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Аннотация. L-Валин – одна из девяти аминокислот, которые не могут быть синтезированы de novo высшими 
организмами и должны поступать с пищей. Эта аминокислота не только служит строительным материалом для 
белков, но также регулирует белковый и энергетический обмен и участвует в нейротрансмиссии. L-Валин ис-
пользуется в пищевой и фармацевтической промышленности, медицине и косметике, но в первую очередь в 
качестве кормовой добавки для животных. Добавление L-валина в корм отдельно или в смеси с другими неза-
менимыми аминокислотами позволяет использовать корма с меньшим содержанием сырого белка, повышает 
качество и количество мяса свиней и цыплят-бройлеров, а также улучшает репродуктивные функции сельскохо-
зяйственных животных. Несмотря на то что рынок L-валина постоянно растет, в нашей стране эта аминокислота 
пока не производится. В современных условиях создание штаммов-продуцентов и организация производства 
L-валина для России особенно актуальны. Один из наиболее часто используемых базовых микроорганизмов для 
создания продуцентов аминокислот наряду с Escherichia coli – почвенная бактерия Corynebacterium glutamicum. 
Обзор посвящен анализу основных стратегий разработки продуцентов L-валина на базе C. glutamicum. Рассмот-
рены различные аспекты биосинтеза L-валина у коринебактерий: биохимия, стехиометрия и регуляция процес-
са, ферменты и соответствующие им гены, системы экспорта и импорта, связь биосинтеза L-валина с централь-
ным метаболизмом клетки. Выявлены ключевые генетические элементы для создания штаммов-продуцентов на 
основе C. glutamicum. Описано использование метаболической инженерии для усиления реакций биосинтеза 
L-валина и уменьшения образования побочных продуктов. Показаны перспективы усовершенствования штам-
мов с точки зрения повышения их продуктивности и улучшения технологических характеристик. Информация, 
представленная в обзоре, может быть использована при получении продуцентов других аминокислот с разветв-
ленной боковой цепью – L-лейцина и L-изолейцина, а также D-пантотената.
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Abstract. L-Valine is one of the nine amino acids that cannot be synthesized de novo by higher organisms and must 
come from food. This amino acid not only serves as a building block for proteins, but also regulates protein and energy 
metabolism and participates in neurotransmission. L-Valine is used in the food and pharmaceutical industries, medicine 
and cosmetics, but primarily as an animal feed additive. Adding L-valine to feed, alone or mixed with other essential 
amino acids, allows for feeds with lower crude protein content, increases the quality and quantity of pig meat and 
broiler chicken meat, as well as improves reproductive functions of farm animals. Despite the fact that the market for 
L-valine is constantly growing, this amino acid is not yet produced in our country. In modern conditions, the creation 
of strains-producers and organization of L-valine production are especially relevant for Russia. One of the basic micro-
organisms most commonly used for the creation of amino acid producers, along with Escherichia coli, is the soil bacte-
rium Corynebacterium glutamicum. This review is devoted to the analysis of the main strategies for the development 
of L- valine producers based on C. glutamicum. Various aspects of L-valine biosynthesis in C. glutamicum are reviewed: 
process biochemistry, stoichiometry and regulation, enzymes and their corresponding genes, export and import sys-
tems, and the relationship of L-valine biosynthesis with central cell metabolism. Key genetic elements for the creation 

© Шереметьева М.Е., Ануфриев К.Э., Хлебодарова Т.М., Колчанов Н.А., Яненко А.С., 2022

Контент доступен под лицензией Creative Commons Attribution 4.0

СИСТЕМНАЯ КОМПЬЮТЕРНАЯ БИОЛОГИЯ
Обзор / Review

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2022;26(8):743-757
DOI 10.18699/VJGB-22-90

Перевод на английский язык  https://vavilov.elpub.ru/jour

http://vavilov.elpub.ru/jour


M.E. Sheremetieva, K.E. Anufriev 
T.M. Khlebodarova, N.A. Kolchanov, A.S. Yanenko

744 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2022 • 26 • 8

Rational metabolic engineering of Corynebacterium glutamicum 
to create a producer of L-valine 

of C. glutamicum-based strains-producers are identified. The use of metabolic engineering to enhance L-valine biosyn-
thesis reactions and to reduce the formation of byproducts is described. The prospects for improving strains in terms 
of their productivity and technological characteristics are shown. The information presented in the review can be used 
in the production of producers of other amino acids with a branched side chain, namely L-leucine and L-isoleucine, as 
well as D-pantothenate.
Key words: Corynebacterium glutamicum; L-valine; metabolic engineering; producer strain.
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Введение
L-Валин относится к группе протеиногенных аминокис-
лот с разветвленной боковой цепью (branched-chain amino 
acids, BCAA), куда также входят L-лейцин и L-изолейцин 
(далее – валин, лейцин, изолейцин). Это незаменимые 
аминокислоты, которые не синтезируются в организме 
че ловека и животных и должны присутствовать в рацио-
не. Поэтому такие аминокислоты используются главным 
образом в индустрии кормов для животных и в качестве 
пищевой добавки для человека (Karau, Grayson, 2014). 
Первое особенно актуально для решения общемировой 
задачи интенсификации животноводства. Добавление к 
кормам валина, как отдельно, так и в смеси с другими 
BCAA, приводит к повышению качества и количества 
мяса свиней и цыплят-бройлеров, повышает яйценоскость 
кур, увеличивает лактацию, жирность молока и аппетит 
у свиней (Zheng et al., 2017; Che et al., 2021; Jian et al., 
2021). Необходимо, однако, соблюдать баланс между раз-
личными BCAA, нарушение которого может снижать на-
блюдаемые положительные эффекты (Holen et al., 2022).

Помимо животноводства и пищевой промышленности, 
BCAA находят свое применение в фармакологии и меди-
цине. BCAA не только служат строительным материалом 
для белков, но также участвуют в регуляции белкового и 
энергетического обмена, их потребление повышает толе-
рантность к физическим нагрузкам и ускоряет окисление 
жирных кислот (Kainulainen et al., 2013). Они полезны как 
биологические добавки при хронических заболеваниях 
печени (Kawaguchi et al., 2011) и для стимуляции макро-
фагального фагоцитоза бактериальных патогенов со мно-  
жественной лекарственной устойчивостью (Chen et al., 
2017). Как и в случае с кормовыми добавками, при ис-
пользовании BCAA для производства продуктов питания 
и лекарств следует внимательно относиться к подбору 
концентраций. Избыток BCAA в плазме крови человека 
повышает риск развития ряда заболеваний, включая диа-
бет второго типа, метаболический синдром, ожирение, ги-
пертонию и сердечно-сосудистые заболевания (Holeček, 
2018; Dimou et al., 2022), но практически не сказывается 
на спортсменах, для которых характерны высокие физи-
ческие нагрузки (Shou et al., 2019). 

На мировом рынке кормовых добавок, объем которого 
в 2022 г., по прогнозам, может составить 34.2 млрд дол-
ларов США, аминокислоты занимают 62.3 %. Наиболее 
востребованы L-лизин и L-метионин (далее – лизин, ме-
тионин); рынок валина – один из самых быстрорастущих, 
наряду с L-треонином (далее – треонин) и L-триптофа-
ном. Потребление кормовых аминокислот сосредоточе-
но в Европе, США и Китае, доля России составляет ме-

нее 2 %, однако проявляет тенденцию к росту – с 2016 
по 2017 г. прибавка составила 2.9 % (https://agri-news.
ru/zhurnal/2018/32018/ekonomika-menedzhment-ryinki/
ryinok-kormovyix-aminokislot.html). В настоящее время 
весь валин на российском рынке импортируется из Китая, 
одного из основных производителей этой аминокислоты.

Аминокислоты можно выделять из природных ис-
точников белка, получать путем химического синтеза, а 
также микробиологическим способом, основанным на 
применении штаммов-продуцентов. Последний вариант 
обладает важными достоинствами: он позволяет исполь-
зовать  возобновляемые сырьевые ресурсы и  получать био-
логически активные L-энантиомеры аминокислот отдель-
но, а не в смеси с D-энантиомерами, и поэтому применя-
ется ведущими производителями валина (D’Este et al.,  
2017). 

Продуценты аминокислот разрабатывают на базе Esche
richia coli и Corynebacterium glutamicum. E. coli – доско-
нально изученная бактерия, для которой имеется об-
шир ный инструментарий генетической модификации, 
в связи с чем ранее штаммы-продуценты получали пре-
имущественно на ее основе. Однако использовались и 
штаммы C. glutamicum, созданные с помощью селекции, 
история их применения для производства аминокислот 
насчитывает уже более 60 лет (Leuchtenberger et al., 2005). 
В последние десятилетия, достигнув значительного про-
гресса как в понимании метаболизма C. glutamicum, так и 
в усовершенствовании методов модификации их генома, 
разработчики штаммов-продуцентов все чаще стали от-
давать предпочтение коринебактериям. 

Это непатогенные, GC-богатые грамположительные 
бактерии, которые, в отличие от E. coli, не образуют эн-
дотоксинов, вызывающих аллергические реакции у выс-
ших организмов, а кроме того, характеризуются гибким 
клеточным метаболизмом, генетической стабильностью, 
стрессоусточивостью, включая устойчивость к высоким 
концентрациям источников углерода и метаболитов, и спо-
собностью синтезировать целевой продукт при остановке 
роста (Baritugo et al., 2018). В настоящее время валин, 
полученный путем ферментации с использованием штам-
мов C. glutamicum, признан безопасным (нетоксичным и 
неканцерогенным) для применения в качестве пищевой и 
кормовой добавки и в других биологических целях (Kang 
et al., 2020). 

В обзоре представлены основные стратегии повышения 
продукции валина клетками C. glutamicum и суммированы 
достижения по созданию штаммов-продуцентов валина. 
Помимо получения валина, рассматриваются некоторые 
аспекты получения изолейцина, лейцина и D-пантотена-
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та (далее – пантотенат), поскольку в биосинтезе данных 
соединений участвуют общие с валином метаболические 
предшественники, кофакторы и ферменты. 

Биосинтез валина у C. glutamicum  
и механизмы регуляции данного процесса
Валин (2-амино-3-метилбутановая кислота) синтезиру-
ется из пирувата (пировиноградной кислоты) в резуль-
тате четырех последовательных реакций, включающих 
(рис. 1): 1) конденсацию двух молекул пирувата с обра-
зованием 2-ацетолактата, катализируемую ацетолактат-
синтазой (AHAS); 2) НАДФН-зависимое превращение 
2-ацетолактата в 2,3-диоксиизовалерат, катализируемое 
ацетолактатредуктоизомеразой (AHAIR); 3) превращение 
2,3-диоксиизовалерата в 2-оксоизовалерат, катализируе-
мое дегидратазой дигидроксикислот (DHAD); 4) НАДФН-
зависимое образование валина из 2-оксоизовалерата, 
катализируемое трансаминазой BCAA (BCAT) и рядом 
других трансаминаз (Yamamoto et al., 2017). 

В ходе синтеза на продукцию 1 моля валина расходует-
ся 2 моля пирувата и 2 моля восстановительных экви-
валентов в форме восстановленного никотинамиддинук-
леотидфосфата (НАДФН). Пируват образуется из фосфо-
енолпирувата (ФЕП) в гликолизе, в ходе которого 1 моль 
глюкозы превращается в 2 моля пирувата. Основной ис-
точник НАДФН у коринебактерий – пентозофосфатный 
восстановительный путь (ПФП) (Marx et al., 1997). 

2-Оксоизовалерат является также предшественником 
биосинтеза лейцина и пантотената (Park, Lee, 2010). 
У боль шинства микроорганизмов, включая C. glutami cum, 
эти же четыре фермента катализируют биосинтез изо -
лейцина из пирувата и 2-оксобутирата. Последний об ра-
зуется из треонина с помощью треониндегидратазы (TD). 
Таким образом, процессы биосинтеза всех трех BCAA 
(валина, лейцина и изолейцина) тесно связаны. Синтези-
рованные BCAA выводятся из клетки с помощью одной 
системы экспорта – BrnFE (Lange et al., 2012). 

Схема биосинтеза валина и связанных с этим процес-
сом метаболических путей у C. glutamicum представлена 
на рис. 1. Ключевой фермент путей биосинтеза валина 
и других BCAA – ацетолактатсинтаза AHAS, которая 
катализирует образование либо 2-ацетолактата из двух 
молекул пирувата (при биосинтезе валина и лейцина), 
либо образование 2-ацето,2-оксибутирата из пирувата 
и 2-оксобутирата (при биосинтезе изолейцина). В от-
личие от E. coli, у C. glutamicum обнаружена только одна 
форма фермента AHAS (Keilhauer et al., 1993), тетрамер, 
состоящий из двух каталитических и двух регуляторных 
субъединиц (Liu et al., 2016). Каталитическая и регуля-
торная субъединицы AHAS кодируются генами ilvB и ilvN 
соответственно. Вместе с геном ilvC, кодирующим аце-
толактатредуктоизомеразу AHAIR, эти два гена образуют 
оперон ilvBNC с двумя дополнительными промоторами 
внутри него. Экспрессия с трех промоторов ведет к обра-
зованию транскриптов различной длины (рис. 2). Ген ilvC 
транскрибируется в составе всех мРНК, эффективность 
его экспрессии самая высокая среди трех генов (Keilhauer 
et al., 1993; Morbach et al., 2000).

Экспрессия оперона ilvBNC, как считается, контроли-
руется через механизм аттенюации транскрипции (англ. 

transcription attenuation – транскрипционное ослабле-
ние), реализуемый за счет формирования на транскрип-
те вторичных РНК-структур (шпилек) – терминаторов 
транскрипции, возникающих в регуляторной области в 
присутствии высоких концентраций BCAA (см. рис. 2). 
Регуляторная область расположена перед геном ilvB; по-
мимо участков, ответственных за формирование шпилек, 
она кодирует также лидерный пептид (25 аминокислот), 
обогащенный остатками изолейцина (2), валина (3) и 
лейцина (2). Предполагается, что этот пептид является 
сенсорным элементом регуляторной системы – при низ-
кой концентрации какой-либо из BCAA в клетках его 
трансляция замедляется, в результате чего не происходит 
образования терминаторных шпилек. 

При недостатке одной или нескольких BCAA экс-
прессия оперона ilvBNC увеличивалась вдвое; замена в 
лидерном пептиде остатков валина на остатки аланина 
вела к потере влияния валина на экспрессию (Morbach et 
al., 2000). Отмечено существенное усиление экспрессии 
оперона ilvBNC в присутствии 2-оксобутирата (Eggeling 
et al., 1987; Keilhauer et al., 1993; Morbach et al., 2000). 
Механизм такой регуляции не исследован.

Активность AHAS строго ингибируется валином 
(Ki = 0.9 мМ), а также лейцином (Ki = 6.0 мМ) и изолей-
цином (Ki = 3.1 мМ) по механизму обратной связи через 
присоединение аминокислот к регуляторной субъединице 
фермен та (Eggeling et al., 1987; Morbach et al., 2000; Ley val 
et al., 2003; Elišáková et al., 2005), а также конкурентно ин-
гибируется 2-оксоизовалератом (Krause et al., 2010a). Не-
зависимо от количества присутствующих BCAA (одной, 
двух или всех трех), степень ингибирования активности 
AHAS не превышает 57 % (Elišáková et al., 2005). 

Необходимо отметить, что AHAS имеет более низкую 
субстратную специфичность по отношению к пирувату 
(Km = 8.3 мМ) (Leyval et al., 2003), чем к 2-оксобутирату 
(Km = 4.8 мМ) (Eggeling et al., 1987), поэтому при прочих 
равных условиях предпочтение отдается реакции кон-
денсации пирувата с 2-оксобутиратом, ведущей к синтезу 
изолейцина.

Что касается AHAIR (продукт гена ilvC), катализирую-
щей этап изомеризации и превращения 2-ацетолактата в 
2,3-диоксиизовалерат, а также 2-ацето,2-оксибутирата в 
2,3-диокси-3-метилвалерат в пути синтеза изолейцина, 
то ее активность зависит от присутствия НАДФН и ин-
гибируется по механизму обратной связи валином и лей-
цином, но не изолейцином (Leyval et al., 2003; Lee et al.,  
2019).

О регуляции активности ферментов, контролирую-
щих третий и четвертый, заключительный, этапы син-
теза ва лина у C. glutamicum, а также о регуляции генов, 
кодирующих их структуру, информации мало. Известно 
только, что активность дегидратазы дигидроксикислот 
DHAD (продукт гена ilvD) слабо ингибируется валином 
и лейцином и не ингибируется изолейцином (Leyval et 
al., 2003), а активность трансаминазы BCAT (продукт 
гена ilvE) зависит от доступности НАДФН. Донором ами-
ногруппы в реак ции трансаминирования служит L-глу-
тамат (далее – глу тамат), который превращается в 2-ок-
соглутаровую кислоту; НАДФН необходим для регенера-  
ции глутамата с помощью глутаматдегидрогеназы. По-
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Рис. 1. Биосинтез валина и связанные с данным процессом метаболические пути в клетках C. glutamicum. 
Выделены гены, усиление экспрессии которых приводит к повышению (зеленый цвет) или снижению (красный цвет) продукции валина. 
Подробное описание и расшифровка сокращений приведены в тексте. Звездочкой обозначена реакция, в которой НАДФН использу-
ется опосредованно (см. пояснения в тексте). 

Рис. 2. Организация оперона ilvBNC у C. glutamicum и регуляция его экспрессии (адаптировано из обзора (Wang et al., 2018)).

Промотор 1

Промотор 2 Промотор 3

Лидерная последовательность

Шпилька 1

Шпилька 2

Шпилька 3

Лидерный пептид

Шпилька 4

мРНК ilvBNC

мРНК ilvNC

мРНК ilvC

ilvB

Met Thr Ile Ile Arg Leu Val Val Val Thr Ala Arg Arg Leu Pro

ilvN ilvC

казано, что реакция, катализируемая глутаматдегидроге-
назой, является основной реакцией ассимиляции азота в 
условиях избытка аммиака, которые обычно имеют ме-
с то в процессах производства аминокислот (Burkovski,  
2003).

Показано также участие в биосинтезе валина аланин/ 
валинтрансаминазы (продукт гена avtA), которая ис-
пользует в качестве донора аминогруппы не глутамат, а 
L-аланин (далее – аланин) или α-аминобутират (Leyval 
et al., 2003). 

2 ×

*
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Анализ динамики изменения концентраций метабо-
литов биосинтеза валина с помощью кинетической мо-
дели в штамме C. glutamicum ATCC 13032 ΔpanBC ΔilvA 
pJC1ilvBNCD показал, что лимитирующими скорость 
участками в этой цепи являются реакции, катализируемые 
ферментами AHAS и BCAT, и транспорт валина из клеток 
при помощи BrnFE (Magnus et al., 2009). 

Создание валин-продуцирующих штаммов  
на основе C. glutamicum
Полученная к настоящему времени информация о биохи-
мических, генетических и регуляторных аспектах биосин-
теза валина у C. glutamicum позволяет считать, что барье-
рами на пути увеличения продукции валина у этого микро-  
организма являются:
– негативная регуляция активности AHAS валином, лей-

цином, изолейцином и 2-оксоизовалератом (ретроин-
гибирование);

– низкая субстратная специфичность AHAS к пирувату;
– негативная регуляция экспрессии оперона ilvBNC при 

помощи BCAA;
– расходование пирувата на синтез изолейцина, лейцина 

и пантотената, а также расходование 2-оксоизовалерата 
на синтез последних двух соединений;

– расходование пирувата и его предшественника ФЕП – 
ключевых метаболитов гликолитических процессов – 
в энергетическом метаболизме клетки и синтезе карбо-
новых кислот, а также в образовании аланина; 

– необходимость НАДФН для второй и четвертой реакций 
биосинтеза валина;

– низкая эффективность системы экспорта BCAA BrnFE 
по отношению к валину.
Далее мы рассмотрим подходы к преодолению этих 

преград, использованные при создании валин-продуци-
рующих штаммов на основе C. glutamicum (информация 
о штаммах представлена в таблице). 

Усиление реакций биосинтеза валина
Увеличение активности AHAS. Существует несколько 
подходов к увеличению активности AHAS при создании 
валин-продуцирующих штаммов. Ключевым является 
модификация гена ilvN, устраняющая ретроингибирова-
ние фермента. Известен целый ряд мутаций в последо-
вательности гена ilvN, ведущих к ослаблению действия 
BCAA на активность AHAS. К таким мутациям относятся 
замены трех аминокислот, Gly20Asp, Ile21Asp и Ile22Phe, 
в регуляторной субъединице IlvN (Elišáková et al., 2005). 
Наилучший эффект в этом ряду показала замена Ile22Phe, 
которая позже была использована и в других иссле-
дованиях (Hou et al., 2012a, b). Аналогичное действие 
продемонстрировали для мутаций, ведущих к заменам 
Ala42Val, Ala89Val и Lys136Glu в малой субъединице. 
Двойная мутация Ala42Val-Ala89Val привела к почти 
полной устойчивости фермента к ингибированию всеми 
тремя BCAA (Guo et al., 2014). 

Усиление субстратной специфичности AHAS к пи
рувату. Этот подход связан с возможностью модифика-
ций каталитической субъединицы IlvB AHAS, увеличи-
вающих сродство фермента к пирувату. Достоверных 
данных о подходящих мутациях мало. Найдена одна 

мутация в гене ilvB, ведущая к замене аланина на валин в 
позиции 138 большой субъединицы AHAS, позволившая 
в 2.5 раза увеличить продукцию валина (Liu et al., 2019). 
Предпола гается, что такая замена приводит к измене-
нию субстратной специфичности AHAS по отношению 
к пирувату. Молекулярный механизм действия мутации 
остается неясным. 

Известны и другие мутации в гене ilvB каталитической 
субъединицы AHAS, приводящие к увеличению актив-
ности фермента в направлении продукции валина (Chen 
et al., 2015; Guo et al., 2015), которые пока не нашли прак-
тического применения. 

Для введения в клетки C. glutamicum модифицирован-
ного фермента AHAS их трансформируют плазмидой, 
несущей мутантный ген (Hasegawa et al., 2012; Hou et al., 
2012b; Buchholz et al., 2013), либо вносят соответствую-
щие изменения в хромосомную ДНК (Bartek et al., 2010; 
Hasegawa et al., 2013). Подобные манипуляции приводят к 
увеличению продукции валина в 2–3 раза. Использование 
автономных экспрессионных плазмид позволяет также 
увеличивать активность AHAS за счет введения в клетки 
дополнительных копий генов ilvBN или всего оперона 
ilvBNC целиком. Последнее ведет к увеличению актив-
ности не только AHAS, но и AHAIR.

Преодоление негативного влияния BCCA на экс
прессию оперона ilvBNC. Наиболее рациональным 
под ходом к решению данной проблемы является сверх-
экспрессия оперона ilvBNC с использованием экспрес-
сионных плазмид. В настоящее время сверхэкспрессию 
генов ilvBNСDE, в различных сочетаниях, осуществляют 
с помощью конструкций с сильными конститутивными 
промоторами. Таковыми являются, например, промоторы 
генов супероксиддисмутазы (Psod) и фактора элонгации 
Tu (Ptuf) и синтетическая конструкция на основе промото-
ров оперонов trp и lac (Ptac) (Tarutina et al., 2016; Wei et al., 
2018; Li et al., 2020b; Wang et al., 2020; Zhang et al., 2021). 
Описаны и другие эффективные промоторы (Tarutina et 
al., 2016; Wei et al., 2018; Li et al., 2020b). Модификации 
такого типа приводят к увеличению продукции валина 
примерно на 60 % (Wei et al., 2018).

Оптимизация активности DHAD и BCAT, катализи-
рующих последние этапы биосинтеза валина, обеспечи-
вается сверхэкспрессией кодирующих эти ферменты ге-  
нов (ilvD и ilvE соответственно), которая обычно дости-
гается путем амплификации генов на плазмидах (см. таб-
лицу). Для продукции валина особенно важно увеличить 
активность BCAT, поскольку этот фермент катализирует 
скорость-лимитирующий этап биосинтеза (Magnus et al., 
2009). 

Минимизация образования  
побочных продуктов
Ферменты пути биосинтеза валина участвуют в образо-
вании других метаболитов, таких как изолейцин, лейцин 
и пантотенат (cм. рис. 1). Следовательно, активация этих 
ферментов и усиление экспрессии кодирующих их генов 
увеличивают выход всех перечисленных соединений, 
что ведет к загрязнению целевого продукта, а также к 
уменьшению доступности кофакторов, интермедиатов и 
самих ферментов для продукции валина и, как результат, 
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к снижению уровня конверсии. Минимизация образования 
побочных продуктов при создании штаммов-продуцентов 
требует подавления соответствующих метаболических 
путей при сохранении способности штаммов расти на 
бедных средах. 

Минимизация образования изолейцина. Выше от-
мечалось, что синтез изолейцина (2-амино-3-метил пен-

та новой кислоты) катализируется теми же ферментами, 
какие участвуют в биосинтезе валина, и начинается с 
конденсации пирувата и 2-оксобутирата (см. рис. 1). Оче-
видный способ минимизации образования  изолейцина – 
снижение концентрации в клетках 2-оксобутирата, взаи-
модействием которого с пируватом определяется направ-
ление дальнейших реакций. 2-Оксобутират образуется 

Валин-продуцирующие штаммы, сконструированные на основе C. glutamicum

Штамм Валин, г/л* Конверсия,  
моль/моль** 

Литературный источник

C. glutamicum ATCC 13032

ΔilvA ΔpanBC (pJC1-ilvBNCD) 92 NA 10.7 – Radmacher et al., 2002

ΔilvA ΔpanBC ilvNM13 (pECKA-ilvBNC) 15.2 – Elišáková et al., 2005

ΔpanB ilvNM13 (P-ilvAM1CG P-ilvDM7 P-ilvEM6) 15.9 – Holátko et al., 2009

ΔaceE (pJC4-ilvBNCE) 24.6 0.60 Blombach et al., 2007

ΔaceE Δpqo (pJC4-ilvBNCE) 26.4 0.52 Blombach et al., 2008

ΔaceE Δpqo Δpgi (pJC4-ilvBNCE) 48.2 0.75 »

ΔaceE Δpqo Δpgi Δpyc (pJC4-ilvBNCE) 28.1 0.86 »

ΔaceE Δpqo (pJC4-ilvBNCE) 24.6 0.23 Blombach et al., 2009

ΔaceE Δpqo ΔsugR (pJC4-ilvBNCE) 35.2 0.20 »

ΔaceE Δpqo (pJC4-ilvBNCE) (pBB1-pntAB) 14.6 0.92 Bartek et al., 2011

(P-ilvAM1CG) ΔavtA pDXW-8-ilvEBN(r)C 31.2 0.17 Hou et al., 2012a

∆ilvA ∆panB ilvNM13 (pECKA-ilvBNC) 12.5 – Denina et al., 2010

ΔilvA ΔpanB Δrel ilvNM13 (pECKA-ilvBNC) 11.5 – »

ΔilvA ΔpanBC ΔavtA (pJC4-ilvBNCE) 8.8 – Marienhagen, Eggeling, 2008

aceEA16 Δpqo Δppc (pJC4-ilvBNCE) 86.5 0.36 Buchholz et al., 2013

Δppc Δpyc icdAla94Asp (pJC4-ilvBNCE) 8.0 0.20 Schwentner et al., 2018

Δppc Δpyc icdGly407Ser (pJC4-ilvBNCE) 8.9 0.22 »

ΔponA ΔilvA PilvBG183A 15.6 – Рябченко и др., 2021

C. glutamicum ATCC 13869

ΔaceE ΔalaT ΔilvA (pJYW4-ilvBNC1-lrp1-brnFE) 51.2 0.47 Chen et al., 2015

ΔponA ΔilvA PilvBG183A 25.1 – Рябченко и др., 2021

C. glutamicum R

ΔldhA (pCRB-BNGEC™) (pCRB-DLD) 172.2*** 0.63 Hasegawa et al., 2012

ΔldhA Δppc Δpta ΔackA ΔctfA ΔavtA ilvNGEC™ + 
gapA+pyk+pfkA+pgi+tpi (pCRB-BNGEC™) (pCRB-DLD)

149.9*** 0.88 Hasegawa et al., 2013

B. flavum ATCC14067 (C. glutamicum ssp. flavum)

pDXW-8-ilvEBN(r) 38.1 0.24 Hou et al., 2012b

Δalr ΔaceE ΔilvA ΔleuA (pJYW4) 9.5 – Liu et al., 2019

Δalr ΔaceE ΔilvA ΔleuA (pJYW4-ilvB138Val404Ala-ilvN) 14.5 – »

Δalr ΔaceE ΔilvA ΔleuA (pJYW4-ilvB138Val404Ala-ilvNCE) 25.9 0.49 »

B. flavum JV16

avtA::Cm (pDXW8-ilvEBNr C) 34.4 0.22 Hou et al., 2012a

С. glutamicum

Δppc ΔaceE ΔalaT Δpqo 3.2 – Han et al., 2020

    * Концентрация валина в культуральной жидкости. 
  ** Выход целевого продукта (валина) из субстрата (глюкозы).
*** Данные получены с использованием концентрированной суспензии клеток.
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из треонина под действием треониндегидратазы TD, ко-
торая кодируется геном ilvA (Cordes et al., 1992). Трео-
ниндегидратаза подвержена негативной аллостерической 
регуляции изолейцином и положительной – валином 
(Möckel et al., 1992). 

Наиболее распространенной модификацией данного 
гена при создании валин-продуцирующих штаммов 
является его инактивация путем делетирования (∆ilvA). 
С использованием такой модификации получено боль-
шинство штаммов (см. таблицу). Результатом ее стано-
вится появление у штаммов способности продуцировать 
валин либо значительное увеличение уже имеющейся про-
дукции. При этом возникает ауксотрофия по изолейцину, 
требующая добавления изолейцина в культивационную 
среду, что усложняет производственный процесс и может 
повысить себестоимость продукции. В ряде исследований 
для создания валин-продуцирующих штаммов вместо 
полной инактивации гена ilvA произвели направленную 
модификацию его промотора, приводящую к снижению 
экспрессии гена, появлению брадитрофии по изолейцину 
и, как следствие, повышению продукции валина (Holátko 
et al., 2009; Hou et al., 2012a).

Еще одна мишень для модификаций, направленных на 
снижение биосинтеза изолейцина, – это AHAS. Вариант 
модификации каталитической субъединицы фермента, 
увеличивающий его специфичность по отношению к пи-
рувату и перенаправляющий ресурсы клетки на продук-
цию валина (Liu et al., 2019), описан выше.

Минимизация образования лейцина и  пантотената. 
2-Оксоизовалерат является предшественником не только 
валина, но и лейцина и пантотената (см. рис. 1). Син-
тез лейцина (2-амино-4-метилпентановой кислоты) из 
2-оксоизовалерата контролируется генами leuA, leuB и 
leuСD, локализованными в разных участках хромосомы. 
Известно, что leuB и leuСD подвержены контролю транс-
крипционного репрессора LtbR, а в регуляции leuA, по-
видимому, участвует механизм аттенюации транскрипции 
(Wang et al., 2019a). Модификацию, направленную на со-
хранение 2-оксоизовалерата для биосинтеза валина за счет 
уменьшения биосинтеза лейцина, осуществили J. Ho látko 
с коллегами (2009), снизив экспрессию гена leuA путем 
замены нативного промотора более слабым. Результатом 
стало увеличение продукции валина на 50–70 %, что 
сравнимо с эффектом, наблюдаемым при ослаблении 
экспрессии гена ilvA.

Синтез пантотената (амида β-аланина и пантоевой кис-
лоты) из 2-оксоизовалерата контролируется генами panB 
и panC, которые образуют один оперон (Sahm, Eggeling, 
1999), и геном panD, расположенным в геноме отдельно 
(Dusch et al., 1999). Отмечено, что поток углерода, идущий 
на биосинтез валина, в 10 раз выше потока, идущего на 
биосинтез пантотената, даже в штамме с усиленной экс-
прессией panBC (Chassagnole et al., 2002). Тем не менее 
инактивация гена panB или всего оперона panBC хоть и 
ведет к ауксотрофии штаммов по пантотенату, но позво-
ляет добиться появления продукции валина у штаммов 
дикого типа и увеличить продукцию валина у валин-
про дуцирующих штаммов более чем на 30 и даже 50 % 
(Rad macher et al., 2002; Holátko et al., 2009).

Увеличение доступности  
предшественников и кофакторов
Увеличение доступности пирувата. Пируват, централь-
ное звено углеродного и энергетического обмена во всех 
организмах, – предшественник не только BCAA и пан-
тотената, но и множества других соединений, включая 
компоненты цикла трикарбоновых кислот (ЦТК), а также 
лактат и аланин (см. рис. 1). Эффективная продукция 
валина требует поддержания в клетках пула пирувата, а, 
следовательно, усиления реакций образования пирувата 
и/или уменьшения его нецелевого расхода. Пируват, при 
образовании которого синтезируется 2 моля восстанов-
ленного никотинамиддинуклеотида (НАДН), является 
продуктом гликолиза (Wieschalka et al., 2012). Однако при 
разработке продуцентов валина активность гликолитиче-
ских ферментов обычно не увеличивают, за исключением 
микроаэробного процесса (см. ниже). Основной подход – 
снижение оттока пирувата и его предшественника ФЕП 
в другие пути. 

Одно из главных направлений оттока пирувата – ЦТК. 
Данный процесс становится менее активным на поздних 
стадиях роста, что можно было бы использовать при 
создании благоприятных условий для продукции валина. 
Действительно, снижение скорости роста C. glutamicum 
сопровождается повышением уровня пирувата в клетках 
и увеличением количества валина (Ruklisha et al., 2007). 
В валин-продуцирующих штаммах, ауксотрофных по 
изолейцину и пантотенату, рост культур можно контроли-
ровать, изменяя количество подпитки этими веществами; 
ограничение роста также ведет к увеличению продуктив-
ности (Bartek et al., 2008).

Вовлечение пирувата и ФЕП в ЦТК происходит в 
результате превращения как обоих соединений в оксало-
ацетат (ОА), так и пирувата в ацетил-кофермент А (ацетил-
КоА) непосредственно или через ацетат и ацетил-фосфат 
(см. рис. 1). Как правило, повышения продукции валина, 
а также самого пирувата пытаются добиться через сни-
жение активности пируватдегидрогеназного комплекса 
(PDHC), который катализирует окислительное декарбо-
ксилирование пирувата до ацетил-КоА. У C. glutamicum 
данный комплекс состоит из трех субъединиц, E1, E2 и 
E3, кодируемых генами aceE, aceF и lpd соответственно 
(Eik manns, Blombach, 2014). Инактивация гена aceE деле-
тированием (ΔaceE) – один из наиболее частых шагов при 
создании продуцента валина (см. таблицу). Полученные 
штаммы требуют добавления ацетата в минимальную 
среду, но уровень продукции валина возрастает много-
кратно. Метаболомный анализ показал, что инактивация 
aceE у C. glutamicum дикого типа ведет к 13-кратному уве-
личению пула пирувата в клетках (Blombach et al., 2007).

Характерная особенность штаммов C. glutamicum, ли-
шенных PDHC, – продукция валина в отсутствие роста 
клеток. Увеличения скорости утилизации глюкозы добива-
лись добавлением мальтозы вместо глюкозы, использова-
нием этанола вместо ацетата или инактивацией регулятора 
транскрипции SugR (Blombach et al., 2009; Krause et al., 
2010b). SugR у C. glutamicum отвечает за ацетат-опосре-
дованную репрессию генов ptsG, ptsI и ptsH, кодирующих 
ферменты фосфотрансферазной системы (PTS), которая 
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обеспечивает сопряженные процессы транспорта сахаров 
в клетку и их фосфорилирования (Engels, Wendisch, 2007). 
Однако из-за дефицита PDHC все штаммы по-прежнему 
нуждались в ацетате или этаноле, который затем также 
превращается в ацетат в качестве дополнительного ис-
точника углерода. 

Для преодоления этой потребности провели замену 
нативного промотора гена aceE на мутантные варианты 
из ранее созданной библиотеки промоторов на основе 
промотора гена dapA (Vasicová et al., 1999), что позволило 
получить серию штаммов C. glutamicum с постепенным 
сни жением активности PDHC и скорости роста на среде, 
содержащей глюкозу в качестве единственного источника 
углерода. Трансформированные плазмидой pJC4-ilvBNCE, 
данные штаммы продуцировали валин и не требовали 
ацетата в качестве дополнительного источника углерода 
(Buchholz et al., 2013). Использование для тех же целей 
промотора гена альдегиддегидрогеназы из C. glutamicum 
CP (PCP_2836), идентифицированного как промотор, регу-
лируемый ростом, и снижающего уровень транскрипции 
aceE втрое по сравнению с нативным промотором, также 
хорошо сказалось и на росте клеток, и на продукции ва-
лина (Ma et al., 2018b).

Уменьшить расход пирувата в ЦТК можно и за счет сни-
жения активности самого цикла. Так, оказалось, что эф-
фективной продукции пирувата способствует подавление 
гена транскрипционного фактора RamA, ответственного 
за активацию ЦТК (Kataoka et al., 2019).

Превращение пирувата в ацетат катализируется пиру-
ват:хиноноксидоредуктазой (продукт гена pqo), инак-
тивация которой (∆pqo) ведет к повышению продукции 
валина (cм. таблицу), но и к ухудшению ростовых харак-
теристик штаммов. Объединение такой модификации 
с инактивацией ФЕП-карбоксилазы (продукт гена ppc), 
катализирующей образование ОА из ФЕП, привело к 
незначительному повышению продукции валина, однако 
показатель конверсии глюкозы вырос на 14 % (Buchholz et 
al., 2013). Отмечается, что валин-продуцирующий штамм 
с инактивированными генами aceE и pqo лучше растет 
и продуцирует больше валина на среде, обогащенной 
мальтозой (Krause et al., 2010b).

Еще один путь оттока пирувата – образование из 
него ОА под действием пируваткарбоксилазы (продукт 
гена pyc). Инактивация pyc при создании продуцента 
валина приводит к увеличению конверсии глюкозы до 
0.86 моль валина на 1 моль глюкозы (Blombach et al., 
2008). При разработке лейцин-продуцирующего штамма 
выяснилось, что для накопления пирувата инактивация 
пируваткарбоксилазы выгодней, чем инактивация ФЕП-
карбокси лазы (Wang et al., 2020). 

Два других пути расходования пирувата в клетках 
C. glutamicum – процессы биосинтеза лактата и алани-
на (см. рис. 1). Образование лактата, катализируемое 
лактатдегидрогеназой (продукт гена ldhA), приобретает 
значение с точки зрения продукции валина в условиях 
недостатка кислорода (Hasegawa et al., 2012) и будет рас-
смотрено далее. 

Минимизация синтеза аланина требуется в любых усло-
виях, поскольку этот процесс ведет не только к нецелевому 
расходу пирувата, но также к потере НАДФН в реакции 

переноса аминогруппы и к появлению нежелательных 
примесей в конечном продукте. 

Образование аланина у коринебактерий катализируют 
трансаминазы AlaT и AvtA, использующие в качестве 
доноров аминогрупп глутамат и валин соответственно 
(Marienhagen et al., 2005; Marienhagen, Eggeling, 2008). 
Выше отмечалось, что AvtA является одной из транс-
аминаз, участвующих в биосинтезе валина, но ее роль, 
по сравнению с BCAT, незначительна. 

Вопрос об участии этих трансаминаз в биосинтезе 
аланина у C. glutamicum остается открытым в силу про-
тиворечивости существующих данных. С одной стороны, 
показано, что инактивация alaT и avtA в валин-продуци-
рующем штамме снижает образование аланина пример-
но на 80 и 20 % соответственно (Marienhagen, Eggeling,  
2008). Значительное снижение синтеза аланина (до уровня 
менее 0.2 г/л) наблюдается в результате инактивации обо-
их генов (Hou et al., 2012a). Эти данные позволяют сделать 
вывод, что аминотрансфераза AlaT является основной, но 
в синтезе аланина участвуют оба фермента. С другой сто-
роны, в продуценте пролина инактивация alaT не влияет 
на уровень аланина, тогда как инактивация avtA снижает 
этот уровень на 48 % (Zhang et al., 2020). Более того, анализ 
транскриптома промышленного продуцента валина линии 
VWB-1 показал, что низкий уровень синтеза аланина в ней 
не связан c геном alaT, уровень транскрипции которого 
в этом штамме в 5.1 раза выше, чем таковой в штамме 
дикого типа. Предполагается, что снижение образования 
аланина связано с более низкой экспрессией гена alr, ко-
дирующего аланинрацемазу, конвертирующую L-аланин 
в D-ала нин (Zhang H. et al., 2018). Таким образом, нельзя 
дать однозначный ответ и на вопрос о том, инактивация 
которой из этих двух трансаминаз более выгодна с точки 
зрения продукции валина.

Увеличение доступности НАДФН. У C. glutamicum 
основным поставщиком НАДФН является ПФП, в кото-
ром восстановление НАДФ+ до НАДФН обеспечивается 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназой (гетеромультимерный 
комплекс, одна из субъединиц которого кодируется ге-
ном zwf ) и 6-фосфоглюконатдегидрогеназой (продукт 
гена gnd). Активность обоих ферментов подвержена не-
га тивной регуляции со стороны АТФ, НАДФН и других 
метаболитов (Moritz et al., 2000). Малик-фермент (НАДФ-
зависимая декарбоксилирующая малатдегидрогеназа) и 
изоцитратдегидрогеназа играют минорную роль в синтезе 
НАДФН из НАДФ+ (Bartek et al., 2010; Siedler et al., 
2013). Источником НАДФ+ и, следовательно, НАДФН 
у C. glutamicum также может быть НАД+, который фос-
форилируется НАД-киназой (продукт гена ppnK) с об-
разованием НАДФ+. Этот фермент охарактеризован как 
полифосфат-АТФ-зависимая НАД-киназа, использующая 
АТФ для фосфорилирования НАД+ (Shi et al., 2013). 

Теоретический анализ показал, что от реакций, исполь-
зуемых для регенерации НАДФН, существенно зависит 
уровень конверсии субстрата в валин. Максимальный уро-
вень конверсии, равный 1 молю валина на 1 моль глюкозы, 
получается без расходования углерода на рост и синтез 
НАДФН. Если НАДФН обеспечивается активностью 
изоцитратдегидрогеназы, то показатель конверсии равен 
0.5 моля валина на 1 моль глюкозы. Направление всего 
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потока углерода в ПФП, генерирующий НАДФН, приво-
дит к значительно более высокой конверсии – 0.86. В этом 
анализе главной мишенью для перенаправления потока 
углерода из ЦТК в биосинтез валина оказался PDHC. 
Сценарий, при котором углерод вообще не расходуется 
на синтез НАДФН, может быть реализован за счет комби-
нированной активности пируваткарбоксилазы (или ФЕП-
карбоксилазы), малатдегидрогеназы и малик-фермента, 
теоретически способного переносить водород от НАДН 
к НАДФ+ (Bartek et al., 2010). Такой путь, обозначенный 
как трансгидрогеназоподобный шунт, участвует в образо-
вании НАДФН для анаэробной продукции изобутанола у 
C. glutamicum (Blombach, Eikmanns, 2011). Таким образом, 
усиление ПФП и активности НАД-киназы – наиболее 
очевидные способы увеличения пула НАДФН в клетке. 

С точки зрения эффективности процесса биосинтеза 
валина усиление ПФП выгодно сочетать с некоторым 
ослаблением гликолиза. В самом деле, инактивация гена 
глюкозо-6-фосфатизомеразы pgi, направляющая поток 
углерода от гликолиза в ПФП, привела к более эффек-
тивной продукции валина в штамме C. glutamicum ΔaceE 
Δpqo Δpgi (pilvBNCE) – образованию 48.0 г/л с конверсией 
0.75 моль валина на 1 моль глюкозы (Blombach et al., 2008). 
Дальнейший анализ этого штамма показал, что инакти-
вация pgi приводит к повышению внутриклеточных кон-
центраций НАДФН и снижению образования побочных 
продуктов (Bartek et al., 2010). Мониторинг со держания 
НАДНФ в клетке с помощью НАДФН-зависи мой флуо-
ресценции также показал, что штамм C. glutamicum, не-
сущий Δpgi, действительно накапливает НАДФН (Gold-
beck et al., 2018).

Ухудшение роста, наблюдающееся у Δpgi-штаммов на 
среде с глюкозой, связывают со снижением активности 
PTS и предлагают преодолевать сверхэкспрессией гена 
ptsG, кодирующего глюкозо-специфичный компонент этой 
системы (Lindner et al., 2013). Для pgi-мутантов также 
эффективно усиление альтернативной системы транс-
порта глюкозы с помощью инозитолпермеаз IolT1, IolT2 и 
глюкокиназы PpgK, которую использовали для получения 
продуцента лизина (Xu J.Z. et al., 2019).

Еще один подход к увеличению пула НАДФН связан с 
возможностью изменения специфичности гликолитиче-
ских ферментов с НАД+ на НАДФ+. Он был реализован 
для улучшения продукции лизина – точечные мутации 
в гене глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы gapA, 
из менившие специфичность фермента, привели к повы-
шению продукции лизина на 35–60 % (Bommareddy et al., 
2014; Xu et al., 2014). 

Выше отмечено, что ферменты, синтезирующие 
НАДФН, подвержены негативной регуляции различными 
метаболитами. Поэтому одним из подходов к активации 
ПФП является внесение в соответствующие гены мута-
ций, повышающих активность ферментов. Такой подход 
был реализован для генов zwf и gnd в работах по созданию 
продуцентов метионина, пролина и рибофлавина и дей-
ствительно привел к увеличению в клетках пула НАДФН 
и повышению уровня продукции (Wang et al., 2011; Li et 
al., 2016; Zhang et al., 2020).

Что касается НАД-киназы, то опубликованные к настоя-
щему времени исследования по усилению ее активности 

нацелены на продукцию изолейцина и свидетельствуют о 
том, что модификации, увеличиваю щие активность фер-
мента (точечные мутации в гене ppnK, сверхэкспрессия 
гена ppnK ), ведут к повышению внутриклеточной кон-
центрации НАДФ+ и НАДФН и способствуют усилению 
биосинтеза целевого продукта (Yin et al., 2014; Zhang et 
al., 2020). 

Другой привлекательной возможностью увеличения 
доступности НАДФН для биосинтеза валина является 
гетерологичная экспрессия генов трансгидрогеназ, таких 
как pntAB из E. coli, катализирующих восстановление 
НАДФ+ с участием НАДН. Ранее эта возможность ис-
пользовалась для улучшения продукции лизина с по-
мощью C. glutamicum (Kabus et al., 2007). Значительное 
увеличение внутриклеточной концентрации НАДФН 
наблюдалось при сочетании экспрессии pntAB со сверх-
экспрессией гена ppnK (Zhan et al., 2019). Введение PntAB 
из E. coli в валин-продуцирующий штамм C. glutamicum 
ΔaceE Δpqo (pJC4ilvBNCE) привело к существенному 
снижению потока углерода в ПФП и, соответственно, 
к увеличению конверсии до 0.92. Это самый высокий 
показатель конверсии (Bartek et al., 2011), который всего 
на 8 % ниже теоретического максимума, равного 1 моль 
валина на 1 моль глюкозы (Bartek et al., 2010).

Инженерия микроаэробного процесса 
продукции валина 
При недостатке кислорода культуры C. glutamicum прояв-
ляют очень слабую способность к росту, однако метаболи-
зируют сахара до органических кислот (Michel et al., 2015; 
Lange et al., 2018). При подавлении синтеза побочных 
продуктов штаммы-продуценты, адаптированные к таким  
 условиям, показывают более высокую продуктивность, 
чем штаммы, требующие аэрации (Okino et al., 2008; Joji-
ma et al., 2010, 2015; Yamamoto et al., 2013). Биосинтез ва-
лина в обычных условиях является аэробным процессом, 
так как осуществляется растущими культурами, активно 
генерирующими НАДФН. Для эффективной продукции 
валина при недостатке кислорода штаммам требуется 
комплексная модификация, затрагивающая ферменты как 
биосинтеза валина, так и гликолиза; такую модификацию 
осуществили S. Hasegawa с коллегами (2012, 2013).

В качестве базы для создания штаммов, продуцирую-
щих валин в микроаэробных условиях, использовали 
штамм C. glutamicum R с инактивированной лактатде-
гидрогеназой (ΔldhA) и сверхэкспрессией генов ilvBNCE, 
кодирующих ферменты биосинтеза валина. Данный 
штамм не способен к продукции валина при недостатке 
кислорода, поскольку имеет дисбаланс кофакторов: при 
образовании 1 моля валина расходуется 2 моля НАДФН, 
а синтезируется 2 моля НАДН. 

Появления продукции валина удалось достичь благо-
даря использованию двух подходов. Первый – изменение 
специфичности AHAIR с НАДФН на НАДН с помощью 
сайт-направленного мутагенеза гена ilvC (конструирова-
ние гена ilvC ™), а второй – замена НАДФН-зависимой 
трансаминазы BCAT на НАД-зависимую лейциндегидро-
геназу (LeuDH) из Lysinibacillus sphaericus (Hasegawa et 
al., 2012). Дополнительное введение гена ilvN, коди рую ще-
го мутантную регуляторную субъединицу AHAS (ilvN GE), 
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устойчивую к ингибированию BCAA, позволило создать 
штамм C. glutamicum (pCRB-BNGECTM)(pDLD)/ΔLDH), 
который в микроаэробных условиях при периодической 
ферментации с подпиткой продуцировал 172.2 г/л валина 
в течение 24 ч, что превышало исходный показатель более 
чем в 20 раз. Уровень конверсии составил 0.63 моль валина 
на моль глюкозы (Hasegawa et al., 2012). 

Однако, помимо валина, клетки данного штамма накап-
ливали значительные количества аланина, ацетата и сук-
цината в качестве побочных продуктов. Чтобы исключить 
их образование и повысить выход валина, в штамм были 
введены дополнительные модификации (Hasegawa et 
al., 2013). Образование сукцината через ФЕП и ОА по-
давили инактивацией гена ppc, но это привело к сни-
жению синтеза валина и поглощения глюкозы, так как 
внутриклеточ ное соотношение НАДН/НАД+ заметно 
повысилось. Чтобы вернуть соотношение на благоприят-
ный для продукции валина уровень, инактивировали три 
гена, участвующих в синтезе ацетата ( pta, ackA, ctfA), и 
усилили экспрессию пяти генов (gapA, pyk, pfkA, pgi, tpi), 
кодирующих ферменты гликолиза. В результате продукция 
валина выросла в 9 раз, поглощение глюкозы – в 7.6 раза. 
Поскольку биосинтез валина стал НАДН-зависимым про-
цессом, увеличение активности гликолитических фермен-
тов оказалось выгодным с точки зрения накопления как 
пирувата, так и восстановительных эквивалентов. 

Уменьшения образования аланина добились инактива-
цией гена avtA. Кроме того, гены ilvN GE и ilvCTM, которые 
ранее экспрессировались на плазмиде, были помещены 
в хромосому. Продуктивность нового штамма по валину 
составила 149.9 г/л за 24 ч культивирования. Конверсия 
достигла 0.88 моля валина на моль глюкозы, что значи-
тельно превысило показатели, полученные на первом 
этапе (Hasegawa et al., 2013). 

Следует отметить, что в обеих работах синтез валина в 
микроаэробных условиях изучали с использованием не-
растущих клеток, предварительно сконцентрированных 
центрифугированием в 2–3 раза. В этом случае измеренная 
концентрация валина достигала очень высоких значе-
ний, но продуктивность на клетку была сопоставимой 
с продуктивностью, продемонстрированной в других 
исследованиях. 

Замена специфичности ферментов с НАДФН на НАДН 
для адаптации процесса производства аминокислот к 
микроаэробным условиям была осуществлена также при 
разработке продуцента валина на базе E. coli (Savrasova, 
Stoynova, 2019) и продуцентов лейцина и L-орнитина на 
базе C. glutamicum (Jiang et al., 2013; Wang et al., 2019b). 
Во всех случаях это привело к увеличению выхода целе-
вого продукта. 

Инженерия транспорта валина
Микроорганизмы располагают множеством транспортных 
систем, обеспечивающих поглощение клетками нужных 
компонентов среды и освобождение от метаболитов, из-
быток которых может оказаться токсичным (Pérez-García, 
Wendisch, 2018). Активность таких систем зависит от 
концентрации транспортируемых веществ, поэтому дол-
гое время считалось, что для эффективного вывода це ле-
вых продуктов штаммам-продуцентам достаточно соб-

ственных регуляторных механизмов (Jones et al., 2015). 
Инженерию транспорта затрудняют сложность его ко ли - 
чественной оценки и тот факт, что специфические транс-
портеры известны не для каждого из биотехнологически 
значимых веществ. Однако в последние годы растет число 
исследований, показавших влияние направленного изме-
нения экспорта и импорта целевого продукта на продук-
тивность штаммов (Eggeling, 2016). Транспортеры валина 
у коринебактерий обнаружены и охарактеризованы, а 
значит, являются перспективным объектом модификаций 
при создании продуцентов. 

Импорт валина. Поглощение валина, лейцина и изо-
лейцина у коринебактерий происходит в ходе вторичного 
Na+-зависимого симпорта, осуществляемого при помощи 
единственного известного импортера – BrnQ (Ebbighausen 
et al., 1989). Наибольшее сродство BrnQ проявляет к изо-
лейцину, для валина и лейцина этот показатель в 1.7 раза 
ниже (Ebbighausen et al.,1989; Tauch et al., 1998). Данных 
о регуляции BrnQ и соответствующего гена у коринебак-
терий крайне мало. Известно, что BrnQ активируется при 
повышении внутриклеточной концентрации BCAA (Boles 
et al., 1993) и что инактивация гена brnQ увеличивает экс-
порт изолейцина из клеток C. glutamicum и его продукцию 
(Xie et al., 2012). Отмечается, что аналогичная модифи-
кация благоприятствует росту и продуктивности изолей-
цин-продуцирующего штамма WM001 на ранних стадиях 
ферментации (Zhang et al., 2020). Значение импортера для 
продукции валина подтверждается транскриптомным ана-
лизом промышленного продуцента VWB-1, показавшим, 
что уровень транскрипции гена brnQ в этом штамме ниже, 
чем в штамме дикого типа (Zhang H. et al., 2018).

Экспорт валина. За выведение BCAA из клеток C. glu
tamicum отвечает транспортная система BrnFE (Eg ge ling, 
Sahm, 2003). Аминокислоты экспортируются в ходе вто-
ричного H+-зависимого процесса, управляемого мембран-
ным потенциалом (Hermann, Kramer, 1996). Транспортная 
система BrnFE – единственный известный экспортер 
валина, лейцина и изолейцина у C. glutamicum; также она 
переносит метионин и гомосерин – предшественник мети-
онина, изолейцина и треонина (Kennerknecht et al., 2002; 
Trotschel et al., 2005; Yin et al., 2013; Qin et al., 2015; Li et al., 
2020a). Гены brnF и brnE, кодирующие, соответственно, 
большую и малую субъединицы транспортной системы, 
организованы в один оперон, контролируемый транс-
крипционным регулятором Lrp (leucine responsive pro - 
tein) (Kennerknecht et al., 2002; Lange et al., 2012). Гомо-
логи Lrp, впервые обнаруженного и охарактеризованного 
в E. сoli, присутствуют в геномах различных прокариот и 
регулируют гены, задействованные в метаболизме амино-
кислот (Brinkman et al., 2003). У C. glutamicum ген lrp 
расположен дивергентно перед опероном brnFE. Связы-
ваясь с BCAA или метионином, Lrp переходит в активное 
состояние и в свою очередь активирует промотор brnFE 
(Kennerknecht et al., 2002; Lange et al., 2012) (рис. 3). 
Влияние концентра ции аминокислот в клетке на актив-
ность Lrp уменьшается в ряду лейцин > метионин > изо-
лейцин > валин (Lange et al., 2012).

Изучение промышленных продуцентов лейцина и ва-
лина подтверждает, что высокий уровень продукции ами-
нокислот коррелирует с высоким уровнем экспрессии 
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оперона brnFE (Vogt et al., 2014; Zhang H. et al., 2018) или 
связан с увеличением количества копий генов lrp и brnFE 
(Ma et al., 2018a). 

Анализ влияния оперона brnFE на продукцию валина 
показал, что его сверхэкспрессия не сказывается на росте 
клеток C. glutamicum и увеличивает продукцию валина 
примерно в 2–3 раза (Chen et al., 2015). Аналогичный 
эффект сверхэкспрессия brnFE оказывает на продукцию 
изолейцина, метионина и гомосерина (Qin et al., 2015; Li 
et al., 2020a; Zhang et al., 2021). Максимальный эффект на 
продукцию изолейцина был получен при одновременном 
усилении экспрессии lrp и brnFE (Yin et al., 2013).

Однако выяснилось, что, в отличие от brnFE, сверх-
экспрессия гена lrp подавляет рост клеток (Chen et al., 
2015), хотя также существенно повышает продукцию 
валина. Негативный эффект был нивелирован использо-
ванием ослабленной мутантной формы данного гена lrp1, 
обнаруженной у штамма VWB-1. Сверхэкспрессия lrp1 в 
штамме C. glutamicum дикого типа привела к 16-кратному 
увеличению продукции валина – с 1.9 до 30.2 ммоль/л за 
96 ч культивирования. Сочетание сверхэкспрессии lrp1 
и brnFE усилило эффект. На продукции изолейцина по-
добные манипуляции сказались незначительно, из чего 
авторы исследования заключили, что изолейцин – менее 
подходящий субстрат для BrnFE, чем валин (Chen et 
al., 2015). Одновременное усиление экспрессии обоих 
генов, lrp и brnFE, в сочетании со сверхэкспрессией ге-
нов ilvBNC и инактивацией aceE, alaT и ilvA, позволило 
создать штамм, который продуцировал 437 мМ (51 г/л) 
валина при ферментации с подпиткой (Chen et al., 2015). 

Таким образом, модификации систем транспорта 
BCAA, направленные на уменьшение притока амино-
кислот в клетку и увеличение их секреции из клетки, 
позитивно влияют на продукцию этих аминокислот (Xie 
et al., 2012). 

Заключение 
В последние годы интерес к использованию валина в 
качестве кормовой добавки существенно вырос. Только в 
Российской Федерации потребление валина за последние 
пять лет увеличилось почти в 10 раз и достигло 5 000 т 
в год. Современное промышленное производство  валина 

базируется на микробиологическом синтезе с использова-
нием возобновляемого растительного сырья и штам мов-
продуцентов с измененной генетической програм мой. 
Эффективность производства аминокислот в большой  
степени зависит от продуктивности штам мов-продуцен-
тов, которые являются ключевым элементом всей техно-
логической цепочки. Несмотря на значительный прогресс 
в создании штаммов-продуцентов (см. таблицу), создание 
новых штаммов с уникальными характеристиками по-
прежнему актуально.

Обращает на себя внимание высокий потенциал процес-
сов со сниженной аэрацией, разработанных в последнее 
время, по сравнению с традиционными аэробными про-
цессами продукции валина. Однако необходимо отметить, 
что такие процессы являются двухфазными: в первой 
фазе аэробно нарабатывается биомасса, во второй про-
исходит биосинтез валина в микроаэробных условиях. 
В настоящее время двухфазные процессы показывают 
низкую эффективность, требуются дополнительные ис-
следования в этой области.

Сейчас основным подходом к созданию валин-проду-
цирующих штаммов, пришедшим на смену случайному 
мутагенезу, является рациональная метаболическая ин-
женерия, направленная на усиление процесса биосинтеза 
валина и минимизацию образования побочных продуктов. 
В последние годы этот подход активно обогащают при-
менением методов системной инженерии и синтетической 
биологии. Комбинированный анализ «омических» данных 
расширяет наши знания о метаболических и регулятор-
ных процессах C. glutamicum и позволяет вырабатывать 
новые стратегии создания продуцентов валина и других 
аминокислот. Реализации этих стратегий должны помочь 
появившиеся недавно системы быстрого редактирования 
генома, ускоряющие процесс получения новых штаммов. 

Дальнейший прогресс в создании штаммов-продуцен-
тов будет связан с переходом от изучения свойств попу-
ляции клеток к изучению свойств отдельных клеток (Harst 
et al., 2017; Hemmerich et al., 2018; Pérez-García et al., 2018), 
а также с широким применением компьютерного моде-
лирования (Koduru et al., 2018) и использованием новых 
знаний о регуляции экспрессии генов (Dostálová et al., 
2017; Shi et al., 2018; Zhang S. et al., 2018; Xu N. et al., 2019).

В клетке мало L-валина
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Рис. 3. Организация оперона brnFE у C. glutamicum и регуляция его экспрессии (из обзора (Wang et al., 2018)).
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Подходы, отработанные при создании и совершенство-
вании продуцентов валина, могут быть использованы для 
создания продуцентов других BCAA и пантотената – ве-
ществ, которые также обладают значительным рыночным 
потенциалом. 
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