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Ранее с использованием двух плазмидных конструкций (pMTL21CΔaroK  [18; 19] и pMUTIN4ΔaroK 
[20; 21]), содержащих в своем составе области для гомологичной рекомбинации с бактериальной хромосомой 
клеток В. subtilis, были получены генно-инженерные штаммы-кандидаты, которые оценивались как штам-
мы – продуценты шикимовой кислоты. С применением метода гиперосмотической электротрансформации 
описанные выше конструкции введены в клетки штаммов В. subtilis 168wt и В. subtilis ВКПМ 5434 [19] и путем 
гомологичной рекомбинации интегрированы в бактериальную хромосому с образованием рекомбинантных 
штаммов-кандидатов В. subtilis 168wt21СSA и B. subtilis 5434p4SA соответственно. 

У используемых в работе исходных прототрофных штаммов шикиматный путь обеспечивает обра-
зование L-триптофана, L-фенилаланина и L-тирозина, а шикимовая кислота является промежуточным 
продуктом этого пути [14]. Однако у полученных штаммов-кандидатов работа гена шикиматкиназы 
(aroK ) должна быть нарушена, что обусловит блокировку превращения шикимата в шикимат-3-фосфат 
и невозможность образования L-триптофана, L-фенилаланина и L-тирозина [21].

Предполагается, что избыток шикимовой кислоты (целевой продукт) в клетках штамма В. subti­
lis 168wt21СSA будет достигаться за счет нарушения целостности гена aroK. Это приведет к отсутствию 
шикиматкиназной активности в клетках полученного штамма и, как следствие, к накоплению шикимата 
в клетке в концентрациях, превышающих физиологическую норму, с последующим пассивным транспор-
том во внеклеточную среду. Сходный эффект должен проявляться и у штамма B. subtilis 5434p4SA, однако 
при получении этого штамма реализован ряд конструктивных особенностей. Так, интеграция конструкции 
pMUTIN4ΔaroK в состав бактериальной хромосомы должна была приводить не к нарушению целост-
ности гена aroK, а к изменению эффективности его экспрессии путем постановки под индуцируемый 
ИПТГ промотор Pspac. Привнесение терминаторов t1, t2 и t0 перед промоторным регионом должно было 
исключить фоновую экспрессию гена aroK с других промоторов в отсутствие индукции промотора Pspac. 
Сниженная чувствительность к ретроингибированию ДАГФ-синтазы продуктами шикиматного пути, 
характерная для исходного штамма В. subtilis ВКПМ 5434, должна была обеспечить более высокий вы-
ход шикимовой кислоты, чем у немутагенизированного штамма В. subtilis 168wt (рис. 2) [19]. 

Таким образом, при отсутствии в среде индуктора ИПТГ у штамма B. subtilis 5434p4SA должна от-
сутствовать экспрессия гена шикиматкиназы (aroK ) и, как следствие, наблюдаться полная или частичная 
утрата шикиматкиназной активности в клетках, приводящая как к развитию ауксотрофности по аро-
матическим аминокислотам, так и к накоплению в клетке шикимата в концентрациях, превышающих 
физиологическую норму, с последующим пассивным транспортом во внеклеточную среду. Ожидается, 
что при наличии в среде индуктора ИПТГ промотор Pspac обеспечит экспрессию подконтрольного ему 
гена aroK, в случае его функциональной целостности это приведет к образованию функционально ак-
тивного белкового продукта гена aroK и восстановлению шикиматкиназной активности в клетке. 

Рис. 1. Общая схема шикиматного пути у B. subtilis 
(составлено на основе данных источников [15–17] с дополнениями).  

Названия генов приведены для генома B. subtilis 168 (сборка NC_000964.3)
Fig. 1. General scheme of the shikimate pathway in B. subtilis 

(compiled on the basis of data from sources [15–17] with additions). 
The names of the genes are given for B. subtilis 168 genome (assembly NC_000964.3)


