
Мо лоч ная кис ло та ши ро ко ис поль зу ет ся в
пи ще вой про мыш лен нос ти для кон сер ви ро ва ния
и аро ма ти за ции и в про из вод с т ве би о дег ра ди ру е -
мой плас т мас сы — по ли лак та та. Дру гая сфе ра ис -
поль зо ва ния мо лоч ной кис ло ты — по лу че ние би о -
дег ра ди ру е мо го рас т во ри те ля этил лак та та, ко то -
рый при ме ня ет ся при про из вод с т ве элек т ро тех ни -
ки, ла ков и кра сок, тек с ти ля, сма зок, кле ев и т.д.
Пред по ла га ет ся, что не ток сич ные эфи ры мо лоч -
ной кис ло ты по тен ци аль но мо гут за ме нить бо лее
80% рас т во ри те лей, ис поль зу е мых в мире в нас то я -
щее вре мя. В свя зи с этим ак ту аль ной ста но вит ся
за да ча раз ра бот ки эф фек тив ных спо со бов про из -
вод с т ва мо лоч ной кис ло ты.

Тра ди ци он но для по лу че ния мо лоч ной кис -
ло ты ис поль зу ют мик ро би о ло ги чес кие спо со бы,
ос но ван ные на куль ти ви ро ва нии бак те ри аль ных
штам мов мо лоч но кис лых бак те рий. Не дос тат ком
бак те ри аль ных штам мов — про ду цен тов мо лоч -
ной кис ло ты яв ля ет ся их чув с т ви тель ность к низ -
ким зна че ни ям рН и вы со ким кон цен т ра ци ям ко -
неч но го продукта, что при во дит к за мед ле нию рос -
та куль ту ры, сни же нию ско рос ти син те за це ле во -
го про дук та и, как след с т вие, преж дев ре мен но му
за вер ше нию про цес са фер мен та ции. 

В свя зи с этим осо бый ин те рес для соз да ния 
про ду цен тов мо лоч ной кис ло ты пред с тав ля ет кон -
с т ру и ро ва ние штам мов мик ро ор га низ мов, в мень -
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Ср ав не ние L-лактат дегидроген аз раз  лич но  го пр о ис хо ж де ни я 
в к летка х дрож жей  Schizosaccharomyce s pom be

Ис с ле до ва на эк с прес сия ге нов ldh1 Bos taurus, ldhA Ho mo sapiens, ldhA Rhizopus
oryzae, ldh1 Lactobacillus plantarum, ldh1 Lactobacillus pentosus, ко ди ру ю щих L-лак -
татдегидрогеназы, в дрож же вых клет ках Schizosaccharomyces pombe ВКПМ У-3106.
Про ве де ны срав не ние ка та ли ти чес ких ха рак те рис тик фер мен тов, ко ди ру е мых эти -
ми ге на ми, а так же оцен ка уров ня син те за мо лоч ной кис ло ты по лу чен ны ми ре ком би -
нан т ны ми штам ма ми. По ка за но, что L-лактатдегидрогеназы из L. plan tarum и L. pentosus
об ла да ют на и боль шей фер мен та тив ной ак тив нос тью (при мер но в 2—2,5 раза бо лее 
вы со кой, чем фер мен ты мле ко пи та ю щих) и пер с пек тив ны для соз да ния штам мов -
 п ро ду цен тов мо лоч ной кис ло ты на ос но ве дрож жей S. pombe.

Клю че вые сло ва: ген ldh, L-лактатдегидрогеназа, мо лоч ная кис ло та, Schizosaccharomyces pombe. 

                                 
Бор щев ская Ла ри са Ни ко ла ев на, Гор де е ва Та ть я на Ле о ни дов на, Си не окий Сер гей Пав ло вич.

Спи сок со кра ще ний: ВЭЖХ — вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; ДТТ — ди ти от ре и тол; КЖ — ку ль ту ра ль ная
жид кость; МК — мо лоч ная кис ло та; ОП — оп ти че ская плот ность; п.н. — пар нук ле о ти дов; ПЦР — по ли ме раз ная цеп ная ре ак -
ция; LDH — лак тат де гид ро ге на за; ldh — ген LDH; NADH — ни ко ти на ми да де нин ди нук ле о тид вос ста нов лен ный.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



шей сте пе ни чув с т ви тель ных к низ ким зна че ни ям
рН и вы со ким кон цен т ра ци ям мо лоч ной кис ло ты. 

Пер с пек тив ным объ ек том для про из вод с т ва 
мо лоч ной кис ло ты яв ля ют ся, в час т нос ти, дрож жи, 
мно гие из ко то рых спо соб ны рас ти и осу щес т в -
лять бро же ние в ус ло ви ях по вы шен ной кис лот нос -
ти [1] и в от ли чие от бак те рий не тре бу ют для рос -
та слож ных по сос та ву сред.

Вы бор ге нов, ко ди ру ю щих лак тат де гид ро ге -
на зы, ко то рые эф фек тив но ра бо та ют в дрож жах
Schizosaccharomyces pombe, и соз да ние с их ис -
поль зо ва ни ем про мыш лен но- цен ных про ду цен -
тов мо лоч ной кис ло ты яв ля ет ся важ ной за да чей.
По вы шен ный ин те рес к соз да нию вы со ко эф фек -
тив ных про ду цен тов мо лоч ной кис ло ты на ос но ве 
S. pombe свя зан не толь ко с дос та точ но хо ро шей ге -
не ти чес кой изу чен нос тью это го объ ек та, но и с тем,
что эти дрож жи на и бо лее ус той чи вы к низ ким зна -
че ни ям рН сре ды и вы со ким кон цен т ра ци ям мо -
лоч ной кис ло ты [2]. Дан ный вид дрож жей так же
не тре бу ет слож ных ор га ни чес ких сред и удо бен
для про мыш лен ной фер мен та ции. Дрож жи S. pom -
be ус пеш но эк с прес си ру ют гены раз лич ных лак -
тат де гид ро ге наз. Так, по дан ным ра бо ты [3], S. pom -
be эк с прес си ро вал ген лак тат де гид ро ге на зы мле -
ко пи та ю щих (Ho mo sapiens) и про ду ци ро вал
мо лоч ную кис ло ту в ко ли чес т ве 88 г/л. В ра бо те
[2] были по лу че ны дрож жи S. pom be, эк с прес си ру -
ю щие ген лак тат де гид ро ге на зы из гри бов Rhi zo -
pus oryzae и про ду ци ру ю щие 58 г/л мо лоч ной кис -
ло ты за 8 сут.

Гены лак тат де гид ро ге наз с раз лич ной эф -
фек тив нос тью эк с прес си ру ют ся в дрож же вых сис -
те мах. Так, в ра бо те [4] срав ни ва ли эф фек тив -
ность эк с прес сии че ты рех раз лич ных ге нов лак -
тат де гид ро ге наз (ldh из мы шеч ной тка ни быка
Bos taurus, ба цилл Bacillus megaterium, мо лоч но -
кис лых бак те рий Lactobacillus casei и Lactoba -
cillus plantarum) в клет ках дрож жей Saccharo my -
ces cerevisiae. На и луч шие ре зуль та ты по лу че ны с
ис поль зо ва ни ем ге нов L. plantarum и L. casei, в мо -
дель ной сис те ме поз во лив шим по лу чить 6150 мг/л
и 4160 мг/л мо лоч ной кис ло ты, со от вет с т вен но, в
то вре мя как со от вет с т ву ю щий по ка за тель для ldh
из мы шеч ной тка ни быка B. taurus сос та вил 801 мг/л,
а для ба цил ляр но го ldh — 1371 мг/л. 

В дан ном ис с ле до ва нии в клет ках дрож жей
S. pombe про а на ли зи ро ва на ак тив ность пяти L-лак -
татдегидрогеназ раз лич но го про ис хож де ния — Bos 
taurus, Ho mo sapiens, Rhizopus oryzae, Lacto bacillus
plantarum и Lactobacillus pentosus — с целью по доб -
рать гены, на и бо лее пер с пек тив ные для соз да ния
штам мов - п ро ду цен тов мо лоч ной кис ло ты на ос но -
ве дрож жей Schizosaccaromyces pombe.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Ре ак ти вы. Трип тон, пеп тон, дрож же вой эк -
с тракт, глю ко за были по лу че ны из ком па нии «Ди -
аМ» (Рос сия), все фер мен ты для мо ле ку ляр ных ра -
бот — от фир мы Fermentas (Лит ва).

Штам мы и сре ды. Для стан дар т ных ген но -ин -
же нер ных ра бот (кон с т рук ция плаз мид, по лу че ние
плаз мид ной ДНК) ис поль зо ва ли штамм E.coli
XL1-Blue (recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relA1 lac [F proAB lacIqZM15 Tn10 (Tetr)])
(ВКПМ В-9838). Куль ту ру рас ти ли при 37° в сре де 
LB, г/л: трип тон — 10; дрож же вой эк с тракт — 5;
NaCl — 5. Штамм Schizosaccharomyces pombe
ВКПМ Y-3106 (leu1 32) был по лу чен из Аме ри кан -
с кой кол лек ции ти по вых куль тур (ATCC 38399).
Куль ту ру дрож жей рас ти ли при 30° на сре де YPD,
г/л: пеп тон — 20, дрож же вой эк с тракт — 15 с до -
бав ле ни ем 20 г/л глю ко зы. Все плот ные сре ды со -
дер жа ли агар в кон цен т ра ции 20 г/л. 

Фер мен та ция ре ком би нан т ных штам -
мов Schizosaccharomyces pombe. Штам мы вы ра -
щи ва ли в мик ро а э ро филь ных ус ло ви ях в те че ние
72 ч на пол ной пи та тель ной сре де YPD сле ду ю ще -
го сос та ва, г/л: пеп тон — 10; дрож же вой эк с тракт
— 5; глю ко за — 100. Ин ку ба цию про во ди ли в тер -
мос та те при 30° без аэра ции в объ е ме пи та тель -
ной сре ды 5 мл.

Клет ки триж ды от мы ва ли де и о ни зо ван ной
во дой и раз ру ша ли с по мощью стек лян ных ша ри -
ков по ме то ди ке [4].

Кон с т ру и ро ва ние эк с прес си он ных плаз -
мид. Все стан дар т ные ген но -ин же нер ные ма ни пу -
ля ции (об ра бот ка ДНК фер мен та ми, тран с фор ма -
ция E. coli) про во ди ли в со от вет с т вии с ме то ди ка -
ми, при ве ден ны ми в [5]. Прай ме ры, ис поль зу е -
мые в ра бо те, син те зи ро ва ны фир мой «Син тол»
(Мос к ва) и при ве де ны в табл. 1.

Тран с фор ма ция дрож жей S. pombe. Тран с -
фор ма ция плаз мид ной ДНК кле ток S. pombe вклю -
ча ла сле ду ю щие эта пы:

1. Вы ра щи ва ние в сре де YPD до кон цен т ра -
ции (0,5—1,0)·108 кл/мл;

2. Осаж де ние кле ток цен т ри фу ги ро ва ни ем,
про мы ва ние сна ча ла ле дя ной сте риль ной во дой, а
за тем ле дя ным рас т во ром 1 М сор би та;

3. Ре сус пен ди ро ва ние в ле дя ном рас т во ре 1 М
сор би та до кон цен т ра ции (1—5)109 кл/мл;

4. Об ра бот ка 25 мМ ДТТ в те че ние 15 мин,
за тем про мы ва ние 1 М рас т во ром сор би та;

5. Пе ре нос кле точ ной сус пен зии (40 мкл)
в ох лаж ден ную про бир ку Эп пен дор фа, до бав -
ле ние 100 нг ДНК и ин ку ба ция во льду в те че ние
5 мин;
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6. Пер нос сме си кле ток и плаз мид ной ДНК
в пред ва ри тель но ох лаж ден ную кю ве ту для элек т -
ро по ра ции;

7. Элек т ро по ра ция при сле ду ю щих ус ло ви -
ях: 2,5 кВ, 400 Ом, 25uF;

8. До бав ле ние 1 мл ле дя но го 1 М рас т во ра
сор би та;

9. По сев кле ток на твер дую се лек тив ную
сре ду с до бав ле ни ем ге не ти ци на (Invitrоgen Corp.).

Изу че ние фер мен та тив ной ак тив нос ти
лак тат де гид ро ге наз. Удель ную ак тив ность лак -
тат де гид ро ге наз оп ре де ля ли с ис поль зо ва ни ем об -
щеп ри ня той ме то ди ки [4].

Ак тив ность фер мен тов рас с чи ты ва ли по
фор му ле: 

X = E V/6,22a, мкмоль NADH/мин/мг бел ка,
где E — сред нее из ме не ние ОП про бы при дли не
вол ны 340 нм за 1 мин; V — ко неч ный объ ем про бы
в кю ве те (1,4 мл); 6,22 — ко эф фи ци ент мик ро мо ляр -
ной эк с тин к ции вос с та нов лен ной фор мы пи ри ди но -
вых нук ле о ти дов при дли не вол ны 340 нм; а — со -
дер жа ние бел ка в про бе, оп ре де лен ное в па рал лель -
ном об раз це ме то дом Ло у ри или дру гим, мг.

Оп ре де ле ние кон цен т ра ции мо лоч ной
кис ло ты в КЖ про во ди ли ме то дом ВЭЖХ [6].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для срав не ния ак тив нос ти L-лактат де гид -
рогеназ раз лич но го про ис хож де ния бы ла раз ра бо -
та на мо дель ная сис те ма, поз во ля ю щая ис с ле до -
вать ра бо ту фер мен тов в клет ках дрож жей S. pom -
be в оди на ко вых ус ло ви ях. Она ос но ва на на кло ни -
ро ва нии ге нов, ко ди ру ю щих раз лич ные L-лактат -

дегидрогеназы, в сос та ве ав то ном но реп ли ци ру е -
мо го эк с прес си он но го век то ра для дрож жей S. pom -
be pCMV-loxKm-ARS (рис. 1).

Век тор со дер жит силь ный про мо тор pCMV, 
обес пе чи ва ю щий кон с ти ту тив ную эк с прес сию ге -
нов, а ав то ном но реп ли ци ру е мый эле мент ARS1
поз во ля ет под дер жи вать ко пий ность плаз мид в
клет ках S. pombe на пос то ян ном уров не (око ло 15 ко -
пий на клет ку), что дает воз мож ность срав нить ра -
бо ту ге нов и ко ди ру е мых ими фер мен тов в оди на -
ко вых ус ло ви ях.

Кло ни ро ва ние ldh1 Bos ta u rus в со ста ве 
эк с п рес си он но го век то ра pCMV-loxKm-ARS

Для кло ни ро ва ния ldh1 B. taurus в эк с прес -
си он ном век то ре pCMV-loxKm-ARS при по мо щи
ПЦР с ис поль зо ва ни ем Taq-полимеразы и прай ме -
ров ldhbov-F, ldhbov-D (см. табл. 1) был по лу чен
фраг мент ДНК, со дер жа щий ко ди ру ю щую об ласть 
кло ни ру е мо го гена. 

Мат ри цей для ПЦР слу жи ла син те ти чес кая
пос ле до ва тель ность ДНК гена ldh1 B. taurus. Ам п ли -
фи ци ро ван ную ДНК раз ме ром 1001 п.н. рас щеп ля -
ли эн до нук ле а за ми NheI и NotI и ли ги ро ва ли с
ДНК так же рас щеп лен но го эк с прес си он но го век -
то ра pCMV-loxKm-ARS. По лу чен ной плаз ми дой
тран с фор ми ро ва ли E. coli. Кло ны, со дер жа щие не -
об хо ди мую встав ку ам п ли фи ци ро ван ной ДНК раз -
ме ром 1001 п.н., от би ра ли по ус той чи вос ти к ам -
пи цил ли ну. Плаз мид ную ДНК, вы де лен ную из отоб -
ран ных кло нов, иден ти фи ци ро ва ли с по мощью
рес т рик ци он но го ана ли за.

По лу чен ная плаз ми да раз ме ром 6929 п.н.
была наз ва на pCMV-loxKm-ARS-bov (рис. 2). 
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Та б ли  ца  1
Прай ме ры, ис по ль зо ван ные в ра бо те

На зва ние По сле до ва те ль ность (53) На зна че ние

ldhbov-F aaagctagcaataatggctactttaaaggatcaacttatt
Кло ни ро ва ние ldh1 B. taurus

ldhbov-D gaggcccagggtctcggcgcctta

ldhsap-F aaagctagccaccatggcaactctaaaggatca
Кло ни ро ва ние ldhА H. sapiens

ldhsap-D aaagtttaaacttaaaattgcagctccttttgga

ldhrhiz-F aaaagctagccaccatggtattacactcaaaggt
Кло ни ро ва ние ldh1 R. oryzaeldhrhiz-D aaagtttaaacttaacagctacttttagaaaagg

ldhpla-F aagctagccaccatgtcaagcatgccaaatcatcaaaaag
Кло ни ро ва ние ldh1 L. plantarum

ldhpla-D aaagcggccgctaattcagctaaaccgtcgtt

ldhpen-F aagctagccaccatgtcaagcatgccaaatcatcaaaaag
Кло ни ро ва ние ldh1 L. pentosusldhpen-D aaagcggccgctaattcagctaaaccgtcgtt
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Рис. 1. Фи зи чес кая кар та эк с прес си он но го век то ра pCMV-loxKm-ARS, вклю ча ю ще го сле ду ю щие эле мен ты: 1 — дрож же вой 
се лек тив ный мар кер kanMX, ко ди ру ю щий ус той чи вость к ге не ти ци ну, под кон т ро лем дрож же во го TEF-промотора; 2 — про мо тор ци -
то ме га ло ви ру са че ло ве ка CMV; 3 — ав то ном но реп ли ци ру е мый эле мент ARS1 S. pombe; 4 — се лек тив ный мар кер для кле ток E.coli
— ген AmpR, ко ди ру ю щий -лактамазу и при да ю щий клет кам ус той чи вость к ам пи цил ли ну; 5 — бак те ри аль ный pUC origin

Рис. 2. Фи зи чес кая кар та плаз ми ды pCMV-loxKm-ARS-bov, со дер жа щей бы чий ген ldh
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Рис. 3. Фи зи чес кая кар та плаз ми ды pCMV-loxKm-ARS-sap, со дер жа щей че ло ве чес кий ген ldh

Рис. 4. Фи зи чес кая кар та плаз ми ды pCMV-loxKm-ARS- rhiz, со дер жа щей ген ldh R. oryzae



30 Биотехнология, 2015, № 6

 БОР ЩЕВ С КАЯ и др.

Рис. 5. Фи зи чес кая кар та плаз ми ды pCMV-loxKm-ARS-pla, со дер жа щая ген ldh L. plantarum

Рис. 6. Фи зи чес кая кар та плаз ми ды pCMV-loxKm-ARS-pen, со дер жа щей ген ldh L. pentosus



Кло ни ро ва ние ldhA H. sa pi ens в со ста ве 
эк с п рес си он но го век то ра pCMV-loxKm-ARS

Для кло ни ро ва ния ldhA H. sapiens в эк с прес -
си он ном век то ре pCMV-loxKm-ARS при по мо щи
ПЦР с ис поль зо ва ни ем Taq-полимеразы и прай ме -
ров ldhsap-F, ldhsap-D (см. табл. 1) был по лу чен
фраг мент ДНК, со дер жа щий ко ди ру ю щую об ласть 
че ло ве чес ко го гена ldh1.

Мат ри цей для ПЦР слу жи ла син те ти чес кая
пос ле до ва тель ность ДНК гена ldh1 H. sapiens. Ам -
п ли фи ци ро ван ную ДНК раз ме ром 999 п.н. рас -
щеп ля ли эн до нук ле а за ми NheI и PmeI и ли ги ро ва -
ли с ДНК так же об ра бо тан но го эк с прес си он но го
век то ра pCMV-loxKm-ARS. По лу чен ной плаз ми -
дой тран с фор ми ро ва ли клет ки E. coli. Кло ны, со -
дер жа щие не об хо ди мую встав ку ам п ли фи ци ро -
ван ной ДНК раз ме ром 999 п.н., от би ра ли по ус той -
чи вос ти к ам пи цил ли ну. Плаз мид ную ДНК, вы де -
лен ную из отоб ран ных кло нов, иден ти фи ци ро ва -
ли с по мощью рес т рик ци он но го ана ли за.

По лу чен ная плаз ми да раз ме ром 6755 п.н.
была наз ва на pCMV-loxKm-ARS-sap (рис. 3). 

Кло ни ро ва ние ldh1 Rhi zo pus ory zae в со ста ве
эк с п рес си он но го век то ра pCMV-loxKm-ARS

Для кло ни ро ва ния ldh1 Rhizopus oryzae в эк -
с прес си он ном век то ре pCMV-loxKm-ARS при по -
мо щи ПЦР с ис поль зо ва ни ем Taq-полимеразы и
прай ме ров ldhrhiz-F, ldhrhiz-D (см. табл. 1) был по -
лу чен фраг мент ДНК, со дер жа щий ко ди ру ю щую
об ласть кло ни ру е мо го че ло ве чес ко го ге на. 

Мат ри цей для ПЦР слу жи ла то таль ная ге -
ном ная ДНК R. oryzae ВКПМ F-431. Ам п ли фи ци -
ро ван ную ДНК раз ме ром 960 п.н. рас щеп ля ли эн -
до нук ле а за ми NheI и NotI и ли ги ро ва ли с ДНК та -
ким же об ра зом об ра бо тан но го эк с прес си он но го
век то ра pCMV-loxKm-ARS. По лу чен ной плаз ми -
дой тран с фор ми ро ва ли клет ки E. coli. Кло ны, со -
дер жа щие не об хо ди мую встав ку ам п ли фи ци ро -
ван ной ДНК раз ме ром 960 п.н., от би ра ли по ус той -
чи вос ти к ам пи цил ли ну. Плаз мид ную ДНК, вы де -
лен ную из отоб ран ных кло нов, ис с ле до ва ли с ис -
поль зо ва ни ем рес т рик ци он но го ана ли за.

По лу чен ная плаз ми да раз ме ром 7069 п.н.
была наз ва на pCMV-loxKm-ARS-rhiz (рис. 4).

Кло ни ро ва ние ldh1 Lac to ba cil lus plan ta rum 
в со ста ве эк с п рес си он но го век то ра
pCMV-loxKm-ARS 

Для кло ни ро ва ния ldh1 L. plantarum в эк с -
прес си он ном век то ре pCMV-loxKm-ARS при по -

мо щи ПЦР с ис поль зо ва ни ем Taq-полимеразы и
прай ме ров ldhpla-F, ldhpla-D (см. табл. 1) был по -
лу чен фраг мент ДНК, со дер жа щий ко ди ру ю щую
об ласть кло ни ру е мо го гена. 

Мат ри цей для ПЦР слу жи ла то таль ная ге -
ном ная ДНК L. plantarum ВКПМ В-7636. Ам п ли -
фи ци ро ван ную ДНК раз ме ром 994 п.н. рас щеп ля -
ли эн до нук ле а за ми NheI и PmeI и ли ги ро ва ли с
ДНК эк с прес си он но го век то ра pCMV-Km-ARS,
об ра бо тан но го тем же спо со бом. По лу чен ной
плаз ми дой тран с фор ми ро ва ли клет ки E. coli. Кло -
ны, со дер жа щие не об хо ди мую встав ку ам п ли фи -
ци ро ван ной ДНК раз ме ром 994 п.н., от би ра ли по
ус той чи вос ти к ам пи цил ли ну. Плаз мид ную ДНК,
вы де лен ную из отоб ран ных кло нов, под вер га ли
рес т рик ци он но му ана ли зу.

По лу чен ная плаз ми да раз ме ром 6865 п.н.
была наз ва на pCMV-loxKm-ARS-pla (рис. 5). 

Кло ни ро ва ние ldh1 Lac to ba cil lus pen to sus 
в со ста ве эк с п рес си он но го век то ра
pCMV-Km-ARS

Для кло ни ро ва ния ldh1 Lactobacillus pen -
tosus в эк с прес си он ном век то ре pCMV-Km- ARS
при по мо щи ПЦР с ис поль зо ва ни ем Taq- по лимеразы 
и прай ме ров ldhpen-F, ldhpen-D (см. табл. 1) был
по лу чен фраг мент ДНК, со дер жа щий ко ди ру ю щую
об ласть кло ни ру е мо го гена. 

Мат ри цей для ПЦР слу жи ла то таль ная ге -
ном ная ДНК L. pentosus ВКПМ В-7667. Ам п ли фи -
ци ро ван ную ДНК раз ме ром 963 п.н. рас щеп ля ли
эн до нук ле а за ми NheI и PmeI и ли ги ро ва ли с ДНК
так же об ра бо тан но го эк с прес си он но го век то ра
pCMV-Km-ARS. По лу чен ной плаз ми дой тран с -
фор ми ро ва ли клет ки E. coli. Кло ны, со дер жа щие
не об хо ди мую встав ку ам п ли фи ци ро ван ной ДНК
раз ме ром 963 п.н., от би ра ли по ус той чи вос ти к ам -
пи цил ли ну. Плаз мид ную ДНК, вы де лен ную из
отоб ран ных кло нов, ис с ле до ва ли с по мощью рес т -
рик ци он но го ана ли за.

По лу чен ная плаз ми да раз ме ром 6877 п.н.
была наз ва на pCMV-loxKm-ARS-pen (рис. 6).

Транс фор ма ция реп ли ка тив ны ми 
плаз ми да ми

Эк с прес си он ные реп ли ка тив ные плаз ми ды, 
со дер жа щие гены, ко ди ру ю щие L-лактатдегид ро -
геназу, были пе ре не се ны пу тем тран с фор ма ции в
клет ки штам ма S. pombe Y-3106. 

На ли чие плаз мид в по лу чен ных штам мах
под т вер ж да ли ме то дом ПЦР с ис поль зо ва ни ем
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про ве роч ных прай ме ров (см. табл. 1) к ге нам со от -
вет с т ву ю щих лак тат де гид ро ге наз (рис. 7).

На ли чие ПЦР-ф раг мен тов ожи да е мо го раз -
ме ра (960 п.н. в слу чае ldh Rhizopus oryzae; 999 п.н.
— H. sapiens; 994 п.н. — L. plantarum; 963 п.н. —
L. pentosus; 1001 п.н. — B. taurus) под т вер ж да ет
при сут с т вие плаз мид и со от вет с т ву ю щих ге нов
ldh в по лу чен ных штам мах.

Эти штам мы ис поль зо ва ли для пос ле ду ю -
ще го изу че ния ка та ли ти чес кой ак тив нос ти L-лак -
татдегидрогеназ.

Ка та ли ти че ская ак тив ность 
L-лак тат де гид ро ге наз в клет ках S. po mbe

Штам мы, со дер жа щие эк с прес си он ные реп -
ли ка тив ные плаз ми ды с кло ни ро ван ны ми ге на ми
ldh раз лич но го про ис хож де ния, вы ра щи ва ли в
мик ро а э ро филь ных ус ло ви ях на пол ной пи та тель -
ной сре де с до бав ле ни ем ге не ти ци на и 2% глю ко -
зы в те че ние 48 ч. За тем клет ки от мы ва ли, раз ру -
ша ли и кле точ ные эк с трак ты, со дер жа щие L-лак -
тат дегидрогеназы, ис поль зо ва ли для ис с ле до ва -
ния их ак тив нос ти.

Ис с ле до ва ли ско рость пря мой (пи ру ватлак -
тат) и об рат ной (лак татпи ру ват) ре ак ций, ка та -
ли зи ру е мых LDH. Ки не ти чес кие ха рак те рис ти ки
ре ак ций оце ни ва ли по ве ли чи не из ме не ния сред -
не го зна че ния ОП про бы (E). Рас чет ак тив нос ти
фер мен тов про во ди ли с ис поль зо ва ни ем фор му -
лы, при ве ден ной в раз де ле «Ус ло вия эк с пе ри мен -
та». Ре зуль та ты пред с тав ле ны на рис. 8.

Ис с ле до ва ния по ка за ли, что на и боль шая
ско рость ре ак ции по нап рав ле нию от пи ру ва та к
лак та ту наб лю да ет ся у лак тат де гид ро ге наз из L. pla -
ntarum и L. pentosus, тог да как у дру гих изу чен ных 
фер мен тов ско рость этой ре ак ции была за мет но
ниже. Имен но ско рость ре ак ции об ра зо ва ния лак -
та та яв ля ет ся на и бо лее су щес т вен ным по ка за те -
лем при вы бо ре гена, на ос но ве ко то ро го пред по ла -
га ет ся кон с т ру и ро ва ние штам ма- п ро ду цен та мо -
лоч ной кис ло ты.

Срав ни те ль ный ана лиз про дук тив но сти
штам мов

Был про ве ден срав ни тель ный ана лиз про -
дук тив нос ти штам мов, со дер жа щих эк с прес си он -
ные реп ли ка тив ные плаз ми ды с кло ни ро ван ны ми
ге на ми ldh раз лич но го про ис хож де ния. Клет ки ре -
ком би нан т ных штам мов вы ра щи ва ли в мик ро а э ро -
филь ных ус ло ви ях в те че ние 72 ч на пол ной пи та -
тель ной сре де с до бав ле ни ем 10% глю ко зы.

Ме то дом ВЭЖХ ис с ле до ва ли со дер жа ние
мо лоч ной кис ло ты в об раз цах КЖ (табл. 2). 

Дан ные, при ве ден ные в табл. 2, по ка зы ва ют,
что на и боль шая про дук ция мо лоч ной кис ло ты наб -
лю да ет ся при эк с прес сии ге нов, ко ди ру ю щих L-лак -
татдегидрогеназы из L. plantarum и L. pen to sus.

Та ким об ра зом, дан ные по про дук тив нос ти
штам мов в от но ше нии де гид ро ге наз пол нос тью
сог ла су ют ся с дан ны ми об ак тив нос ти фер мен тов.

Из вес т но, что гены, ко ди ру ю щие лак тат де -
гид ро ге на зы раз лич но го про ис хож де ния, с раз ной 
эф фек тив нос тью эк с прес си ру ют ся в дрож же вых
сис те мах при раз лич ном уров не ак тив нос ти ко ди -
ру е мых ими фер мен тов или даже пол ном ее от сут -
с т вии [7]. Так, гены лак тат де гид ро ге на зы гри бов
ус пеш но эк с прес си ру ют ся в дрож же вой сис те ме,
так как зна че ние рН-оп ти му ма дей с т вия это го фер -
мен та рав но 6,0, а внут рик ле точ ное зна че ние рН
дрож жей ос та ет ся прак ти чес ки ней т раль ным при
рос те на глю ко зе даже при очень низ ких зна че ни -
ях внеш не го рН. В бак те ри аль ной клет ке при низ -
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Рис. 7. Ре зуль та ты ПЦР-а на ли за ис с ле ду е мых штам -
мов S. pombe Y-3106, не су щих гены ldh раз лич ных ор га низ -
мов, с по мощью про ве роч ных прай ме ров к этим ге нам: до -
рож ки 1—5 — R. oryzae (1); H. sapiens (2); L. plantarum (3);
L. pentosus (4); ldh В.taurus (5); М — мар кер ДНК (O’Ge ne Ru ler
1 kb DNA Ladder; свер ху вниз 250 п.н., 500, 750, 1000, 1500,
2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 п.н.)



ких зна че ни ях рН сре ды внут рик ле точ ное зна че -
ние рН па да ет до 5,0. Бак те ри аль ные LDH всег да
име ют бо лее низ кий рН-оп ти мум, чем эука ри о ти -
чес кие, од на ко в от ли чие от гриб ных лак тат де гид -
ро ге наз об ла да ют вы со кой удель ной ак тив нос тью
[8] и по э то му в дрож жах ра бо та ют бо лее эф фек -
тив но.

В дан ной ра бо те в оди на ко вой эк с прес си он -
ной сис те ме дрож жей S. pombe были изу че ны
L-лактатдегидрогеназы раз лич но го про ис хож де -
ния: гриб ная — из Rhizopus oryzae, мле ко пи та ю -
щих — из Bos taurus и Ho mo sapiens, и из мо лоч но -

кис лых бак те рий — L. plantarum и L. pentosus. Ис с -
ле до ва ния по ка за ли, что гены ldh из мо лоч но кис -
лых бак те рий L. plantarum и L. pen tosus эф фек тив -
но эк с прес си ру ют ся в клет ках S. pom be, а ко ди ру е -
мые ими фер мен ты об ла да ют на и боль шей удель -
ной ак тив нос тью, что обес пе чи ва ет са мую вы со -
кую про дук цию штам ма ми мо лоч ной кис ло ты сре -
ди всех изу чен ных штам мов.

Та ким об ра зом, гены ldh Lactobacillus plan -
tarum и Lactobacillus pentosus мо гут быть ис поль -
зо ва ны для соз да ния штам мов - п ро ду цен тов мо -
лоч ной кис ло ты на ос но ве дрож жей S. pombe.
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Рис. 8. Срав не ние ак тив нос ти лак тат де гид ро ге наз (свет лый пря мо у голь ник — пи ру ватлак тат, тем ный пря мо у голь -
ник — лак татпи ру ват) из раз лич ных ис точ ни ков в клет ках дрож жей S. pombe: 1 — R. oryzae: 2 — L. pentosus; 3  — L. plan -
tarum; 4 — H. sapiens; 5 — B. taurus

Та б ли  ца  2

Про дук ция мо лоч ной кис ло ты ре ком би нан т ны ми штам ма ми 

Штамм Про ис хож де ние
L-лак тат де гид ро ге на зы

Кон цен т ра ция мо лоч ной
кис ло ты в КЖ, г/л

S. pombe Y-3106/ pCMV-loxKm-ARS-bov B. taurus 2

S. pombe Y-3106/ pCMV-loxKm-ARS-sap H. sapiens 7

S. pombe Y-3106/ pCMV-loxKm-ARS-rhiz R. oryzae 3

S. pombe Y-3106/ pCMV-loxKm-ARS-pla L. plantarum 18

S. pombe Y-3106/ pCMV-loxKm-ARS-pen L. pentosus 17



Ра бо та вы пол не на при фи нан со вой под дер ж -
ке Ми ноб р на у ки Рос сии (уни каль ный иден ти фи ка -
тор про ек та RFMEFI57914X0013) с ис поль зо ва ни -
ем уни каль ной на уч ной ус та нов ки (УНУ) — На ци о -
наль но го би о ре сур с но го цен т ра «Все рос сий с кая
кол лек ция про мыш лен ных мик ро ор га низ мов» (уни -
каль ный иден ти фи ка тор про ек та  RFMEF I59 -
214X0002).

По лу че но 18.12.15
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Com pa ri  son of L-Lac ta  te De h yd ro ge -
na ses of Di f fe  rent  Ori  gins in Schi zo  sac cha  -
ro my ces po  mbe  Yeast

The ex p res si on in the Schi zo sac cha ro my ces po mbe yeast
VKPM Y-3106 of the ldh1 ge nes from Bos ta u rus, Ho mo sa pi ens, 
Rhi zo pus ory zae, Lac to ba cil lus plan ta rum, and Lac to ba cil lus
pen to sus that en co de L-lac ta te de hyd ro ge na ses has been in ves ti -
ga ted. The ca ta ly tic cha rac te ris tics of the en zy mes en co ded by
tho se ge nes were com pa red, and the le vel of the syn t he sis of lac tic 
acid by the re com bi nant stra ins was as ses sed. It was shown that
L-lac ta te de hyd ro ge na ses from L. plan ta rum and L. pen to sus
have the hig hest en zy ma tic ac ti vi ty (by abo ut 2—2.5 ti mes hig her 
than the mam ma li an en zy mes) and they are pro mi sing in the con -
s t ruc ti on of the pro du cing stra ins of lac tic acid from the S. po mbe
yeast.

Key words: lac tic acid, L-lac ta te de hyd ro ge na se, ldh gene,
Schi zo sac cha ro my ces po mbe.

34 Биотехнология, 2015, № 6

 БОР ЩЕВ С КАЯ и др.

                                         

Author for correspondence.


