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ВЛИЯНИЕ НА РОСТОВЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ  
И АМИНОКИСЛОТНЫЙ СОСТАВ БИОМАССЫ МЕТАНОТРОФА

© 2024 г.  С. Ю. Бута, b, *, О. Н. Розоваа, b, С. В. Чистяковаb, Д. С. Потаповаc,  
В. Н. Хмеленинаb, И. И. Мустахимова, b

аИнститут микробиологии им. С.Н. Виноградского, ФИЦ Биотехнологии РАН, Москва, 119071, Россия
bФИЦ “Пущинский научный центр биологических исследований РАН”, ИБФМ РАН,  

Московская обл., Пущино, 142290, Россия
cТульский государственный университет, Тула, 300012, Россия

*e-mail: sergeybut20063@gmail.com
Поступила в редакцию 20.06.2024 г.

После доработки 24.06.2024 г.
Принята к публикации 24.06.2024 г.

Methylococcus capsulatus MIR – штамм метанотрофных бактерий, потенциально пригодный для 
использования в биотехнологии получения кормового белка и других продуктов с добавленной 
стоимостью из метана. Геномный анализ не выявил у Mc. capsulatus MIR известных путей С3-
карбоксилирования, необходимых для восполнения интермедиатов цикла трикарбоновых кис-
лот и полноценного функционирования метаболизма. Ген pepc, кодирующий ФЕП-карбоксилазу 
у Methylomonas rapida 12, вносили в клетки Mc. capsulatus MIR на плазмиде под контролем промотора 
средней силы. Экспрессия гетерологичной ФЕП-карбоксилазы в клетках рекомбинантного штамма 
привела к повышению содержания глутамата, глицина и лизина, однако не привела к увеличению 
скорости роста культуры. Таким образом, внесение гетерологичной ФЕП-карбоксилазы, осущест-
вляющей реакцию С3-карбоксилирования, способствует повышению пищевой ценности биомассы 
метанотрофа.
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Метан является вторым по распространенно-
сти после диоксида углерода парниковым газом. 
При этом концентрация метана в атмосфере в по-
следнее время выросла до угрожающих значений, 
что вносит значительный вклад в глобальное по-
тепление (Schaefer et  al., 2016; Tollefson, 2022). 
Одним из основных источников метана является 
попутный газ, выделяемый при добыче нефти, ко-
торый в настоящее время большей частью не ис-
пользуется, а просто сжигается. Аэробные мета-
нотрофы – специализированная группа бактерий, 
использующих метан и метанол в качестве источ-
ников углерода и энергии (Hanson, Hanson, 1996). 
Благодаря способности синтезировать из метана 
все клеточные компоненты, метанотрофы рас-
сматриваются в качестве биокатализаторов при 
получении широкого спектра органических со-
единений (Henard et al., 2016; Strong et al., 2016). 

Термотолерантный метанотроф Methylococcus 
capsulatus MIR, выделенный из  ила городских 
очистных сооружений Иркутска, обладает вы-
сокой скоростью роста при 42°С и перспективен 
в качестве продуцента кормового белка (Oshkin 
et al., 2022).

Анализ доступных геномов метанотрофов рода 
Methylococcus не  выявил гены, кодирующие из-
вестные ферменты С3-карбоксилирования (Oshkin 
et al., 2021). Вместе с тем данные анаплеороти-
ческие реакции важны в метаболизме бактерий, 
поскольку восполняют пул соединений, образу-
ющихся в  цикле трикарбоновых кислот (ЦТК) 
и расходующихся на синтез аминокислот и вто-
ричных метаболитов. Метанотрофы I  типа ис-
пользуют рибулозомонофосфатный цикл в каче-
стве основного пути ассимиляции С1-соединений. 
Кроме того, у этих бактерий присутствуют гены 
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серинового пути, который, однако, считается не-
полным из-за отсутствия генов фосфоенолпируват 
(ФЕП) карбоксилазы ‒ одного из ключевых фер-
ментов серинового пути (But et al., 2019). Единствен-
ным исключением из этой закономерности являют-
ся метанотрофы рода Methylomonas, поскольку в их 
геномах имеется полный набор генов серинового 
цикла. У других метанотрофов I типа, в частности, 
у Methylotuvimicrobium alcaliphilum 20Z, имеются пи-
руваткарбоксилаза и  ФЕП-карбоксикиназа, по-
видимому, выполняющие функцию восполнения 
оксалоацетата  – предшественника аминокислот 
аспартатной группы. Ранее было обнаружено, что 
сверхэкспрессия С3 карбоксилаз может улучшать 
ростовые характеристики гетеротрофных бактерий 
за счет увеличения потока углерода в ЦТК (Koffas 
et al., 2003; Buch et al., 2010). Аналогичный эффект 
можно ожидать для метанотрофов.

Целью данной работы являлось изучение влия-
ния экспрессии гетерологичной ФЕП-карбоксилазы 
из Methylomonas rapida 12 на ростовые характеристи-
ки и накопление аминокислот у термотолерантного 
метанотрофа Mc. capsulatus MIR.

Mc. capsulatus MIR выращивали на  среде П 
(Хмеленина и соавт., 1994) в атмосфере метана 
и воздуха при 42°С. Для сверхэкспрессии ФЕП-
карбоксилазы была создана плазмида, в  кото-
рой ген pepc из Methylomonas rapida 12 находился 
под контролем промотора PphaC из Cupriavidus 
necator H16. Ранее PphaC зарекомендовал себя 
как промотор средней силы при использовании 

в клетках Mc. capsulatus (Rumah et al., 2023). По-
лученную плазмиду pAWP-pepc вводили в клет-
ки Mc. capsulatus MIR с  помощью конъюгации 
со  штаммом E. coli S-17-1. Трансконъюган-
ты отбирали на  среде П, содержащей 25 мкг/
мл канамицина. Для получения рекомбинант-
ной ФЕП-карбоксилазы ген pepc клонировали 
в экспрессионном векторе pET28b(+), получен-
ной плазмидой трансформировали штамм E. coli 
Rosetta (DE3). Клетки, несущие плазмиду, вы-
ращивали на среде LB до ОП600 ~ 0.6, индукцию 
экспрессии осуществляли с помощью добавления 
изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида (ИПТГ) 
до концентрации 0.5 мМ и инкубацией в течение 
ночи при 18°С. Рекомбинантный фермент очи-
щали на колонке с Ni-NTA-агарозой (“Quiagen”, 
Германия), элюируя градиентом имидазола. Ак-
тивность ФЕП-карбоксилазы измеряли спектро-
фотометрически при 340 нм в реакционной сме-
си, содержавшей 50 мМ MOPS-KOH (рН 9.0), 5 
мМ MgCl2, 5 мМ KHCO3, 3 мМ НАДН, 5 Е малат-
дегидрогеназы из Methylosinus trichosporium OB3b 
(Розова и соавт., 2019). Для измерения содержа-
ния аминокислот Mc. capsulatus MIR/pAWP-pepc 
выращивали в качалочных колбах с 200 мл среды 
П, содержавшей 25 мкг/мл канамицина. Колбы 
заполняли смесью метан‒воздух (1 : 1), культиви-
ровали при 42°С в течение 2 сут. В качестве кон-
троля использовали клетки, несущие плазмиду 
pAWP-PphaC без гена pepc. Биомассу собирали, 
лиофилизировали, метаболиты экстрагировали 

Рис. 1. Кривые роста штаммов MIR/pAWP-Pphac (1) и MIR/pAWP-pepc (2).
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80%-м хлороформом. Экстракты упаривали досуха, 
растворяли в воде, несколько раз экстрагировали ме-
танолом, водную фракцию использовали для анализа 
аминокислот. Анализ проводили на колонке Reprosil 
OPA (“Dr. Maisch”, Германия), как описано ранее 
(But et al., 2020).

Функциональность ФЕП-карбоксилазы 
из Methylomonas methanica 12 была доказана с по-
мощью гетерологичной экспрессии в  E. coli. 
Фермент катализировал карбоксилирование 
ФЕП до оксалоацетата в присутствии бикарбо-
нат-ионов. Максимальную активность рекомби-
нантная ФЕП-карбоксилаза проявляла при 45°С 
и  рН 9.0. Активность фермента в 2.5 раза сти-
мулировалась внесением в реакционную смесь 
пирувата. Фермент подчинялся кинетике Хил-
ла. В  присутствии 1  мМ  пирувата активность 
фермента (Vmax) составила 22.2 ± 0.6 Е/мг белка, 
а значение S0.5 для ФЕП – 0.26 ± 0.02 мМ. Пиру-
ват является одним из центральных метаболитов 
у метанотрофов I типа. Повышение активности 
и аффинности к субстрату ФЕП-карбоксилазы 
из Mm. methanica 12 в присутствии пирувата де-
лают данный фермент удачным выбором для соз-
дания синтетического анаплеротического пути 
у Mc. capsulatus MIR.

Гетерологичная экспрессия ФЕП-карбоксилазы 
в Mc. capsulatus MIR не привела к увеличению ско-
рости роста по сравнению с контрольным штаммом, 
несущим пустой вектор (рис. 1), при этом штамм, 
несущий ген pepc, накапливал меньше биомассы. 
Анализ свободных аминокислот выявил повышение 
уровня глутамата, глицина и лизина (рис. 2).

Данный результат является логичным, поскольку 
лизин и глутамат синтезируются из интермедиатов 

ЦТК – оксалоацетата (через аспартат) и 2-оксо-
глутарата соответственно. Примечательно, что 
при этом содержание аспартата в  клетках мо-
дифицированного штамма не изменилось, что, 
возможно, связано с  оттоком аминокислоты 
на биосинтез. Особый интерес представляет уве-
личение содержания лизина. Поскольку данная 
аминокислота является незаменимой, биомасса, 
обогащенная лизином, имеет повышенную цен-
ность с биотехнологической точки зрения. Экс-
прессия ФЕП-карбоксилазы не повлияла на ско-
рость роста, что можно объяснить тем фактом, 
что, в отличие от гетеротрофных бактерий (Koffas 
et al., 2003; Buch et al., 2010), ЦТК у метанотро-
фов не является основным источником энергии, 
а значительная часть восстановительных эквива-
лентов образуется при последовательном окисле-
нии метана до СО2.
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Рис. 2. Накопление аминокислот клетками штаммов MIR/pAWP-Pphac (1) и MIR/pAWP-pepc (2). Бары представ-
ляют стандартное отклонение для трех независимых экспериментов. Для определения статистической значимости 
различий использовали тест Стьюдента; *p < 0.05.
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SHORT COMMUNICATIONS

Expression of Heterologous PEP-Carboxylase in Methylococcus capsulatus MIR:  
the Influence on Growth Characteristics  

and Amino Acid Composition of Methanotrophic Biomass

S. Y. But1, 2, *, O. N. Rozova1, 2, S. V. Chistyakova2, D. S. Potapova3,  
V. N. Khmelenina2, I. I. Mustakhimov1, 2

1Winogradsky Institute of Microbiology, Research Center of Biotechnology, Russian Academy of Sciences,  
Moscow, 119071, Russia

2Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms, Pushchino Scientific Center for Biological Research,  
Russian Academy of Sciences, Moscow region, Pushchino, 142290, Russia

3Tula State University, Tula, 300012, Russia
*e-mail: sergeybut20063@gmail.com

Methylococcus capsulatus MIR is a strain of methanotrophic bacteria that is potentially suitable for 
producing feed protein and other value-added products from methane. Genomic analysis did not 
reveal in Mc. capsulatus MIR known pathways of C3-carboxylation, necessary for the replenishment 
of intermediates of the tricarboxylic acid cycle and the full functioning of metabolism. The pepc gene 
encoding PEP carboxylase in Methylomonas rapida 12 was introduced into Mc. capsulatus MIR cells on a 
plasmid under the control of a medium-strength promoter. Expression of heterologous PEP carboxylase 
led to an increase in the content of glutamate, glycine and lysine in the cells of the recombinant strain, 
but did not increase to the growth rate of the culture. Consequently, the introduction of heterologous 
PEP carboxylase, which carries out the C3-carboxylation reaction, helps to increase the nutritional value 
of the methanotroph biomass.

Keywords: methanotrophs, sinlge cell protein, Methylococcus capsulatus, PEP-carboxylase
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