
Изо ли мон ная кис ло та при дос та точ ных мас -
ш та бах про из вод с т ва мо жет най ти ши ро кое при -
ме не ние как ре ак тив в би о хи ми чес ких ис с ле до ва -
ни ях, в пи ще вом про из вод с т ве (в час т нос ти, как
мар кер аутен тич нос ти со ков), ме ди ци не и сель с -
ком хо зяй с т ве [1—4]. На ря ду с тра ди ци он ным
при ме не ни ем ор га ни чес ких кис лот в раз лич ных
сфе рах про из вод с т ва рас с мат ри ва ет ся их ис поль -

зо ва ние в ка чес т ве «стро и тель ных бло ков» для по -
лу че ния ряда важ ных со е ди не ний тех ни чес ко го,
пи ще во го и ме ди цин с ко го наз на че ния. 

В нас то я щее вре мя ИЛК про из во дит ся толь -
ко пу тем хи ми чес ко го син те за. Это со е ди не ние су -
щес т ву ет в виде че ты рех изо ме ров и толь ко один
из них — трео-Ds-изолимонная кис ло та — яв ля ет -
ся при род ным ком по нен том, ко то рый при сут с т ву -

35

Биотехнология, 2015, № 6, С. 35–41

УДК 576.8.095

И.А. ЛАП ТЕВ1,*, Н.А. ФИ ЛИ МО НО ВА1, Р.К. АЛ ЛА Я РОВ2, С.В. КАМ ЗО ЛО ВА2, В.А. СА МОЙ ЛЕН КО2, 
С.П. СИ НЕ О КИЙ1, И.Г. МОР ГУ НОВ2

1ФГУП «Го су дар с т вен ный на уч но -ис с ле до ва тель с кий ин с ти тут ге не ти ки и се лек ции про мыш лен ных мик ро ор га низ мов»
(Гос НИ И ге не ти ка), Мос к ва, 117545
2ФГБУН «Ин с ти тут би о хи мии и фи зи о ло гии мик ро ор га низ мов им. Г.К. Скря би на» РАН (ИБФМ РАН), Пу щи но, 
Мос ков с кая об ласть, 142290

e-mail: ivanlaptev@mail.ru

Но вые р е ком б и нан т  ные штам мы дро ж жей  Ya rrowi a l ipo lyt ica  
с с у пе рэ к с п рес  си ей  гена  ако ни  тат -  гид ра т а зы для по  лу че н ия
изо  ли мон  ной кис ло  ты из  рап с о во го мас ла

При ли ми ти ро ва нии рос та азо том дрож жи Yarrowia lipolytica спо соб ны к вы со ко ин -
тен сив но му син те зу (свер х син те зу) ли мон ной (ЛК) и изо ли мон ной (ИЛК) кис лот.
Со от но ше ние син те зи ру е мых кис лот за ви сит от ис поль зу е мых шгам мов - п ро ду цен -
тов и оп ре де ля ет ся уров нем эк с прес сии ако ни тат - гид ра та зы. На ос но ве при род но го 
штам ма Y. lipolytica 672 — про ду цен та ИЛК скон с т ру и ро ва ны ре ком би нан т ные ва -
ри ан ты с су пе рэк с п рес си ей муль ти ко пий но го гена ако ни тат- гид ра та зы АСО1. При
пос ле ду ю щей се лек ции отоб ран ре ком би нан т ный штамм Y. lipolytica № 20, у ко то ро -
го осу щес т в лял ся сдвиг от но ше ния изо цит рат—цит рат в сто ро ну ИЛК до со от но ше -
ния 2,3:1 в от ли чие от со от но ше ния у при род но го штам ма Y. lipolytica 67, рав но го
1,1:1. При куль ти ви ро ва нии в фер мен те ре объ е мом 10 л ре ком би нан т ный штамм
Y. lipolytica № 20 син те зи ро вал 72,6 г/л ИЛК и 29,0 г/л ЛК при со от но ше нии изо цит -
рат—цит рат 2,5:1, что поз во ля ет счи тать по лу чен ный ре ком би нан т ный штамм пер с -
пек тив ным для ис поль зо ва ния в соз да нии про мыш лен но го про цес са по лу че ния изо -
цит ра та.

Клю че вые сло ва: дрож жи Yarrowia lipolytica, изо ли мон ная кис ло та, ако ни тат - гид ра та за, су пе рэк с п рес сия ге на ACO1.

                                 
Лап тев Иван Алек сан д ро вич, Фи ли мо но ва Ни на Алек сан д ров на, Ал ла я ров Ра миль Ка ми ль е вич, Кам зо ло ва Свет ла на Вла -
дис ла вов на, Са мо йлен ко Вла ди мир Алек сан д ро вич, Си не окий Сер гей Пав ло вич, Мор гу нов Игорь Гри го рь е вич.

Спи сок со кра ще ний: ВЭЖХ — вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; ИЛК — изо ли мон ная кис ло та; КЖ — ку ль ту ра ль -
ная жид кость; ЛК — ли мон ная кис ло та; ОФ-ВЭЖХ — об ра щен но-фа зо вая ВЭЖХ; ПЦР — по ли ме раз ная цеп ная ре ак ция; сре да
LB — сре да Лу риа—Бер та ни; т.п.н. — ты сяч пар нук ле о ти дов.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



ет в каж дой жи вой клет ке. При хи ми чес ком син те -
зе ИЛК по лу ча ет ся ра це ми чес кая смесь сте ре о и зо -
ме ров, раз де лить ко то рые хи ми чес ки ми ме то да ми 
не пред с тав ля ет ся воз мож ным. ИЛК мо жет на кап -
ли вать ся в от но си тель но боль ших ко ли чес т вах в
лис ть ях и стеб лях не ко то рых рас те ний, нап ри мер, 
се мей с т ва тол с тян ко вые (Crassulaceae), пло дах
еже ви ки, чер ной смо ро ди ны и др. Но вы де ле ние
при род ной ИЛК из со ков рас те ний или фрук тов,
со дер жа щих ши ро кий спектр ор га ни чес ких кис -
лот и дру гих ком по нен тов, яв ля ет ся слож ным и
чрез вы чай но до ро гим тех но ло ги чес ким про цес -
сом. В свя зи с этим ис к лю чи тель ную важ ность
при об ре та ет раз ра бот ка би о тех но ло ги чес ких про -
цес сов по лу че ния ИЛК.

Впер вые спо соб ность дрож жей Y. lipolytica
син те зи ро вать ИЛК из н-ал ка нов была об на ру же -
на в ИБФМ РАН в 1966 г.; за тем был изу чен ме ха -
низм би о син те за дан ной кис ло ты при рос те дрож -
жей на эта но ле [4, 5]. Но ис поль зо ва ние в ка чес т ве 
суб с т ра тов ток сич ных для кле ток (эта нол) или не -
пи ще вых (н-ал ка ны) суб с т ра тов зат руд ня ло раз ра -
бот ку тех но ло ги чес ко го про цес са и не поз во ля ло
по лу чать це ле вой про дукт пи ще во го и ме ди цин с -
ко го наз на че ния. Ис поль зо ва ние но вых суб с т ра -
тов и но вых штам мов - п ро ду цен тов мо жет сде лать 
про цесс мик роб ной про дук ции ИЛК бо лее эф фек -
тив ным и по лу чать це ле вой про дукт с бо лее вы со -
ким вы хо дом и ка чес т вом.

Срав ни тель но не дав но нами были пред с тав -
ле ны дан ные о син те зе ИЛК из рап со во го и под -
сол неч но го ма сел (эко но мич но го сырья, яв ля ю ще -
го ся от хо дом пря мо го от жи ма и ис поль зу е мо го
без очис т ки) и гли це рин - со дер жа щих от хо дов про -
из вод с т ва би о ди зель но го топ ли ва [6—11]. Из вес т -
но, что при об ра зо ва нии ИЛК ей всег да со пут с т ву -
ет ее изо мер — ЛК; оба про дук та на кап ли ва ют ся в 
сре де куль ти ви ро ва ния приб ли зи тель но в рав ных
ко ли чес т вах. Эти дан ные были под т вер ж де ны и в
ра бо тах не мец ких уче ных [2, 3, 12, 13]. До пос лед -
не го вре ме ни не уда ва лось раз ра бо тать нап рав лен -
ный про цесс би о син те за ИЛК с ми ни маль ным со -
дер жа ни ем ЛК. В ос нов ном со от но ше ние син те зи -
ру е мых кис лот за ви сит от осо бен нос тей ме та бо -
лиз ма ис поль зу е мых штам мов - п ро ду цен тов, при -
ме ня е мо го ис точ ни ка уг ле ро да, а так же по зи тив -
но кор ре ли ру ет с уров нем эк с прес сии ге на ако ни -
тат - гид ра та зы.

Целью нас то я щей ра бо ты было по лу че ние
но вых ре ком би нан т ных штам мов дрож жей Y. li -
polytica с по вы шен ным чис лом ко пий гена АСО 1,
ко ди ру ю ще го ако ни тат - гид ра та зу, и ис поль зо ва -
ние их для раз ра бот ки про цес са нап рав лен но го
син те за ИЛК из рап со во го мас ла.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Объ ек ты ис с ле до ва ния. Ис ход ной куль ту -
рой для по лу че ния ре ком би нан т ных про ду цен тов
ИЛК яв лял ся при род ный штамм дрож жей Y. li po -
lytica 672, по лу чен ный из кол лек ции ла бо ра то рии
аэроб но го ме та бо лиз ма мик ро ор га низ мов ИБФМ
РАН, спо соб ный к свер х син те зу ли мон ных кис лот 
при рос те на рап со вом мас ле [9]. В ра бо те так же
при ме ня ли штам мы, по лу чен ные из Все рос сий с -
кой кол лек ции про мыш лен ных мик ро ор га низ мов
(ВКПМ) Гос НИ И ге не ти ка: Y. lipoly tica W29
(штамм ди ко го типа), Y. lipolytica E150 (MAT B,
his1, leu2-270, ura3-302, xpr2-322) и штамм
Escherichia coli DH5 [F- endA1, hsdR17(rk

  m k
 ),

supE44, thi-1, –, recA1, gyrA96, relA1]. 
Сре ды. Для рос та E. coli ис поль зо ва ли сре ду 

LB: трип тон — 10 г/л; дрож же вой эк с тракт — 5 г/л; 
NaCl — 5 г/л (HiMedia, Ин дия). Бак те рии вы ра щи -
ва ли при 37°; если не об хо ди мо, до бав ля ли ам пи -
цил лин (Sigma, США) в кон цен т ра ции 100 мкг/мл.

Дрож же вые штам мы рас ти ли на сле ду ю -
щих сре дах: а) сре да Ри дер, г/л: (NH4)2SO4 — 0,3;
МgSO47H2O — 0,7; Ca(NO3)2 — 0,4; NaCl — 0,5;
KH2PO4 — 1,0; K2HPO4 — 0,1; рап со вое мас ло — 10; 
дрож же вой эк с тракт Difco — 0,5; мик ро э ле мен ты
по Бур к голь де ру (Sigma); б) сре да YNB (HiMedia,
Ин дия) с до бав ле ни ем ура ци ла (Sigma) (40 мкг/мл);
в) сре да YPD: пеп тон — 20 г/л, дрож же вой эк с -
тракт — 10 г/л, глю ко за — 10 г/л (HiMedia).

Ма ни пу ля ции с ДНК осу щес т в ля ли сог лас -
но [14].

Очис т ку фраг мен тов ДНК из ге ля про во -
ди ли с по мощью на бо ра Gene JET Gel Extraction
Kit (Thermo Scientific, США).

Оли го де зок си ри бо нук ле о ти ды син те зи ро -
ва ли на ав то ма ти чес ком при бо ре BIOSSET ASM
800 (Рос сия) и очи ща ли ме то дом об ра щен но- фа зо -
вой ВЭЖХ. В табл. 1 пред с тав лен спи сок оли го -
нук ле о ти дов, ис поль зо ван ных в ра бо те.

По ли ме раз ную цеп ную ре ак цию (ПЦР)
про во ди ли в ам п ли фи ка то ре T100 (BioRad, США) 
в объ е ме сме си 50 мкл. Ре жим ам п ли фи ка ции был 
сле ду ю щий: 94°, 3 мин — 1 цикл; 94°, 20 с; 56°,
30 с; 72°, 3 мин — 24 цик ла; 72°, 3 мин — 1 цикл.

Пер вич ную струк ту ру ДНК оп ре де ля ли с
ис поль зо ва ни ем ав то ма ти чес ко го сек ве на то ра
ABI 3500 (Applied Biosystems, США). 

Элек т ро фо ре ти чес кий ана лиз бел ков осу -
щес т в ля ли по ме то ду Laemmli [15].

Куль ти ви ро ва ние мик ро ор га низ мов. С
целью се лек ции про ду цен тов ИЛК ре ком би нан т -
ные штам мы вы ра щи ва ли при тем пе ра ту ре
29—30° на ка чал ке (180—200 об/мин) в кол бах
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объ е мом 750 мл с 50 мл сре ды Ри дер. pH сре ды
под дер жи ва ли на уров не зна че ний 4,5—6,0 вне се -
ни ем сте риль но го рас т во ра 10%-ного KOH («Хим -
мед»). Вре мя куль ти ви ро ва ния сос тав ля ло 6 сут.

Куль ти ви ро ва ние отоб ран но го ре ком би нан т -
но го штам ма Y. lipolytica № 20 про во ди ли в фер -
мен те ре АНКУМ-2М (Рос сия) объ е мом 10 л (ис -
ход ный объ ем сре ды 5,0 л). Тем пе ра ту ру под дер -
жи ва ли ав то ма ти чес ки (29,00,1)°, так же, как кон -
цен т ра цию рас т во рен но го в сре де кис ло ро да
(20—25% от на сы ще ния в пе ри од рос та и
50—55% в пе ри од кис ло то об ра зо ва ния); pH сре -
ды (4,5 в пе ри од рос та и 6,0 в пе ри од кис ло то об ра -
зо ва ния) ре гу ли ро ва ли до бав ле ни ем 20%-но го
рас т во ра KOH. Сре да для куль ти ви ро ва ния яв ля -
лась мо ди фи ци ро ван ным ва ри ан том сре ды Ри дер
и име ла сле ду ю щий сос тав: (NH4)2SO4 — 3,0 г/л;

МgSO47H2O — 1,4 г/л; Ca(NO3)2 — 0,8 г/л; NaCl
— 0,5 г/л; KH2PO4 — 2,0 г/л; K2HPO4 — 0,2 г/л;
двук рат ный рас т вор мик ро э ле мен тов по Бур к голь -
де ру; ти а мин — 1,2 мкг/л, Fe2+ — 1,2 мг/л (Sigma). 
Рап со вое мас ло ис ход но вно си ли до ко неч ной кон -
цен т ра ции 20 г/л и да лее до той же кон цен т ра ции
в мо мент по вы ше ния pO2 на 5—10% в срав не нии
со ста биль ным уров нем на сы ще ния кис ло ро дом
(та кое по вы ше ние ука зы ва ло на пол ное пот реб ле -
ние суб с т ра та). Об щая про дол жи тель ность куль ти -
ви ро ва ния сос тав ля ла 6 сут.

Ана лиз про дук тов куль ти ви ро ва ния. Рост
дрож жей кон т ро ли ро ва ли по су хой би о мас се, ко то -
рую оп ре де ля ли пос ле филь т ро ва ния КЖ че рез
мем б ран ные филь т ры (Synpor N 3, Че хос ло ва кия) с
пос ле ду ю щим вы су ши ва ни ем филь т ров до пос то -
ян ной мас сы.
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НО ВЫЕ РЕ КОМ БИ НАН Т НЫЕ ШТАМ МЫ ДРОЖ ЖЕЙ Yarrowia lipolytica С СУ ПЕ РЭК С П РЕС СИ ЕЙ ГЕНА

Та б ли  ца  1

Оли го нук ле о ти ды, ис по ль зо ван ные в ра бо те

На зва ние
праймера

Син те зи ру е мый 
фраг мент Мат ри ца для син те за По сле до ва те ль ность (53)

pUC19-F
Часть век то ра

pUC19 pUC19

CGCCCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGT
GCGCGGAACC

pUC19-R GAGAATCGGCGTTACCTCCTCA CAAAGCCCTT
CAGTGCGGCCGCAGCTTGGCGTAATCATGG

Zeta-up-F

Zeta upstre am Yar ro wia li po ly ti ca
E150 (CLIB122)

GGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACC
TGGGGCGGCCGCTGTCGGGAACCGCGTTCAGG

Zeta-up-R CATTATACGAACGGTATCGATAAAGTGCTTTGT
GCGTACC

Ura3d4-F

Мар кер ura3d Yar ro wia li po ly ti ca
W29 (CLIB89)

GGTACGCACAAAGCACTTTATCGATA CCGTTCG
TATAATGTATGCTATACGAAGTTATCGACAAAG
GCCTGTTTCTCG

Ura3d4-R TTATACGAAGT TATGCCCTCCTACGAAGCTCGA
GCTAACG

ACO1-F

Ген ACO1 Yar ro wia li po ly ti ca
W29 (CLIB89)

CGTTAGCTCGAGCTTCGTAGGAGGGCATAACTTC
GTATAATGTATGCTATACGAACGGTAGCTAGCGA
CATGGCTCCTGCACTTC

ACO1-R GAAAGGATGAGGACCACTAATACTACACCCCT 
CA AC T TA

Zeta-dn-F

Zeta do wnstre am Yar ro wia li po ly ti ca
E150 (CLIB122)

TAAGTTGAGGGGTGTAGTATTAGTGGTCCTCATC
CTTTCGAAGGCATGTGTAACA CTCGCTCTGG

Zeta-dn-R CCGCACTGAAGGGCTTTGTGA GGAGGTAACGCC
GATTCTC

При ме ча ние: под чер к ну ты ис кус ст вен но вве ден ные сай ты ре ст рик ции.



Для ана ли за ор га ни чес ких кис лот ис поль зо -
ва ли ме тод ОФ - ВЭЖХ. С этой целью от би ра ли
1 мл КЖ, цен т ри фу ги ро ва ли 5 мин при 1500 g, от -
би ра ли 0,5 мл на до са доч ной жид кос ти и до бав ля -
ли 0,5 мл 6%-ной НСlO4 для осаж де ния бел ков. За -
тем про бу цен т ри фу ги ро ва ли в про бир ках Эп пен -
дор фа (5 мин при 15000 g) и под вер га ли ОФ -
 ВЭЖХ. Элю цию осу щес т в ля ли при сле ду ю щих
ус ло ви ях: ско рость 1 мл/мин; тем пе ра ту ра 35°,
элю ент — 20 мМ фос фор ная кис ло та. В ра бо те ис -
поль зо ва ли ВЭЖ Х - х ро ма тог раф фир мы LКB (Шве -
ция) и ко лон ку фир мы «Эл си ко» (Рос сия) с об ра -
щен ной фа зой Inertsil ODS-3 (2504 мм). Оп ре де -
ле ние кис лот про во ди ли при дли не вол ны 210
нм. Ор га ни чес кие кис ло ты иден ти фи ци ро ва ли с
со от вет с т ву ю щи ми стан дар та ми («Ре а хим», Рос -
сия, и Sigma, США).

Все ис поль зо ван ные в ра бо те ре ак ти вы оте -
чес т вен но го про из вод с т ва име ли ква ли фи ка цию

«ос. ч» или «х. ч.».
В статье при ве де ны ре зуль та ты опы тов, ко -

то рые пов то ря ли не ме нее трех - че ты рех раз; в каж -
дой точ ке про во ди ли два- т ри па рал лель ных из ме -
ре ния. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

По лу че ние ре ком би нан т ных штам мов 
с до пол ни те ль ны ми ко пи я ми ге на ACO1, 
ко ди ру ю ще го ако ни та зу

Де ле ция гена URA3 Y. lipolytica 672. Пер во -
на чаль но у штам ма Y. lipolytica 672 была осу щес т в -
ле на де ле ция гена URA3 раз ме ром 2868 п.н. (от
–544 п.н. от стар то во го ко до на ATG до +1469 п.н.
от стоп - ко до на) сог лас но ме то ду [16]. По лу чен -
ный штамм Y. lipolytica 672 (ura3) рос на ми ни -
маль ной сре де YNB c глю ко зой толь ко в слу чае до -
бав ле ния в нее ура ци ла (40 мкг/мл).

Вклю че ние до пол ни тель ных ко пий гена
ACO1 в ге ном штам ма Y. lipolytica 672 (ura3).
Для мно жес т вен ной ин тег ра ции дан но го ге на в ге -
ном дрож жей была скон с т ру и ро ва на плаз ми да
pZ-ACO1 (рис. 1). Эта плаз ми да вклю ча ла часть
стан дар т но го век то ра pUC19, ген ACO1 с на тив ны -
ми учас т ка ми про мо то ра и тер ми на то ра, zeta-
 элементы для не го мо ло гич ной ин тег ра ции и мар -
кер URA3 без про мо то ра (ura3d). Cе лек тив ный
мар кер был ог ра ни чен с двух сто рон сай та ми уз на -
ва ния (lox66 и lox71) ре ком би на зы Cre фага P1
[17]. Все вы ше у ка зан ные фраг мен ты син те зи ро ва -
ли ме то дом ПЦР, ис поль зуя прай ме ры и пос ле до -
ва тель нос ти ДНК, при ве ден ные в табл. 1.

Пос ле очис т ки син те зи ров н ных ПЦР-ф раг -
мен тов из ага роз но го ге ля про во ди ли сбор ку плаз -
ми ды ме то дом Гиб со на [18] сог лас но про то ко лу
про из во ди те ля (New England Biolabs, Ан г лия). Ре -
ак ци он ную смесь ис поль зо ва ли да лее для тран с -
фор ма ции штам ма E. coli XL-1. Пра виль ность
сбор ки фраг мен тов под т вер ж да ли пу тем сек ве ни -
ро ва ния по лу чен ной плаз ми ды (за ис к лю че ни ем
учас т ка плаз ми ды pUC19). В ре зуль та те это го ана -
ли за вы яв ле но пол ное сход с т во нук ле о тид ной по -
с ле до ва тель нос ти гена ACO1 и го мо ло гич но го
гена из Y. lipolytica E150.

Пе ред тран с фор ма ци ей дрож же во го штам -
ма плаз ми да pZ-ACO1 была об ра бо та на эн до нук -
ле а зой NotI и на и боль ший из сос тав ля ю щих ее
фраг мен тов был очи щен из ге ля. Вы де лен ным
фраг мен том ме то дом элек т ро по ра ции тран с фор -
ми ро ва ли штамм Y. lipolytica 672 (ura3), не су -
щий на тив ный ген ACO1, и за тем тран с фор ман ты
с мно жес т вен ны ми встав ка ми ACO1-со дер жа ще -
го фраг мен та от би ра ли при рос те на сре де YNB с
глю ко зой (1%) [19]. 

При сут с т вие до пол ни тель ных ко пий гена
ACO1 у штам ма № 20 (см. ниже) бы ло по ка за но с
по мощью ПЦР. Для это го хро мо сом ную ДНК вы -
де ля ли, ис поль зуя про мы тые кис ло той стек лян -
ные ша ри ки [20], и часть ин тег ри ро ван но го фраг -
мен та ам п ли фи ци ро ва ли с по мощью па ры прай ме -
ров: ACO1conf-F — 5-GAGACAGTTTCCTC GG -
CACCAGC-3 и ACO1conf-R — 5-AGGATGAGG -
ACCACTAATACTACACCCCTCAAC-3, ко то рые

“от жи га лись” на учас т ке гена URA3 и гена ACO1
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Рис.1. Струк ту ра плаз ми ды pZ-ACO1, скон с т ру и ро -
ван ной для по вы ше ния эк с прес сии гена ACO1 



(см. рис. 1). В ре зуль та те был по лу чен фраг мент
раз ме ром 4,6 т.п.н.; при ис поль зо ва нии же в кон т -
роль ной ре ак ции хро мо сом ной ДНК из штам ма
пред шес т вен ни ка Y. lipolytica 672 (ura3), про -
дукт не об ра зо вы вал ся (рис. 2)

Дан ные по элек т ро фо ре зу ге но ма ре ком би -
нан т но го ва ри ан та дрож жей № 20 пос ле тран с -
фор ма ции ука зан ной плаз ми дой пред с тав ле ны
на рис. 2.

Сог лас но дан ным [21], де фек т ный URA3-
 маркер (ura3d4), со дер жа щий толь ко +8 п.н. от
стар то во го ко до на ATG в ко ли чес т ве не ме нее 3 ко -
пий, спо со бен ком пен си ро вать аук сот роф ность
штам ма Y. lipolytica 672 (ura3) по ура ци лу. И хо -
тя в дан ной ра бо те был ис поль зо ван ген URA3 без
на тив ной пос ле до ва тель нос ти выше стар то во го
ко до на (ura3d), тем не ме нее, было по лу че но бо -
лее 50 тран с фор ман тов на 1 мкг ДНК.

Ана лиз спо соб нос ти к кис ло то об ра зо ва -
нию у по лу чен ных му тан тов. Для оцен ки кис ло -
то об ра зу ю щей ак тив нос ти ре ком би нан т ных штам -
мов Y. lipolytica про во ди ли куль ти ви ро ва ние 20
отоб ран ных ва ри ан тов в жид кой сре де Ри дер с рап -
со вым мас лом в ус ло ви ях де фи ци та азо та. По ис те -
че нии 6 сут оп ре де ля ли со дер жа ние ЛК, ИЛК и
ряда дру гих кис лот. Дан ные о на коп ле нии кис лот
у му тан тов в срав не нии с ис ход ным штам мом Y. li -
polytica 672 пред с тав ле ны в табл. 2. 

Как вид но из табл. 2, 11 из 20 ва ри ан тов об -
ла да ли спо соб нос тью к бо лее ак тив но му би о син те -
зу ИЛК в срав не нии с при род ным штам мом Y. li -

polytica 672. На и боль ший сдвиг со от но ше ния цит -
рат—изо цит рат в сто ро ну ИЛК от ме чен у штам -
мов № 9, 10, 12, 19 и 20. Мак си маль ное ко ли чес т -
во ИЛК и мак си маль ный вы ход ИЛК (Yлк) бы ли от -
ме че ны у ре ком би нан т но го штам ма № 20.

Этот штамм был ис поль зо ван для изу че ния
про дук ции им кис лот в ус ло ви ях фер мен те ра.
Куль ти ви ро ва ние про во ди ли в 10-литровом фер мен -
те ре с объ е мом сре ды 5 л в сба лан си ро ван ной пи -
та тель ной сре де с уве ли чен ным со дер жа ни ем же -
ле за, а так же при дроб ном вне се нии рап со во го
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Рис. 2. Элек т ро фо рег рам ма ре зуль та тов ана ли за ин -
тег ра ции фраг мен та, со дер жа ще го ген ACO1: до рож ка M —
мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы (Thermo Scientific 1 kb, США);
до рож ка 1 — штамм № 20; до рож ка 2 — кон т роль ный штамм
Y. lipolytica 672 (ura3)

Та б ли  ца  2

Ха рак те ри сти ка кис ло то об ра зо ва ния 
у ре ком би нан т ных штам мов Y. li po ly ti ca —
про ду цен тов ИЛК

№ ва ри ан та
Со дер жа ние
кис лот, г/л Уилк, % ИЛК/ЛК

ИЛК ЛК

Y. li po ly ti ca
672

5,10 4,70 37,0 1,10

1 1,87 1,70 9,3 1,10

2 2,08 1,56 10,4 1,33

3 1,97 1,67 9,9 1,18

4 2,00 1,18 10,0 1,70

5 1,55 1,15 7,8 1,34

6 2,10 1,59 10,5 1,32

7 1,98 1,14 9,9 1,74

8 1,97 1,70 9,3 1,15

9 11,48 5,75 57,4 2,00

10 11,56 6,37 57,8 1,82

11 4,92 3,04 24,6 1,62

12 11,78 5,97 58,9 1,97

13 12,26 7,02 61,3 1,75

14 9,67 6,19 48,3 1,56

15 13,19 7,39 65,9 1,79

16 12,76 7,44 63,8 1,72

17 12,00 6,72 60,0 1,79

18 9,00 6,00 48,1 1,50

19 11,5 6,40 59,0 1,80

20 15,23 6,42 76,1 2,37



мас ла до кон цен т ра ции 20 г/л, как было опи са но
ра нее [9]. В ка чес т ве кон т роль но го ис поль зо ва ли
про цесс куль ти ви ро ва ния при род но го штам ма Y. li -
polytica 672. Ди на ми ка син те за ИЛК и ЛК у обо их
штам мов пред с тав ле на на рис. 3. 

Как вид но из рис. 3, сум ма ИЛК и ЛК была
прак ти чес ки оди на ко вой как у при род но го, так и у 
му тан т но го штам ма, од на ко у ре ком би нан т но го
штам ма № 20 су щес т вен но из ме ня лось со от но ше -
ние ИЛК и ЛК. Уже на 2-е сут ки куль ти ви ро ва ния
со от но ше ние изо цит рат—цит рат у му тан та сос тав -
ля ло 3:1 (см. рис. 3, б) (у при род но го штам ма Y. li -
polytica 672 — 1,1:1). При куль ти ви ро вa нии штам -
ма № 20 в те че ние 6 сут про ис хо ди ло на коп ле ние
72,6 г/л ИЛК и 29,0 г/л ЛК. Для срав не ния, в сход -
ной сре де с па ра фи на ми и при тех же ус ло ви ях при -
род ный штамм дрож жей син те зи ро вал 60 г/л ИЛК 
[1], а в сре де с эти ло вым спир том — 66 г/л [5]. В
ра бо те [2] наб лю да ли про дук цию ИЛК на уров не
93 г/л, од на ко про цесс в этом слу чае был бо лее
дли тель ным (18 сут) и со дер жа ние ЛК было зна чи -
тель но выше (82,3 г/л), что зат руд ня ло про цесс вы -
де ле ния ко неч но го про дук та. В статье [13] было
опи са но по лу че ние ре ком би нан т но го штам ма Y. li -
polytica с по вы шен ной эк с прес си ей ако ни тат - гид -
ра та зы, ко то рый так же на кап ли вал пре и му щес т -

вен но ИЛК (до 70% от сум мы кис лот), од на ко в аб -
со лют ном вы ра же нии про дук ция ИЛК у дан но го
штам ма была ниже, чем у ва ри ан та № 20 в дан ной
ра бо те. 

Бо лее вы со ких ре зуль та тов по уров ню син -
те за ИЛК и от но ше нию ее со дер жа ния к со дер жа -
нию ЛК ра нее уда лось дос тичь толь ко с по мощью
му тан та Y. lipolytica УФ/НГ, ко то рый был по лу чен
при ком би ни ро ван ном воз дей с т вии уль тра фи о ле -
то вых лу чей (4 мин) и N-метил-N- нит ро- N-нитро -
зогуанидина (50 мкг/мл) на клет ки Y. li polytica 704.
Этот му тант ха рак те ри зо вал ся ос лаб лен ным рос -
том на сре де с аце та том. В 500-лит ровом фер мен -
те ре на сре де с рап со вым мас лом при ин ги би ро ва -
нии 30 мМ ита ко но вой кис ло той дан ный ва ри ант
на кап ли вал 88,7 г/л ИЛК и 15,1 г/л ЛК (при со от но -
ше нии ИЛК—ЛК, со от вет с т вен но рав ном 6:1) [11].

Та ким об ра зом, в дан ной ра бо те ус та нов ле на 
воз мож ность нап рав лен но го син те за ИЛК из рап со -
во го мас ла с при ме не ни ем ре ком би нан т но го штам -
ма Y. lipolytica № 20 с по вы шен ной эк с прес си ей ако -
ни тат - гид ра та зы, у ко то ро го со от но ше ние изо цит -
рат—цит рат дос ти га ло 2,5:1, в то вре мя как у штам -
мов ди ко го типа Y. lipolytica 672 оно сос тав ля ло
1,1:1. Даль ней шая ра бо та бу дет нап рав ле на на оп ти -
ми за цию сос та ва пи та тель ной сре ды и ус ло вий
куль ти ви ро ва ния, что поз во лит соз дать вы со ко эф -
фек тив ный про цесс би о син те за ИЛК с ис поль зо ва -
ни ем штам ма, по лу чен но го в дан ной ра бо те.

Ра бо та вы пол не на при фи нан со вой под дер ж -
ке го су дар с т ва в лице Ми ноб р на у ки Рос сии (уни -
каль ный иден ти фи ка тор про ек та RFMEFI62514 -
X0005) 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 сурсного
центра «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 RFMEFI59214X0002).

По лу че но 23.12.15
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New Re com bi nant  Stra ins of Yar ro wia
li  po ly  t i ca  Yeast  with Ove rex p res s i  on of
Aco ni  ta  te Hyd ra ta  se Gene to Ob ta in  Iso c i t  -
ric  Acid

The Yar ro wia li po ly ti ca yeast are ca pab le of high-in ten se
syn t he sis (su per syn t he sis) of cit ric and iso cit ric acids at the nit ro -
gen li mi ta ti on. The ra tio of the syn t he si zed acids de pends on used
pro du cing stra ins and le vels of the ex p res si on of a gene for aco ni -
ta te hyd ra ta se. Re com bi nant va ri ants with the ove rex p res si on of
the mul ti co py ACO1 gene for aco ni ta te hyd ra ta se were ob ta i ned
on the ba sis of the ini ti al iso cit ra te-pro du cing Y. li po ly ti ca 672
stra in. A re com bi nant stra in of Y. li po ly ti ca 20 in which the iso cit -
ra te—cit ra te ra tio is shif ted to ward the first up to 2.3:1 (with the
ra tio 1.1:1 in the pa ren tal stra in) was se lec ted. The cul tu ring of the 
va ri ant 20 in a 10-l fer men ter re sul ted in the pro duc ti on of 72.6 g/l 
of iso cit ric and 29.0 g/l of cit ric acid with the ir ra tio 2.5:1, which
per mits to re gard the Y. li po ly ti ca 20 stra in as a pro mi sing pro du -
cer for the de ve lop ment of an in dus t ri al pro cess for the iso cit ra te
pro duc ti on.

Key words: ACO1 gene ove rex p res si on, aco ni ta te hyd ra -
ta se, iso cit ric acid, Yar ro wia li po ly ti ca.
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НО ВЫЕ РЕ КОМ БИ НАН Т НЫЕ ШТАМ МЫ ДРОЖ ЖЕЙ Yarrowia lipolytica С СУ ПЕ РЭК С П РЕС СИ ЕЙ ГЕНА
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