штам-
мом AdiBOX 1.0 PL-pycA ∆sdhAB ~520 мкМ, также 
была в 1.5 раза выше аналогичного показателя со-
ответствующего контрольного штамма (табл.  2). 
Таким образом, эти данные служили четким под-
тверждением предположения о прямой зависимо-
сти роста эффективности биосинтеза адипино-
вой кислоты из глюкозы по обращенному БОЖК 
сконструированными штаммами от степени интен-
сификации в них ЦТК. Вместе с тем, полученные 
результаты свидетельствовали об общей невысокой 
эффективности формирования в рекомбинантах 
сукцинил-КоА в реакциях ЦТК даже после интен-
сификации цикла. Действительно, лишь ~14% по-
требленной штаммом AdiBOX 1.0 PL-pycA ∆sdhAB 
глюкозы было конвертировано в янтарную кисло-
ту, указывая на максимально возможный уровень 
синтеза рекомбинантом сукцинил-КоА в пределах 
6 мМ (табл. 2). Несмотря на то, что в результате 
инактивации сукцинатдегидрогеназы относитель-
ная внутриклеточная доступность сукцинил-КоА 
для реакций обращенного БОЖК потенциаль-
но была повышена в штамме AdiBOX 1.0 PL-pycA 
∆sdhAB в ~3 раза по сравнению со штаммом Adi-
BOX 1.0 PL-pycA (5.9 мМ против 2.0 мМ), синтез 
адипиновой кислоты соответствующим рекомби-
нантом увеличивался лишь на 5%. Таким образом, 
можно было заключить, что поток углерода через 
реакцию катализируемую 2-кетоглутаратдегидроге-
назой, достигнутый в сконструированных штаммах 
и обеспечивающий формирование сукцинил-КоА 
в вышеуказанных количествах, был недостаточным 
для эффективного туннелирования последнего 
в реакции обращенного БОЖК. В совокупности 
с полученными результатами, свидетельствующи-
ми о позитивном эффекте интенсификации ЦТК 
на биосинтез целевого соединения, это предпо-
лагает необходимость дальнейшей оптимизации 

функциональности цикла в  сконструированных 
штаммах для повышения эффективности образо-
вания ими адипиновой кислоты.

Известно, что активность 2-кетоглутаратде-
гидрогеназы в E. coli снижена при выращивании 
клеток в  богатых и  содержащих глюкозу средах 
[23], что ограничивает поток углерода к янтарной 
кислоте через сукцинил-КоА и обуславливает про-
явление эффекта избыточного метаболизма глута-
миновой кислоты (“glutamate overflow”), выража-
ющегося в  перенаправлении 2-кетоглутарата из 
ЦТК в сторону формирования соответствующей 
аминокислоты [24, 25]. Одним из подходов к пре-
одолению соответствующей лимитации является 
обеспечение в клетках E. coli функциональности 
искусственного шунта 2-кетоглутарат – сукци-
нат-полуальдегид – янтарная кислота, опосредо-
ванного действием гетерологичной 2-кетоглутарат- 
декарбоксилазы (КФ 4.1.1.71) и нативных для дан-
ной бактерии сукцинат-полуальдегиддегидроге-
наз (КФ 1.2.1.24/1.2.1.7) [19, 20, 22]. При этом, по-
скольку сукцинил-КоА-синтетаза катализирует 
обратимую интерконверсию янтарной кислоты 
и сукцинил-КоА, синтезированная рекомбинан-
тами янтарная кислота может быть превращена 
в  соответствующий тиоэфир, необходимый для 
биосинтеза тех или иных целевых соединений, 
при усилении в  штаммах экспрессии генов, ко-
дирующих компоненты соответствующего фер-
ментативного комплекса [26, 27]. Соответственно, 
перенаправление потока углерода от 2-кетоглута-
рата к сукцинил-КоА через промежуточное обра-
зование сукцинат-полуальдегида и янтарной кис-
лоты может рассматриваться в качестве одной из 
возможных стратегий для дальнейшего улучшения 
биосинтетических характеристик полученных в ра-
боте рекомбинантов.

В итоге, в результате проведенного исследова-
ния, сконструированы штаммы E. coli способные 
к повышенному биосинтезу адипиновой кислоты 
из глюкозы по обращенному БОЖК. Показано по-
зитивное влияние усиления генерации ЩУК из 
трехуглеродных предшественников на биосинтез 
штаммами целевого соединения. Выявлена прямая 
зависимость между интенсификацией ЦТК и ро-
стом эффективности биосинтеза полученными ре-
комбинантами адипиновой кислоты. Предложена 
стратегия дальнейшего улучшения биосинтетиче-
ских характеристик соответствующих адипат-про-
дуцирующих штаммов.
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Effect of the Tricarboxylic Acid Cycle Intensification on Biosynthesis  
of Adipic Acid Through the Inverted Fatty Acid β-Oxidation  

by Escherichia coli Strains

A. Yu. Gulevichа, *, A. Yu. Skorokhodovaа, and V. G. Debabovа

аFederal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology” of the Russian Academy of Sciences,  
Moscow, 117312 Russia 

*e-mail: andrey.gulevich@gmail.com.ru

Using previously engineered adipate-secreting Escherichia MG1655 lacIQ, ∆ackA-pta, 
∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, PL-SDφ10-atoB, Ptrc-ideal-4-SDφ10-fadB, ∆fadE, PL-SDφ10-tesB, ∆yciA,  
Ptrc-ideal-4-SDφ10-fabI, PL-SDφ10-paaJ, ∆aceBAK, ∆glcB as a core strain, the derivatives capable of 
enhanced synthesis of the target compound from glucose via the reversed fatty acid β-oxidation 
pathway were obtained. The respective effect was achieved due to the intensification of the 
tricarboxylic acid cycle in the cells. Prevention of multiple cycle turnovers, resulting from the 
inactivation of succinate dehydrogenase, had no pronounced effect on the formation of adipic acid 
by the recombinant. Upon the cycle intensification due to enhancing anaplerotic oxaloacetic acetic 
acid formation from phosphoenolpyruvate, resulting from the increased expression of the native ppc 
gene, the synthesis of adipic acid rose 1.2-fold to ~390 μM. Enabling the formation of oxaloacetate 
from pyruvic acid, by introducing in the cells of heterologous Bacillus subtilis pyruvate carboxylase, 
resulted in a 1.5-fold intensification of the cycle, concomitantly with the proportional increase in 
adipic acid secretion to ~496 μM. Subsequent inactivation of sdhAB genes in the strain increased the 
secretion of the target compound only slightly and adipic acid titer reached ~520 μM. The obtained 
data indicated a direct dependence of the efficiency of adipic acid synthesis by the engineered strains 
on the degree of intensification of the tricarboxylic acid cycle.

Keywords: adipic acid, Escherichia coli, fatty acid β-oxidation, metabolic engineering, tricarboxylic acid cycle, 
succinyl-CoA


