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Получены мутантные штаммы галотолерантного метанотрофа I типа Methylotuvimicrobium alcaliphi-
lum 20Z с инактивированным геном sps, кодирующим сахарозофосфатсинтазу, и делецией кластера
генов синтеза и распада гликогена. Блокирование путей синтеза сахарозы и гликогена приводило к
увеличению содержания белка в клетках, но при этом несколько снижалась скорость роста метано-
трофа на метане. В работе показана принципиальная возможность относительно стабильного роста
метанотрофа в отсутствие синтеза запасных соединений углерода.
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Аэробные метанотрофы – бактерии, исполь-
зующие метан в качестве единственного источни-
ка углерода и энергии, могут быть использованы
в биотехнологиях получения разнообразных ме-
таболитов с добавленной стоимостью из метана,
включая кормовой белок “гаприн” [1, 2]. Среди
продуцентов гаприна наиболее изучены предста-
вители рода Methylococcus, обладающие высокой
скоростью роста и высокой метаболической гиб-
костью [3, 4]. Изучение метанотрофов в отноше-
нии их способности продуцировать биомассу,
пригодную для использования в качестве эффек-
тивной белковой добавки в корм сельскохозяй-
ственных животных, получило новый импульс в
связи с увеличением числа новых таксонов этих
бактерий и секвенированием геномов типовых
представителей. Расшифровка последовательно-
стей геномов метанотрофов позволила проводить
направленную генетическую модификацию их
метаболизма с целью расширения их биотехноло-
гического потенциала. Активно идущие в настоя-
щее время работы по метаболической инженерии
метанотрофов в основном направлены на получе-
ние продуктов с высокой добавленной стоимо-
стью [5–7], тогда как работы по улучшению каче-

ства кормовых добавок перспективных штаммов
пока отсутствуют.

Одним из примеров метанотрофов с высокой
скоростью роста является галотолерантный ме-
танотроф Methylomicrobium alcaliphilum 20Z,
выделенный из содового озера Шара-Нур (Тыва,
Россия) [8, 9]. Полная последовательность
генома штамма 20Z представлена в GeneBank
(NC_016112.1) являясь основой для детальной ха-
рактеристики основных путей метаболизма и ре-
акций на осмотические стрессы [10]. В геноме
метанотрофа выявлены три копии оперона рибо-
сомальной РНК. Как известно, количество опе-
ронов рРНК определяет важные физиологиче-
ские свойства бактерий, такие как скорость и эф-
фективность роста, а также быструю адаптацию к
повышенной температуре и доступным ростовым
субстратам [11, 12]. На основании сравнительного
геномного анализа метанотрофов I типа, эта бакте-
рия была недавно ре-классифицирована как пред-
ставитель нового рода Methylotuvimicrobium [13].
Способность M. alcaliphilum 20Z к быстрому и
устойчивому росту в широком диапазоне солености
среды (0.5–10% NaCl) и рН (7.5–10), позволила
использовать штамм в качестве модельного орга-
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низма при изучении феномена метанотрофии и
оценки метаболического потенциала этих бакте-
рий [14]. Эти же характеристики ставят M. alca-
liphilum 20Z в ряд потенциально перспективных
продуцентов гаприна. Изучение метаболизма
M. alcaliphilum 20Z показало, что штамм накап-
ливает запасные углеводы – сахарозу и глико-
ген [8, 15, 16]. Накопление запасных углеводов
сопровождается расходованием значительной до-
ли углерода и энергии ростового субстрата, снижая
содержание белка в конечном продукте. Показано,
что у метанотрофов, аналогично растениям и ци-
анобактериям, синтез сахарозы происходит с уча-
стием двух ферментов – сахарозофосфатсинтазы
(SPS) и сахарозофосфатфосфатазы (SPP). В преды-
дущих исследованиях было обнаружено, что му-
тант M. alcaliphilum с делецией гена sps не накап-
ливал сахарозу и не отличался по скорости роста
на метаноле от исходного штамма [15]. Влияние
накопления внутриклеточных полисахаридов на
ростовые характеристики штамма 20Z практиче-
ски не изучено, но показано, что уровень глико-
гена в лимитированных по азоту условиях может
достигать 35% от веса сухих клеток [8].

Цель работы – получение модифицированных
штаммов M. alcaliphilum 20Z с нарушениями в био-
химических путях синтеза сахарозы и гликогена и
изучение влияния этих метаболических дефектов
на относительное содержание белка в клетках.

МЕТОДИКА

Бактерии и условия культивирования. Культу-
ру Methylotuvimicrobium alcaliphilum 20Z (VKM
B-2133T = NCIMB 14124T) и модифицированные
штаммы этого метанотрофа выращивали при
30°С в минеральной среде “2П”, являющейся мо-
дификацией среды “П” [17] и содержащей (г/л):
Na2HPO4 · 12H2O – 1.5; KH2PO4 – 0.7; KNO3 – 2.0;
MgSO4 · 7H2O – 0.4; CaCl2 – 0.04 и 2 мл/л раство-
ра микроэлементов (в мг/л): ЭДТА-Na2 – 5000;
FeSO4 · 7H2O – 2; ZnSO4 · 7H2O – 0.1; MnCl2 ·
· 4H2O – 0.03; CuCl2 · 5H2O – 0.04; CoCl2 · 6H2O –
0.2; NiCl2 · 6H2O – 0.2; Na2MoO4 – 0.03. В среду
вносили 3% NaCl (оптимальная концентрация для

штамма 20Z), перед засевом добавляли NaHCO3 в
конечной концентрации 0.1 М. При определении
удельной скорости роста, культуры выращивали
в герметично закрытых флаконах объемом 200 мл,
содержавших 30 мл среды. Во флаконы шпри-
цем добавляли по 50 мл СН4 или 0.5% метанола
(об./об.). Штаммы Escherichia coli Top10 и S-17-1
выращивали при 37°С в жидкой или на агаризо-
ванной (1.5% агара “Difco”, США) среде ЛБ [18] с
добавлением при необходимости 100 мкг/мл ка-
намицина (Км).

Конструирование мутантных штаммов. Для эли-
минации гена sps (MALCv4_0614), кодирующего са-
харозофосфатсинтазу (СФС, КФ 2.4.1.14), а также
генного кластера (MALCv4_3499–MALCv4_3508),
содержащего два гена гликогенсинтаз (рис. 1),
фрагменты ДНК, фланкирующие данные локусы,
амплифицировали с использованием праймеров
(табл. 1) и клонировали в вектор pCM433Kan [19]
по сайтам BglII и NdeI, SacII и SacI. Полученным
вектором pCMsps трансформировали клетки E. coli
S-17-1, затем плазмиду переносили в клетки мета-
нотрофа с помощью конъюгации, как описано
ранее в работе [20]. Культуры M. alcaliphilum 20Z и
E. coli S-17-1 выращивали на соответствующих
агаризованных средах, затем суспендированные
клетки двух бактерий смешивали на чашках с ага-
ризованной средой “2П”, содержащей 0.75% NaCl
и 2.5% среды LB. Чашки выдерживали в атмосфе-
ре смеси метана и воздуха (1 : 1) в течение 2 сут,
затем клетки высевали на агаризованную среду
“2П”, содержащую 3% NaCl и 100 мкг/мл Км.
Устойчивые к канамицину колонии выращивали
в жидкой среде с Км, затем суспензию клеток
(около 100 мкл) высевали на агаризованную среду
“2П”, содержащую 2.5% сахарозы. Выросшие в
результате, устойчивые к сахарозе колонии, пред-
ставляли собой дикий тип или мутант с желаемой
делецией [21]. Генотип устойчивых к сахарозе ко-
лоний проверяли с помощью ПЦР, отбирая коло-
нии, не содержащие гена sps. В результате был по-
лучен делеционный мутант Δspsum, не несущий
маркеров устойчивости к антибиотикам. Для по-
лучения двойного мутанта Δspsglgum вышеуказан-
ную процедуру повторяли, внося в клетки штам-

Рис. 1. Кластер генов, ответственных за метаболизм гликогена у M. alcaliphilum 20Z: glgA1, glgA2 – гены гликогенсинтаз;
glgB1, glgB2 – гены ферментов ветвления гликогена; glgС – ген АДФ-глюкопирофосфорилазы; manB – ген α-маннозида-
зы; malQ – ген 4-α-глюкантрансферазы; amyА, amyC – гены α-амилаз; ? – ген белка с неизвестной функцией.
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ма Δspsum плазмиду pCMglg, полученную клони-
рованием в вектор pCM433Kan фрагментов ДНК,
фланкирующих кластер метаболизма гликогена,
по сайтам AatII, BglII и ApaI, SacI.

Олигонуклеотиды синтезировали в фирме “Ев-
роген” (Россия), ДНК секвенировали в фирме
“Генотех” (Россия).

Количественный анализ сахарозы и гликогена. Для
количественного анализа метаболитов клетки ди-
кого и мутантных штаммов M. alcaliphilum выращи-
вали до начала стационарной фазы (ОП 1.0–1.2) в
качалочных колбах объемом 750 мл с 200 мл среды
“2П”. Газовую фазу в колбах заменяли смесью ме-
тана и воздуха в соотношении 1 : 1, или в каче-
стве углеродного субстрата использовали метанол
(0.5% вес/об.) Клетки собирали центрифугирова-
нием при 6000 g в течение 10 мин, полученную
биомассу лиофилизировали. Для измерения со-
держания сахарозы навески сухих клеток (~30 мг)
суспендировали в 80%-ном метаноле, обрабатыва-
ли ультразвуком 3 раза по 10 с с перерывами по
1 мин на дезинтеграторе “MSE” (Фирма, Англия),
а затем центрифугировали 5 мин при 14500 g. Су-
пернатант переносили в чистые пробирки и упа-
ривали, сухой остаток растворяли в 200 мкл де-
ионизованой воды и дважды экстрагировали хло-
роформом. Водную фракцию использовали для
измерения сахарозы методом ВЭЖХ на колонке
“Repro-Gel H + column” (9 мкм, 250 × 8 мм,
“Dr.Maisch”, Германия) с использованием ре-
фрактометрического детектора. В качестве по-
движной фазы использовали 1.0 мМ Н2SO4 со
скоростью протока 0.5 мл/мин, температура ко-
лонки составляла 50°С.

Для экстракции гликогена 10 мг сухих клеток
суспендировали в 30%-ном КОН, выдерживали
при 95°С в течение 30 мин. Полученный лизат
охлаждали во льду, добавляли два объема этанола,
выдерживали при –20°С в течение 1 ч, центрифуги-
ровали при 14500 g 10 мин. Осадок растворяли в де-

ионизованой воде, доводя рН до 3.0 5 М HCl и вновь
осаждали этанолом в соотношении 1 : 1 (об./об.).
Образцы инкубировали 1 ч при –20°С, центрифу-
гировали 10 мин при 14500 g, осадок высушивали
и растворяли в деионизованой Н2О. Концентра-
цию гликогена определяли с помощью набора
“Glycogen Assay kit” (“Sigma”, США) согласно ре-
комендациям производителя. Для определения
содержания белка в биомассе навески лиофилизи-
рованных клеток (около 10 мг) суспендировали
в 1 M NaOH, прогревали в микроволновой печи
3 раза по 10 с с мощностью 600 кВт. Образцы цен-
трифугировали 10 мин при 14500 g, надосадочную
жидкость переносили в чистые пробирки. Кон-
центрацию белка определяли методом Лоури.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Получение мутантных штаммов и анализ их ро-
стовых характеристик. Ранее инсерцией канами-
циновой кассеты в последовательность гена sps
нами был получен штамм M. alcaliphilum, который
не накапливал сахарозу [15]. Поскольку культи-
вирование таких штаммов предполагает приме-
нение антибиотика, а для объединения в одном
штамме ряда мутаций требуется нескольких ан-
тибиотиков, в работе использовали методологию
получения безмаркерных мутаций контрселекци-
ей с геном sacB [21], ранее применявшуюся для
получения мутаций у галотолерантного метано-
трофа M. buryatense 5GB1 [19]. Ген sacB кодирует
периплазматическую левансахаразу, его экспрес-
сия у грамотрицательных бактерий, инкубируе-
мых в присутствии экзогенной сахарозы, вызыва-
ет летальный эффект, предположительно обу-
словленный синтезом фруктозильного полимера,
левана, который полностью заполняет периплаз-
матическое пространство клетки [22]. Сначала был
получен безмаркерный штамм Δspsum с делецией ге-
на sps. Далее из хромосомы этого штамма был уда-

Таблица 1. Праймеры, использованные в работе

Праймер Мишень Последовательность (5'-3')

sps-up-F Участок ДНК, фланкирующий ген sps
с 5'-конца

TTAGATCTGTTTGATTTTTAAGAGTCGAGGATT

sps-up-R TACATATGCGATTTGCCGAAGGCTATTT

sps-dw-F Участок ДНК, фланкирующий ген sps
с 3'-конца

TTCCGCGGCATGATATCGTTGCAGGGGATTCC

sps-dw-R TTGAGCTCCAGGAAATTCGCGTTGTTGC

glg-up-F Участок ДНК, фланкирующий ген glgA1 
с 5'-конца

GAGACGTCGCTCAACCGACTCATTGACG

glg-up-R GTGATCTGGGATGAATCGGCCTCATTCG

glg-dw-F Участок ДНК, фланкирующий ген glgB2 
с 3'-конца

GAGGGCCCGTGGAATAGTAGCGCTAAAC

glg-dw-R GAGAGCTCGATCAAAATCCGGCGTCGGGGGTCG
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лен кластер, содержащий гомологичные гены glgA1
и glgA2, кодирующие гликогенсинтазы (с 19%-ной
идентичностью транслированных аминокислот-
ных последовательностей), включающий также
гены glgB1 и glgB2, кодирующие ферменты ветв-
ления гликогена (рис. 1). В результате получен
штамм Δspsglgum.

Скорость роста полученного мутанта Δspsum

(0.05 ± 0.02 ч–1) на метане оказалась ниже, чем
штамма дикого типа (0.094 ± 0.006 ч–1) и штамма
Δspsglgum (0.089 ± 0.03 ч–1), снижался также выход
биомассы у мутантов (рис. 2). Однако начальная
скорость роста штамма Δspsum на метаноле не от-
личалась от скорости роста штамма дикого типа,
а оптическая плотность культуры к началу стаци-
онарной фазы была примерно на 30% выше.

Накопление сахарозы и гликогена клетками му-
тантных штаммов. Штаммы Δspsum и Δspsglgum не
накапливали сахарозу, в то время как содержание
этого дисахарида в клетках штамма дикого типа,
растущего на метане, составило 25 ± 10 мг/г сухой
биомассы и 45 ± 3 мг/г выращенных на метаноле
клеток.

Уровень гликогена в клетках штаммов 20Z и
Δspsum, выращенных на метаноле, был в 2 раза вы-
ше, чем при выращивании на метане, но суще-
ственных различий в содержании гликогена меж-
ду штаммами 20Z и Δspsum не выявлено. У штамма
Δspsglgum гликоген не обнаружен (рис. 3а). В клет-
ках штамма Δspsum, выросших на метане, содержа-
ние белка было на 30% больше по сравнению с
клетками дикого типа, а в клетках штамма Δspsglgum

выше на 50% (рис. 3б). Однако видимых различий
в содержании белка у выращенных на метаноле
штаммов 20Z и Δspsum не выявлено.

Таким образом, получены модифицированные
штаммы облигатного метанотрофа I типа M. alca-
liphilum 20Z с нарушенным синтезом запасных уг-
леродных соединений – сахарозы и гликогена.
Данные метаболические дефекты по-разному вли-
яли на физиологические свойства метанотрофа
при его выращивании на метане или метаноле.
Гликоген закономерно не обнаружен при элими-
нации кластера генов, который кроме ферментов
синтеза гликогена, гликогенсинтаз, кодирует так-

Рис. 2. Динамика роста M. alcaliphilum 20Z (1), штам-
ма Δspsum с делецией гена синтеза сахарозы (2) и
двойного мутанта Δspsglgum (3) на метане (а) и мета-
ноле (б).
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Рис. 3. Содержание гликогена (а, мг/г сухой биомас-
сы) и белка (б, мг/г сухой биомассы) в клетках штам-
ма M. alcaliphilum дикого типа (20Z) и штамма с деле-
цией гена синтеза сахарозы (Δspsum) и двойного му-
танта (Δspsglgum) при росте на метане (черные столбцы)
и метаноле (штрихованые столбцы).
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же сопутствующие ферменты ветвления и распада
гликогена (АДФ-глюкопирофосфорилазу, α-ман-
нозидазу, 4-α-глюкантрансферазу и две α-амила-
зы) (рис. 1). В работе показана принципиальная
возможность относительно стабильного роста ме-
танотрофа в отсутствие синтеза запасных соедине-
ний углерода и энергии.

У M. alcaliphilum 20Z функционирует два меха-
низма синтеза гликогена из первичных метаболи-
тов рибулозомонофосфатного пути ассимиляции
С1 соединений (рис. 4). Метанотрофы синтезиру-
ют сахарозу с участием сахарозофосфатсинтазы
(Sps, КФ 2.4.1.14) и сахарозофосфатфосфатазы (Spp,
КФ 3.1.3.24), конденсируя фруктозо-6-фосфат и
УДФ-глюкозу, выделяя при этом неорганический
фосфат. На следующем этапе амилосахараза (Ams,
КФ 2.41.4) осуществляет перенос гликозильного
остатка сахарозы на гликоген с образованием сво-

бодной фруктозы. Фруктоза может быть преобразо-
вана обратно во фруктозо-6-фосфат АТФ-зависи-
мой фруктокиназой (FruK, КФ. 2.7.1.4) [16]. Гены,
кодирующие ферменты синтеза и последующего
метаболизма сахарозы у метанотрофов I типа рас-
положены в одном опероне sps–spp–fruK–ams и
детерминируют так называемый “цикл сахаро-
зы” [16]. Для синтеза гликогена через цикл саха-
розы требуются две молекулы нуклеотидтрифос-
фата (НТФ). Этот путь является более энергоза-
тратным по сравнению с путем, осуществлямым
при участии АДФ-глюкопирофосфорилазы и гли-
когенсинтазы, в котором для присоединения гли-
козильного остатка к праймеру гликогена тратит-
ся только одна молекула НТФ (рис. 4). При этом
негативное влияние элиминации Sps на скорость
роста на метане весьма оказалось неожиданным.
Известно, что монооксигенирование СН4 проис-

Рис. 4. Пути синтеза гликогена у M. alcaliphilum 20Z: через сахарозу в качестве промежуточного метаболита (синие
стрелки) или прямой путь с участием гликогенсинтаз (красные стрелки).
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ходит с потреблением восстановленных эквива-
лентов, потому блокирование энергетически за-
тратного пути синтеза гликогена через сахарозу в
качестве промежуточного продукта должно ока-
зывать стимулирующий эффект на рост бактерии.
С другой стороны, окисление СН4 сопровождает-
ся образованием активных форм кислорода [23].
Значительное замедление роста на метане, но не
метаноле, штамма с нарушенным синтезом саха-
розы позволяет предположить, что сахароза у ме-
танотрофов может участвовать в защите клеточ-
ных мембран в процессе монооксигенирования.

Таким образом, элиминация путей биосинте-
за запасных углеводов привела к значительному
(~50%) увеличению содержанию белка в клетках
M. alcaliphilum 20Z, что демонстрирует целесооб-
разность генной модификации метанотрофов с
целью повышения качества биомассы как кормо-
вой добавки. Полученные в работе значения от-
носительного содержания белка (32–34% для ди-
кого типа и 48–51% для мутанта) ниже достигну-
тых ранее показателей для другого метанотрофа,
Methylococcus capsulatus (70%) [4]. Необходимо при-
нять во внимание, что выше приведенные пока-
затели для M. alcaliphilum были получены в усло-
виях периодического культивирования. При этом
оптимизация условий культивирования не входи-
ла в задачи данной работы. Дальнейшее улучше-
ние характеристик потенциальных штаммов-про-
дуцентов гаприна может быть достигнуто путем оп-
тимизации состава среды и условий ферментации.

Работа выполнена при поддержке гранта
ФЦП № 075-15-2019-1830 Минобрнауки Рос-
сии, уникальный идентификатор проекта RF-
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Construction of a Type I Metanotroph with a Reduced Ability
to Accumulate Glycogen and Sucrose

S. Yu. Buta, S. N. Dedyshb, V. O. Popovc, N. V. Pimenovb, and V. N. Khmeleninaa, *
aFederal Research Center “Pushchino Scientific Center for Biological Research RAS”, G.K. Skryabin Institute

of Biochemistry and Physiology of Microorganisms, RAS, Pushchino, Moskow reg., 142290 Russia
bS.N. Vinogradski Institute of Microbiology, Federal Research Center “Fundamental basis of biotechnology” RAS,

Moscow, 119071 Russia
cA.N. Bach Institute of Biochemistry, Federal Research Center “Fundamental basis of biotechnology” RAS,

Moscow, 119071 Russia
*e-mail: khmelenina@ibpm.pushchino.ru

Mutant strains of the halotolerant type I methanotroph, Methylotuvimicrobium alcaliphilum 20Z, with the
inactivated sps gene encoding sucrose phosphate synthase and deletion of a gene cluster for synthesis and
degradation of glycogen, were obtained. Blocking the synthesis of sucrose and glycogen increased the pro-
tein content in cells, but slightly reduced the growth rate of the methanotroph under methane. This paper
showed the possibility of a relatively stable growth of methanotroph in the absence of synthesis of the stor-
age carbon compounds.

Keywords: methanotrophic bacteria, Methylotuvimicrobium, sucrose, glycogen, protein biosynthesis from methane
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