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Для улучшения питательных свойств расти-
тельных кормов в сельском хозяйстве широкое 
распространение получили фитазы микробного 
происхождения, ферменты катализирующие ги-
дролиз фитатов (миоинозитгексакисфосфатов) с 
отщеплением неорганического фосфата.

Фитаты у растений – это вещества, в виде ко-
торых они запасают фосфор; эти соединения 
практически не усваиваются организмом живот-
ных с однокамерным желудком и домашней пти-
цы. Кроме того, фитаты являются хелатирующи-
ми агентами, снижающими пищевую ценность 
кормов. Введение фитаз в растительные корма по-
вышает усвоение фосфора, кальция, микроэле-
ментов, белков и аминокислот желудочно-кишеч-
ным трактом животных.

В настоящее время фитазы для сельскохо-
зяйственных нужд производятся микробиологи-
ческим способом с использованием в основном 
рекомбинантных дрожжевых продуцентов. По-

требность промышленности в эффективных про-
дуцентах постоянно возрастает [1]. Наиболее ча-
сто для высокоэффективной продукции гетеро-
логичных белков используются метилотрофные 
дрожжи Pichia pastoris [2], так как инструмента-
рий для манипуляций с генетическим материалом 
данного вида дрожжей хорошо разработан. Кро-
ме того, штаммы Pichia pastoris способны нара-
щивать биомассу высокой плотности и продуци-
ровать рекомбинантные белки в концентрации 
до нескольких десятков граммов в 1 л КЖ.

Природными продуцентами фитаз явля-
ются грибы и бактерии; только некоторые из 
этих ферментов могут эффективно продуци-
роваться в клетках рекомбинантных дрожжей 
Pichia pastoris. Так, продуктивность транс-
формантов этих дрожжей, несущих ген appA, 
который кодирует фитазу Escherichia coli, со-
ставляет при  ферментации в колбах от 118 до 
204 ед/мл [3]. Продуктивность трансформантов 
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 Pichia pastoris, экспрессирующих фитазу Citro-
bacter amalonaticus, при ферментации в колбах 
равна 420 ед/мл [4].

Таким образом, создание рекомбинантных 
дрожжевых штаммов-продуцентов фитаз требует 
поиска генов бактериальных ферментов, способ-
ных к эффективной экспрессии в клетках дрожжей.

Обычно сравнение различных бактериальных 
фитаз в единой экспрессионной системе являет-
ся трудоемким процессом, включающим  отбор 
однокопийных трансформантов и  культивирова-
ние их в жидкой среде и затем измерение фитаз-
ной активности в КЖ одним из модифицирован-
ных методов Фиске-Суббароу.

Для оптимизации отбора наиболее продуктив-
ных штаммов, секретирующих фитазы, целесо-
образно упростить процесс исследования путем 
применения менее сложных тестов.

Чашечный тест широко используется при скри-
нинге микроорганизмов, продуцирующих различ-
ные ферменты, в том числе фитазы [5–8]. Он осно-
ван на гидролизе фитазами нерастворимого в сре-
де фитата кальция и, как следствие, образовании 
зон осветления вокруг колоний. Хотя чашечный 
тест не является количественным, он позволяет от-
бирать наиболее продуктивные микроорганизмы 
по диаметру зоны осветления. Однако в литерату-
ре не описано использование данных подходов для 
оценки экспрессии генов, кодирующих фитазы, в 
клетках рекомбинантных дрожжевых штаммов.

Целью данной работы было сравнение эффек-
тивности экспрессии генов различных бактери-
альных фитаз в клетках дрожжей Pichia pastoris 
с использованием быстрого и удобного чашечно-
го теста.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА 

Реактивы
Триптон, пептон, дрожжевой экстракт, глюко-

за и агар были получены от компании «Диа-М» 
(Россия); ферменты для молекулярных работ – от 
фирмы Fermentas (Литва); соли и другие реагенты 
(все реактивы марки «х.ч.» или «ч.д.а.») – от фир-
мы «Химмед» (Россия).

Штаммы и среды
Для стандартных генно-инженерных работ 

(конструирование плазмид, получение плазмид-
ной ДНК) использовали штамм E.coli XL-1 Blue 
(recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 
lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)]) (ВКПМ 
В-5667). Культуру растили при 37 °С в среде LB, 

содержащей, г/л: триптон – 10; дрожжевой экс-
тракт – 5; NaCl – 5. В среду добавляли также ампи-
циллин (Sigma, США) в концентрации  100  мкг / мл.

Штамм Pichia pastoris GS115 ВКПМ Y-2837 
(his4–) был получен из Всероссийской коллекции 
промышленных микроорганизмов (ВКПМ). Куль-
туру дрожжей Pichia pastoris растили при 30 °С на 
среде YPD следующего состава, г/л: пептон – 20; 
дрожжевой экстракт – 15; глюкоза – 20. Все плот-
ные среды содержали агар в концентрации 20 г/л.

Для отбора трансформантов P. pastoris ис-
пользовали минимальную среду М9 содержа-
щую следующие компоненты, г/л: Na2HPO4 – 6; 
 KH2PO4 – 3; NaCl – 0,5; NH4Cl – 1; MgSO4 ∙ 7H2O – 
0,65; CaCl2 – 0,111; агар – 20; глюкоза – 20, а так-
же витамины и микроэлементы.

Определение фитазной активности штаммов 
проводили на диагностической среде следующе-
го состава, г/л: Na2HPO4 – 6; KH2PO4 – 3; NaCl – 
0,5; NH4Cl – 1; MgSO4 ∙ 7H2O – 0,65; агар – 20. Сре-
ду стерилизовали при 0,8 атм., охлаждали до 50 °С 
и вносили в нее стандартный раствор витаминов и 
микроэлементов [9]. После этого среду помещали 
в стерильные пробирки, в которые добавляли рас-
твор фитата натрия (стерилизованный фильтрова-
нием) до концентрации 0,75%, и перемешивали. 
Затем вносили молочную кислоту (89%) до кон-
центрации 0,15% (об.), перемешивали и добавля-
ли стерильный раствор 1 М CaCl2 до концентрации 
5% (об.). Образовавшийся белый осадок нераство-
римого фитата кальция перемешивали до однород-
ного состояния. Немедленно в смесь добавляли ме-
танол до концентрации 1,5% (об.), перемешивали 
и помещали на чашки. Трансформанты дрожжей 
высевали штрихом и растили при 30 °С в течение 
24 ч. Наличие фитазной активности определяли по 
появлению зон осветления вокруг клеток культуры.

В качестве источников генов фитаз использо-
вали ДНК штаммов, депонированных в ВКПМ: 
Escherichia coli XL-1 Blue, Obessumbacterium pro-
teus B-6898 и Citrobacter freundii B-4090.

Конструирование экспрессионных 
интеграционных плазмид и рекомбинантных 
штаммов P. pastoris

Для конструирования плазмид использовали 
вектор pPIC9ά (Invitrogen). Синтез генов, коди-
рующих фитазы, проводили методом ПЦР с при-
менением праймеров (табл.1), синтезированных 
фирмой «Евроген» (Москва). В качестве матри-
цы использовали ДНК бактериальных штаммов. 
Выделение хромосомной ДНК проводили с помо-
щью комплекта регентов для  экспресс-выделения 
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ДНК «ДНК–экспресс» («Синтол», Россия). 
ПЦР-продукты выделяли и очищали с использо-
ванием набора GeneJET Gel Extractin Kit #KO692 
(Fermentas, Литва). Все стандартные генно-инже-
нерные манипуляции (обработка ДНК фермента-
ми, трансформация E. coli) проводили в соответ-
ствии со сборником методик [10].

Полученные рекомбинантные плазмиды расще-
пляли эндонуклеазой рестрикции BglII и использо-
вали для трансформации клеток P. pastoris соглас-
но протоколу Kit #28662 (Invitrogen). Трансфор-
манты дрожжей отбирали по способности расти на 
минимальной среде М9 без источника гистидина.

Культивирование рекомбинантных штаммов 
P. pastoris

Для получения инокулята штаммы выращива-
ли в жидкой питательной среде YPD с добавле-
нием 20 г/л глюкозы в течение 24 ч. Затем полу-
ченной культурой в соотношении 1:10 инокулиро-
вали среду YPD, содержащую 10 г/л глюкозы, и 
клетки 24 ч выращивали в пробирках при 30 °С. 
Далее в течение пяти дней добавляли в культуру 
метанол в количестве 1% в сутки. Поле этого от-
бирали аликвоту культуры, клетки осаждали цен-
трифугированием, а супернатант анализировали 
на наличие фитазной активности.

Определение фитазной активности
Активность фитаз определяли по накоплению 

в реакционной смеси свободного фосфат-иона с 
помощью модифицированного метода Фиске-Су-
барроу [3]. Супернатант (см. предыдущий раздел) 
(100 мкл) инкубировали с 900 мкл раствора суб-
страта (2%-ный фитат натрия в 0,1 М ацетатном 
буфере, рН 4,0) при 37 °С в течение 30 мин. Ко-
личество освобожденного неорганического фос-
фата анализировали, добавляя 1 мл красящего 
реагента (свежеприготовленной смеси, состоя-
щей из 4 объемов 1,5%-ного раствора молибдата 

аммония в 5,5% (об.) серной кислоте и 1 объема 
 2,5%-ного водного раствора сульфата железа (II)). 
Затем оптическую плотность раствора при 700 нм 
измеряли на спектрофотометре Versamax reader 
(Molecular Devices, Sunnyvale, США). За единицу 
фитазной активности принимали количество фер-
мента, способного высвободить 1 мкмоль неорга-
нического фосфата из фитата натрия за 1 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для тестирования уровня экспрессии генов 
бактериальных фитаз, интегрированных в хромо-
сому клеток дрожжей Pichia pastoris, был пред-
ложен быстрый в исполнении и простой способ. 
Гены бактериальных фитаз (из E. coli, O. proteus и 
C. freundii) клонировали в составе интеграционно-
го экспрессионного вектора pPIC9ά под контролем 
сильного промотора AOX1, индуцируемого ме-
танолом. Данная экспрессионная система наибо-
лее востребована для промышленного получения 
ферментов [11]. Продуктивность трансформантов 
P. pastoris оценивали с помощью чашечного теста.

Клонирование генов, кодирующих 
бактериальные фитазы из E. coli, O. proteus  
и C. freundii в составе экспрессионного 
вектора pPIC9ά

Методом ПЦР с использованием праймеров 
(см. табл. 1) и ДНК E. coli, O. proteus и C. freundii  
в качестве матрицы были синтезированы фрагмен-
ты ДНК, содержащие кодирующую область генов 
фитаз из указанных бактерий. Для получения экс-
прессионных плазмид амплифицированные фраг-
менты ДНК обрабатывали эндонуклеазами ре-
стрикции EcoRI и NotI и затем лигировали с ДНК 
аналогично расщепленного экспрессионного векто-
ра pPIC9ά. Полученными плазмидами трансформи-
ровали клетки E. coli. Трансформанты отбирали по 
устойчивости к ампициллину. Плазмидную ДНК, 

Та бл и ц а  1
Праймеры, использованные для клонирования гена фитазы из различных источников

Primers used for cloning of gene for phytase from various sources

Название Последовательность (5`→3`) Источник фитаз
PhyC-F aagaattcgaagagcagaacggtatga

C. freundii PhyC-R agcggccgcttacttattccgtaactg

PhyO-F aagaattcagtgaaaccgaaccttccgga
O. proteusPhyO-R agcggccgcttattggcactccaccagttcgt

PhyE-F aagaattccagagtgagccggagctgaagct
E. coliPhyE-R agcggccgcttacaaactgcacgccggt
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 выделенную из отобранных клонов, идентифициро-
вали с помощью рестрикционного анализа (рис. 1).

Экспрессионные плазмиды обрабатывали эндо-
нуклеазой рестрикции BglII и получали экспресси-
онные кассеты, содержащие в своем составе плечи 
для интеграции, ген фитазы под контролем инду-
цибельного промотора AOX1, сигнальный пептид, 
представляющий собой препро-последовательность 
ά-фактора дрожжей S. cervisiae, и селективный мар-
кер His4. Эта последовательность используется для 
эффективной секреции большинства гетерологич-
ных белков, синтезируемых в клетках P. pastoris.

Получение рекомбинантных  
штаммов P. pastoris

Экспрессионными кассетами трансформиро-
вали клетки дрожжей P. pastoris согласно прото-
колу [12]. Трансформанты отбирали по способно-
сти расти на минимальной среде М9 без добавле-
ния гистидина. Из общего числа трансформантов 
произвольно отбирали по пять трансформантов, 
полученных при использовании одной из экс-
прессионных кассет, и проверяли их на наличие 
целевого гена в составе хромосомной ДНК мето-
дом ПЦР (данные не приведены) с использовани-
ем праймеров, приведенных в табл. 1.

После подтверждения наличия ПЦР-фрагмен-
тов ожидаемого размера (для фитазы из C. freundii – 
1236 пн; из O. proteus – 1236 пн; из E. coli – 1263 пн) 
в составе хромосомы полученных трансформан-

тов отобранные штаммы P. pastoris тестировали на 
способность продуцировать и секретировать фита-
зу в КЖ с использованием чашечного теста.

Сравнение эффективности экспрессии генов 
фитаз в чашечном тесте

В ходе данного исследования был разработан 
чашечный тест для быстрого отбора среди мети-
лотрофных дрожжей P. pastoris наиболее актив-
ных продуцентов секретируемых бактериальных 
фитаз. Тест основан на гидролизе фитазами нерас-
творимого фитата кальция, приводящем к образо-
ванию зон осветления вокруг растущих колоний.

Подобный тест широко используется для скри-
нинга бактерий и грибов, способных к синтезу фи-
таз; однако ранее его не применяли в отношении 
метилотрофных дрожжей. Мы внесли в этот тест 
существенные модификации, которые позволи-
ли использовать его и при анализе секретируемой 
фитазной активности у рекомбинантных дрожжей.

Прежде всего, была проведена модифика-
ция состава диагностической среды. Обычно 
при скрининге бактериальных и грибных штам-
мов в качестве единственного источника углеро-
да в среду добавляют глюкозу [13]. Следует отме-
тить, что глюкоза метаболизируется с выделением 
в среду кислот, которые, как и фитазы, растворя-
ют фитат кальция с образованием зон осветления, 
что может привести к неправильной интерпрета-
ции результатов теста [14]. Кроме того, глюкоза 
является ингибитором промотора AOX1, исполь-
зуемого в экспрессионной системе P. pastoris [2].

Известно, что метилотрофные дрожжи в ка-
честве единственного источника углерода могут 
использовать метанол, при метаболизме которо-
го не происходит выделения кислот. Кроме того, 
метанол индуцирует экспрессию генов, регулиру-
емую промотором AOX1. Поэтому глюкоза в ро-
стовой среде была заменена на метанол.

Бактериальные фитазы относятся к клас-
су кислых гистидиновых фосфатаз и оптималь-
ные значения рН для их работы находятся в кис-
лой области. рН обычных ростовых сред близки к 
нейтральным значениям [15], при которых фита-
зы почти неактивны. Для снижения рН ростовой 
среды мы использовали молочную кислоту.

Таким образом, разработанный в ходе данной 
работы чашечный тест отличается подбором оп-
тимального источника углерода и оптимальной 
кислотности диагностической среды.

На чашку с диагностической средой высева-
ли по 5 трансформантов дрожжей P. pastoris, про-
дуцирующих фитазу одной из бактерий – E. coli, 

Рис. 1. Схематическое изображение экспрессион-
ной плазмиды pPIC9ά-Phy, содержащей ген бакте-
риальной фитазы (phy)

Fig. 1. Scheme of expression plasmid pPIC9ά-Phy that 
contains a gene for bacterial phytase (phy)
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O. proteus или C. freundii. После 24 ч культиви-
рования при 30 °С оценивали площадь зон освет-
ления вокруг каждой растущей культуры (рис. 2).

Как видно из рис. 2, наибольшая площадь 
зоны осветления наблюдалась у трансформантов, 
содержащих ген фитазы из C. freundii. Зона освет-
ления вокруг трансформантов, экспрессирующих 
ген фитазы из E .coli, была меньшей площади, а в 
случае фитазы из O. proteus – вовсе незначитель-
ной. Исходя из величины зоны гидролиза фитата 
кальция, был сделан вывод, что наиболее эффек-
тивно в дрожжах P. pastoris экспрессируется ген, 

кодирующий фитазу из C. freundii. Наименьшую 
активность проявляют трансформанты, несущие 
ген, кодирующий фитазу из O. proteus.

Для проверки выводов, сделанных на основе 
чашечного теста, было проведено прямое количе-
ственное измерение активности трех бактериаль-
ных фитаз в рекомбинантных штаммах P. pastoris 
модифицированным методом Фиске-Субарроу [14]. 
Для этого штаммы выращивали на жидкой среде 
YPD c 1% глюкозы в течение 24 ч, затем индуци-
ровали экспрессию генов фитаз путем добавления 
2%-ного метанола каждые 24 ч в течение 5 сут. По-
сле этого клетки осаждали центрифугированием 
и фитазную активность анализировали в суперна-
танте. Результаты анализа представлены в табл. 2.

Как видно из данных табл. 2, наибольшей про-
дуктивностью обладают трансформанты, несу-
щие ген, кодирующий фитазу из С. freundii, а наи-
меньшей – трансформанты, несущие ген фитазы 
из O. proteus, что подтверждает данные, получен-
ные в чашечном тесте. 

Таким образом, предложенный способ оценки 
активности фитаз (простой и удобный чашечный 
тест + оптимальная диагностическая среда) по-
зволяет проводить сравнительный анализ уровня 
экспрессии соответствующих генов у метилотро-
фных дрожжей, а также быстрый скрининг транс-
формантов P. pastoris, продуцирующих бактери-
альные фитазы.

Данный подход может быть использован для 
оценки активности дрожжевых культур при кон-
струировании штаммов – продуцентов фитаз про-
мышленного значения.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Минобрнауки России (Уникальный идентифи-
катор проекта - RFMEFI57917X0145) с исполь-
зованием УНУ – Национальный биоресурсный 
центр «Всероссийская коллекция промышлен-
ных микроорганизмов».

Рис. 2. Образование зон осветления при росте на 
чашке с диагностической средой трансформантов 
P. pastoris, несущих гены фитаз из следующих бак-
терий: a – C. freundii; b – E. coli; c – O. roteus. К – 
контроль (исходный штамм P. pastoris). Номера 1–5 
соответствуют номерам штаммов в табл. 2

Fig. 2. Formation of clarified zones during plate growth 
on diagnostic medium of P. pastoris bearing phytase 
genes from the following bacteria: a, C. freundii; b, 
E. coli; and c, O. proteus. K, control (original P. pasto-
ris strain). Numbers 1–5 are in consent with strain num-
bers in Table 2
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Abstract–A comparative analysis of the efficiency of the Escherichia coli, Obessumbacterium proteus and 
Citrobacter freundii phytase gene expression in a Pichia pastoris methylotrophic yeast has been carried 
out. The level of the expression was assessed using a suggested for the first time simple model using a 
genetic construct based on the pPICά vector and a plate test with a modified diagnostic medium containing 
methanol instead of glucose and calcium phytate. The optimum pH value for the phytase reaction was 
provided by the addition of lactic acid. It was shown that the gene for the C. freundii phytase manifested 
the best expression among the studied heterological genes.
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