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Метилотрофные дрожжи широко использу-
ются для создания на их основе рекомбинантных 
штаммов-продуцентов гетерологичных белков, в 
том числе ферментов. Это обусловлено их био
безопасностью, легкостью молекулярно-генети-
ческих манипуляций, высоким уровнем производ-
ства секретируемых белков [1‒4], способностью 
достигать высоких плотностей клеток на мини-
мальных средах [5], генетической стабильностью 
рекомбинантных элементов в процессе длитель-
ного культивирования при использовании инте-
гративных векторов [6]. Вышеуказанные свойства 

метилотрофных дрожжей позволяют увеличить 
выход целевого белка при снижении стоимости 
производства [7‒8].

Чаще всего для высокоуровневой экспрес-
сии белков используют метилотрофные дрожжи 
Pichia pastoris [9].

Komagataella kurtzmanii ‒ новый вид мети-
лотрофных дрожжей, родственный Pichia pastoris 
[10], для которого была разработана система экс-
прессии и показана эффективность данной систе-
мы на модельных штаммах-продуцентах гетеро-
логичных белков [11].
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генов, интегринованных в хромосому клетки-хозяина, позволяет направленно влиять на суммарные 
свойства рекомбинантных ферментов.
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Ферментные препараты, созданные на осно-
ве рекомбинантных штаммов-суперпродуцентов, 
широко используются в промышленности и сель-
ском хозяйстве, в частности в качестве добавок, 
вносимых в корм животных [12].

Одними из наиболее востребованных фермен-
тов, применяемых в кормопроизводстве, явля-
ются β-глюканазы – фермент, способный гидро-
лизовать β-глюканы. В птицеводческих и свино-
водческих отраслях природный водорастворимый 
β-глюкан действует как антипитательный агент. 
Добавка β-глюканаз в корм, содержащий ячмень, 
улучшает прирост массы тела сельскохозяйствен-
ных животных за счет снижения вязкости содер-
жимого тонкой кишки и улучшения усвоения пи-
тательных веществ [13‒14].

Свойства ферментов, используемых в кормо-
производстве, должны соответствовать ряду тре-
бований, диктуемых особенностями технологии 
производства препаратов и физиологии пищеваре-
ния животных. Наиболее важными показателями 
применяемых ферментов являются следующие: 
удельная активность, термостабильность, темпе-
ратурный и pH оптимумы их действия, высокая 
активность в широком диапазоне pH, устойчи-
вость к действию протеолитических ферментов.

Однако свойства природных ферментов не всег-
да соответствуют требованиям, необходимым для 
их промышленного использования. Для направ-
ленного изменения свойств ферментов применяют 
различные методы белковой инженерии [15‒20].

Одним из подходов к конструированию штам-
мов-продуцентов является совместная экспрессия 
(коэкскпрессия) двух и более генов. Так, созданы 
генетические конструкции для наработки слитых 
белков, разделенных линкером, содержащим сайт 
распознавания протеазами для последующего 
разделения двух слитых белков на индивидуаль-
ные белки. [21‒22]. Однако совместная экспрес-
сия не применялась для качественного улучшения 
свойств продуктов, производимых штаммами. 

В данной работе рассматривается конструи-
рование рекомбинантных дрожжевых штаммов, 
продуцирующих совместно β-глюканазы из Rhi-
zomucor miehei и Paenibacillus jamilae. Данные 
β-глюканазы ранее уже были охарактеризованы 
[23‒24]. Оба фермента обладают высокими и со-
поставимыми по величине значениями удельной 
активности, устойчивостью к пищеварительным 
ферментам, рН- и T (термо)-стабильностью, од-
нако, недостаточно широкий рН и температурный 
диапазон активности делает нерациональным их 
использование в кормопроизводстве.

Цель работы ‒ продемонстрировать возмож-
ность использования стратегии коэкспрессии ге-
нов, кодирующих β-глюканазы из R. miehei и 
P. jamilae, для создания рекомбинантных дрожже-
вых штаммов K. kurtzmanii, продуцирующих фер-
менты, в которых обе β-глюканазы, проявляя си-
нергизм свойств, позволяют получить продукт для 
кормовых добавок с оптимальными свойствами.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Микроорганизмы, питательные среды, 
плазмиды

Для генно-инженерных работ был исполь-
зован штамм Escherichia coli XL1-Blue (endA1 
supE44 thi1 recA1 gyrA96 relA1 lac hsdR17 
F′[proAB lacIqZΔM15 Tn10]), ВКПМ В-9838.

Для экспрессии в дрожжевой системе был ис-
пользован штамм K. kurtzmanii ВКПМ Y-727 и 
вектор pAOX-cre (ВКПМ В-13406). 

LB-среда (0,5% дрожжевой экстракт («Диа-М», 
Россия), 1% триптон («Диа-М»), 1% NaCl («Хим-
Мед», Россия)) была использована для культиви-
рования Escherichia coli XL1 Blue. YPD-среда (1% 
дрожжевой экстракт («Диа-М»), 1,5%-ный триптон 
(«Диа-М»), 2%-ная глюкоза («ХимМед»)) была ис-
пользована для культивирования K.  kurtzmanii. 
YNB-среда была использована для фермента-
ции рекомбинантных штаммов ((NH4)2SO4 – 5 г/л, 
KH2PO4 ‒ 1 г/л, MgSO4 – 0,5 г/л, NaCl  ‒ 0,1  г/л, 
CaCl2 ‒ 0,1 г/л, борная кислота – 500 мкг/л, CuSO4 – 
40  мкг/мл, KI – 100  мкг/мл, FeCl3 ‒ 200  мкг/мл, 
MnSO4 ‒ 400 мкг/мл, Na2MoO4 ‒ 200 мкг/мл, ZnSO4 ‒ 
400  мкг/мл, биотин  – 2 мкг/мл, пантотенат каль-
ция ‒ 400 мкг/мл, фолиевая кислота ‒ 2 мкг/мл, ино-
зит ‒ 2 мкг/мл, никотиновая кислота ‒ 400 мкг/мл, 
п-аминобензойная кислота – 200 мкг/мл, пиридок-
син HCl ‒ 400 мкг/мл, рибофлавин ‒ 200 мкг/мл, ти-
амин HCl ‒ 400 мкг/мл) (Himedia, Индия)).

Анализ нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей 

Для анализа нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей были использованы програм-
мы BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) и 
NCBI ORF Finder tool (http://www.ncbi.nlm.nih. gov/
gorf/gorf.html). Для поиска возможных сигналь-
ных последовательностей – программа SignalP 4.1 
Server (http://www.cbs. dtu.dk/services/SignalP/).

Оптимизация кодонов и синтез генов 
Оптимизация кодонного состава генов bgl26 

(GenBank MN053906) и bglR (GenBank JQ088103.1) 
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проводились в программе GenScript (https://www.
genscript.com/tools/rare-codon-analysis). Для синте-
за генов использовали метод, основанный на оли-
гонуклеотидах и описанный ранее [25].

Конструирование рекомбинантных 
экспрессионных плазмид

Фрагменты ДНК, кодирующие зрелые β-глю
каназы из R. miehei (BglR) и P. jamilae (Bgl26), 
были амплифицированы методом ПЦР с исполь-
зованием Pfu ДНК-полимеразы (Fermentas) и 
по два праймера для каждой из β-глюканаз: для 
R. miehei (BglR) – BglR-op-f 5´-aagaattctggactctgac-
cgacaattac-3´ и BglR-op-r 5´-aagcggccgcttattgctgg-
tagaccttaaggtagttg-3´ и для P. jamilae  – Bgl26-op-f 
5´-aagaattcgctggtaacgttttctgggaaccactcaac-3´ и 
Bgl26-op-r 5´-aagcggccgcttagttagaagtgtacttaac-
ccagtcgtatt-3´. Амплифицированные продукты бы
ли обработаны эндонуклеазами рестрикции EcoRI 
и NotI и каждый был клонирован в состав векто-
ра pAOX-cre, в результате чего были получены 
рекомбинантные плазмиды pAOX-cre-BglR-op и 
pAOX-cre-Bgl26-op.

Конструирование рекомбинантных  
штаммов K. kurtzmanii 

Плазмиды pAOX-cre-BglR-op и pAOX-cre-
Bgl26-op были линеаризованы с использованием 
рестриктазы BglII и трансформированы в клетки 
K. kurtzmanii методом электропорации [11].

Селекцию трансформантов вели на агаризо-
ванной среде YPD в течение 5 сут при температу-
ре 30 °С. В качестве селективного агента добавля-
ли антибиотик G418 в количестве 500 мкг/мл. 

Для отбора наиболее продуктивных трансфор-
мантов и выщепления маркерного гена проводили 
их культивирование в жидкой ферментационной 
питательной среде YP (1%-ный дрожжевой экс-
тракт («Диа-М»), 1,5%-ный триптон («Диа-М») 
с добавлением метанола (3 мас. %) в 96-луноч-
ных планшетах для культивирования (Greiner bio-
one, Германия) при 30 ºС в течение 72 ч на качал-
ке (250 об./мин). 

Определение активности β-глюканазы в КЖ 
проводили с использованием ДНС-метода [26] в 
96-луночном планшете. Для этого в каждой лун-
ке смешивали 25 мкл 1%-ного раствора субстрата 
β-глюкана ячменя в 0,5 М ацетатном буфере (рН 5) 
и 25 мкл КЖ. Инкубацию проводили при 50  °C 
10 мин, после чего добавляли в лунки по 50 мкл 
раствора ДНС. Планшет прогревали при 99  ℃ 
10 мин и измеряли поглощение окрашенного рас-
твора при длине волны 546 нм. В качестве стандар-

та использовали раствор глюкозы. По результатам 
ферментации отбирали наиболее продуктивные 
трансформанты. Клетки отобранных трансфор-
мантов рассевали до отдельных колоний на агари-
зованную питательную среду YPD. Для дальней-
ших исследований отбирали колонии, не способ-
ные к росту в присутствии антибиотика G418.

Ферментация рекомбинантных  
штаммов K. kurtzmanii

Для получения инокулята штаммы выращива-
ли в течение 24 ч при 28 °C и аэрации 250 об./мин 
в 50 мл жидкой питательной среды YPD в колбах 
объемом 500 мл. Полученным инокулятом в со-
отношении 1:10 засевали колбы объемом 500 мл 
со средой YNB (50 мл), содержащей 10 г/л гли-
церина и 10 г/л CaCO3, и выращивали при 28 °С 
и аэрации 250 об./мин в течение 96 ч. Через каж-
дые 24 ч культивирования добавляли 1% метано-
ла. После окончания ферментации определялась 
активность ферментов в КЖ.

Анализ ферментативной активности
Стандартное определение активности β-глю-

каназы проводили в 100 мкл, смешивая 50 мкл 
0,5%-ного раствора β-глюкана ячменя (Megazame, 
США) в 0,5 М трис-HCl буфере (рН 5) и 50 мкл 
образца фермента. Инкубацию проводили 10 мин 
при 50 °C.

Восстанавливающие сахара определялись 
ДНС-методом с использованием глюкозы в каче-
стве стандарта [26].

За 1 ед. активности фермента принимали ко-
личество фермента, требуемого для конверсии 
1 мкМ восстанавливающих сахаров за 1 мин.

Определение концентрации белка 
Концентрацию общего белка в КЖ определя-

ли методом Брэдфорда [27]. 

Электрофорез белков в полиакриламидном геле
Электрофорез проводили в 12%-ном полиакри-

ламидном геле в присутствии SDS в камере для вер-
тикального электрофореза Mini-Protean Tetra Cell 
(Bio-Rad Laboratories, США) 1 ч при напряжении 
50 В, затем 2–3 ч при напряжении 150 В. Окрас
ку белков проводили с использованием 0,1%-ного 
раствора Кумасси голубого R250 («Диа-М»).

Характеристики рекомбинантных β-глюканаз
pH-оптимум активности определяли по вели-

чине активности ферментов c использованием в 
качестве субстрата β-глюкана ячменя в  буферах: 
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0,5 М глициновый (рН 2–3), 0,5 М ацетатный 
(рН 4–6), 0,5 М трис-HCl (рН 7–9).

Температурную зависимость активности иссле-
довали, проводя стандартное определение актив-
ности ферментов в диапазоне температур 30–70 °C.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Конструирование рекомбинантных 
дрожжевых штамов

Для коэкспрессии генов, кодирующих фер-
менты в системе метилотрофных дрожжей 
K.  kurtzmanii, был разработан вектор pAOX-cre, 
экспрессионная кассета которого включала в 
себя мощный индуцибельный АОХ1-промо-
тор (PАОХ1) и AOX1-терминатор транскрипции 

(TTAOX1) P. pastoris, сигнальную последователь-
ность α-фактора Saccharomyces cerevisiae, а также 
кассету, фланкированную сайтами lox66 и lox71, 
в состав которой входил кодирующий ген устой-
чивости к генетицину (G418) – kanMX – под кон-
тролем дрожжевого TEF-промотора, и ген cre, ко-
дирующий рекомбиназу бактериофага Р1 под кон-
тролем АОХ1-промотора P. pastoris (рис. 1).

Использование конструкций на основе вектора 
pAOX-cre позволило осуществить высокоуровне-
вую экспрессию целевых генов и эффективную се-
крецию белков, интеграцию экспрессионной кассе-
ты преимущественно с помощью механизма него-
мологичной рекомбинации (NHEJ) [28], что могло 
приводить к увеличению числа копий экспресси-
онной кассеты в составе хромосомы дрожжевого 

Рис. 1. Физическая карта экспрессионного вектора pAOX-cre. В скобках указано положение сайтов рестрикции на 
карте вектора

Fig. 1. Physical map of the expression vector pAOX-cre. In parentheses the position of restriction sites is shown on the map 
of the vector
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штамма. Выщепление маркерного гена и гена ре-
комбиназы происходило благодаря cre-lox систе-
ме бактериофага Р1: индукция метанолом вызыва-
ла экспрессию гена cre и синтез рекомбиназы, что 
приводило к рекомбинации и вырезанию фрагмен-
та cre-kanMX из хромосомы штамма-хозяина. 

Кроме того, выбранная методика позволила 
выщеплять маркерный ген в одну стадию, отби-
рая наиболее активные трансформанты.

Таким образом, посредством вектора pAOX-cre 
была достигнута коэкспрессия генов путем по-
следовательной интеграции экспрессионных кас-
сет в состав хромосомы штамма-реципиента.

Нативная эндо-1,3(4)-β-глюканаза из термо-
фильного гриба Rhizomucor miehei (ЕС 3.2.1.6) 
была ранее выделена и охарактеризована [24, 29]. 
Однако свойства рекомбинантного фермента в 
экспрессионной системе метилотрофных дрож-
жей исследованы не были. Аминокислотная по-
следовательность эндо-1,3(4)-β-глюканазы из 
R.  miehei, а также нуклеотидная последователь-
ность гена, кодирующего белок, доступна в базе 
данных (GenBank: JQ088103.1). Анализ амино-
кислотной последовательности фермента с ис-
пользованием программы SignalP 4.1 позволил 
определить возможную сигнальную последова-
тельность (19 N-концевых аминокислот) и после-
довательность зрелого белка (295 аминокислот). 

Свойства эндо-1,3-1,4-β-глюканаза из Paeni-
bacillus jamilae (EC 3.2.1.73) были описаны авто-
рами ранее [23]. Было показано, что белок состо-
ит из 213 аминокислот и 24 остатков предполага-
емого сигнального пептида в N-концевой области 
(GenBank: MN053906). На  основании аминокис-
лотных последовательностей были разработаны и 
синтезированы оптимизированные нуклеотидные 
последовательности bglR-op и bgl26-op, представ-
ляющие собой области, кодирующие зрелые белки: 
эндо-1,3(4)-β-глюканазу из R.  miehei (BglR) и эн-
до-1,3-1,4-β-глюканазу из P. jamilae (Bgl26). Опти-
мизация нуклеотидных последовательностей про-
водилась в соответствии с частотой встречаемости 
кодонов метилотрофных дрожжей P. pastoris [30].

Оптимизированные нуклеотидные последо-
вательности, кодирующие области зрелых белков 
BglR и Bgl26, были амплифицированы методом 
ПЦР с использованием пар праймеров BglR-op-f/
BglR-op-r и Bgl26-op-f/Bgl26-op-r и клонированы в 
единую рамку считывания с сигнальной последо-
вательностью α-фактора вектора pAOX-cre. Таким 
образом были сконструированы экспрессионные 
плазмиды pAOX-cre-BglR-op и pAOX-cre-Bgl26-op.

Экспрессионные плазмиды были линеари-
зованы и трансформированы в клетки K.  kurtz-
manii. Отбор наиболее активных трансформан-

тов и выщепление маркерного гена проводили в 
процессе ферментации, что позволило отобрать 
штаммы K-BglR-48 и К-Bgl26-3, показавшие вы-
сокую β-глюканазную активность и не способ-
ные к росту на питательных средах, содержащих 
генетицин.

На следующем этапе работы была осущест-
влена трансформация экспрессионной кассеты 
плазмиды pAOX-cre-BglR-op в штамм К-Bgl26-3, 
а кассеты плазмиды pAOX-cre-Bgl26-op – в 
штамм K-BglR-48. Для дальнейших исследований 
были отобраны наиболее активные трансформан-
ты К-Bgl26-BglR-27 и K-BglR-Bgl26-51, в состав 
хромосом которых интегрированы одновременно 
кассеты для экспрессии генов bglR и bgl26, коди-
рующих β-глюканазы из R. miehei и P. jamilae.

Ферментативная активность штаммов
Ферментацию отобранных штаммов K-BglR-48,  

К-Bgl26-3, К-Bgl26-BglR-27 и K-BglR-Bgl26-51 
проводили в питательной среде YNB (50  мл) в 
500-мл колбах в течение 96 ч. Каждые 24 ч от-
бирались образцы объемом 1 мл. Уровень секре-
ции ферментов, определяемый по β-глюканаз-
ной активности, увеличивался на всем протяже-
нии ферментации. Ферментативная активность 
через 96 ч культивирования, измеренная при 
pH 6 и 50  ℃, для штамма K-BglR-48 составила 
818 ед/мл, для штамма К-Bgl26-3 – 715 ед/мл, для 
штамма К-Bgl26-BglR-27 – 1132 ед/мл, для штам-
ма K-BglR-Bgl26-51 – 1464 ед/мл. (рис. 2). Таким 
образом, коэкспрессия генов привела к увеличе-
нию общей продуктивности штаммов.

Рис. 2. Зависимость уровня β-глюканазной актив-
ности в супернатантах КЖ исследуемых штам-
мов от времени культивирования: 1 – К-Bgl26-3; 
2 – K-BglR-48; 3 – K-BglR-Bgl26-51; 4 – К-Bgl26-
BglR-27. Приведены средние значения, полученные 
в результате проведения трех независимых измере-
ний с учетом погрешности измерения (p <0,05)

Fig. 2. The dependence of the β-glucanase activity in su-
pernatants of cultured fluid strains: 1 ‒ K-Bgl26-3; 2 ‒ 
K-BglR-48; 3 ‒ K-BglR-Bgl26-51; 4 ‒ K-Bgl26-BglR-27. 
The data shown in the graphs are the average values ob-
tained as a result of three independent measurements tak-
ing into account the measurement error (p <0,05)
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Анализ целевых белков КЖ

Методом SDS-PAGE-электрофореза были 
проанализированы белки, входящие в состав су-
пернатантов КЖ через 72 ч ферментации. Резуль-
таты исследований показаны на рис. 3.

На рис. 3 видно, что в составе супернатантах КЖ 
штамма К-Bgl26-3 присутствует рекомбинантная 
β-глюканаза размером примерно 30 кДа (из P. jami-
lae Bgl26) и штамма K-BglR-48 – рекомбинантная 
β-глюканаза размером примерно 38 кДа (из R. mie-
hei BglR). В супернатантах КЖ штаммов К-Bgl26-
BglR-27 и K-BglR-Bgl26-51 присутствуют оба бел-
ка, но их количественное соотношение разное.

Температурный и pH-диапазон 
ферментативной активности  
рекомбинантных β-глюканаз

Такие показатели, как рН- и T-диапазон актив-
ности, являются основными при выборе фермен-
тов для использования в кормопроизводстве. Это 
обусловлено особенностями физиологии пищева-
рения животных. 

Так, пищеварение животных с однокамерным 
желудком начинается с грубого измельчения корма и 
обильного смачивания его слюной, которая облада-
ет нейтральным значением pH. После прохождения 
пищевода измельченный корм попадает в желудок, 

где значение pH падает до 2–2,5. В желудке проис-
ходит последующее разрушение корма с высвобо-
ждением простых соединений. Далее питательная 
субстанция попадает, последовательно, в тонкий и 
толстый кишечник, где значения pH смещаются в 
щелочную область и находятся в интервале от 4 до 
8. В кишечнике происходит дальнейшее разруше-
ние компонентов корма и всасывание в организм пи-
тательных соединений. Важно, чтобы на этом этапе 
происходило наиболее полное разложение компо-
нентов пищи до метаболизируемых соединений, т.е. 
ферменты должны работать как можно лучше, при 
этом обладать широким pH-диапазоном действия. 

Кроме того, T-оптимум действия ферментов 
должен находиться максимально близко к темпера-
туре тела животных, которая составляет 38–41 ℃.

Исследования рН-диапазона активности β-глю
каназ показало (рис. 4а), что оптимум рН активно-
сти рекомбинантной β-глюканазы Bgl26, секрети-
руемой штаммом К-Bgl26-3, был равен 7. Фермент 
был активен при рН от 4 до 8 и сохранял более 
50% активности при рН от 4,7 до 7,8. При рН <4 
ферментативной активности не наблюдалось. 

Оптимум рН активности β-глюканазы BglR, 
секретируемой штаммом K-BglR-48, был равен 5, 
фермент проявлял активность в диапазоне рН от 
2 до 7 и сохранял более 50% активности при рН 
от 4,2 до 6,5. При рН >7 фермент был неактивен.

Таким образом, рабочий диапазон рекомбинант-
ных β-глюканаз BglR и Bgl26 недостаточно широ-
кий для их эффективного использования в качестве 
кормовой добавки к комбикормам, так как их актив-
ность не охватывает весь необходимый рН-диапазон. 

Измерение ферментативной активности в су-
пернатантах культуральных жидкостей штаммов 
K-BglR-Bgl26-51 и К-Bgl26-BglR-27, продуциру-
ющих одновременно β-глюканазы BglR и Bgl26 
показало, что рН-оптимум работы ферментов в 
обоих случаях равен 6, ферменты активны в ди-
апазоне рН от 2 до 8, активность выше 50% для 
продуктов штамма K-BglR-Bgl26-51 сохраняет-
ся в диапазоне рН от 2,7 до 6,9, а для продуктов 
штамма К-Bgl26-BglR-27 – от 3,3 до 7,8.

Таким образом, совместная экспрессия генов, 
кодирующих β-глюканазы BglR и Bgl26 в штам-
мах K-BglR-Bgl26-51 и К-Bgl26-BglR-27, привела 
к существенному расширению рН-диапазона ак-
тивности ферментов. Такой диапазон работы фер-
ментов соответствует требованиям для их исполь-
зования в качестве кормовых добавок. 

Однако рабочий рН-диапазон β-глюканаз со-
впадал не полностью – для K-BglR-Bgl26-51 на-
блюдалось некоторое смещение в кислую сто-
рону (рН от 2,7 до 6,9) по сравнению с К-Bgl26-
BglR-27 (рН от 3,3 до 7,8).

Рис. 3. SDS-PAGE-анализ белков из супернатан-
тов КЖ штаммов: 1 – К-Bgl26-3; 2 – K-BglR-48; 3 – 
К-Bgl26-BglR-27; 4 – K-BglR-Bgl26-51; M – белко-
вый маркер молекулярной массы

Fig. 3. SDS-PAGE analysis of proteins from super-
natants of cultured fluid strains: lane 1 – K-Bgl26-3; 
lane 2 – K-BglR-48; lane 3 – K-Bgl26-BglR-27; lane 
4 – K-BglR-Bgl26-51; M, standard protein molecular 
weight (Thermo Scientific). 
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Изучение T-диапазона активности β-глюка-
наз, секретируемых исследуемыми штаммами, по-
казало (рис. 4b), что T-оптимум активности Bgl26 
был равен 40–45 ℃, при этом в диапазоне темпе-
ратур от 30 до 68 ℃ активность фермента состав-
ляла  ≥80%. T-оптимум активности BglR был ра-
вен 58 ℃, а в диапазоне температур от 48 до 67 ℃ 
активность фермента превышала 80%; T-оптимум 
ферментативной активности β-глюканаз КЖ штам-
ма K-BglR-Bgl26-51 был равен 43 ℃, при этом в 
диапазоне температур от 37 до 65  ℃ активность 
была выше 80%; температурный оптимум фер-
ментативной активности β-глюканаз КЖ штамма 
К-Bgl26-BglR-27 был равен 40 ℃, в диапазоне тем-
ператур от 33 до 60 ℃ активность превышала 80%.

Таким образом, исследования показали, что 
рабочий диапазон активности β-глюканазы из 
R.  miehei существенно превышает температуру 
тела животных, что делает не рациональным ис-
пользование этого фермента в качестве кормовой 
добавки. В то же время, рабочий диапазон фер-
ментов, секретируемых в КЖ штаммами K-BglR-
Bgl26-51 и К-Bgl26-BglR-27, полученными ко-
экспрессией генов, кодирующих β-глюканазы из 

P. jamilae и R.miehei, соответствовал температуре 
тела сельскохозяйственных животных. Однако и 
здесь наблюдается не полное совпадение рабочих 
диапазонов активности – 37–65 ℃ для K-BglR-
Bgl26-51 и 33–60 ℃ для К-Bgl26-BglR-27.

Определение удельной активности β-глюканаз
Важной характеристикой ферментов, использу-

емых в качестве кормовых добавок, являются значе-
ния их удельной активности в диапазоне рН, кото-
рый соответствует физиологическому значению со-
держимого кишечника (от 4 до 7) при температуре, 
близкой к температуре тела животных (38–41 ℃).

Значения удельной активности β-глюканаз, 
рассчитанной относительно концентраций обще-
го белка супернатантов КЖ исследуемых штам-
мов приведены в табл. 1.

Исследования показали, что удельная актив-
ность β-глюканаз Bgl26 из P. jamilae и BglR из 
R. miehei была критически низкой при рН 4 и 7, со-
ответственно. В то же время, удельная активность 
ферментов из КЖ штаммов, полученных в резуль-
тате коэкспрессии генов, были стабильно высоки-
ми во всем диапазоне рН, что свидетельствует о 

Рис. 4. Влияние рН (a) и температуры (b) на активность ферментов из супернатантов КЖ штаммов: 1 – К-Bgl26-3; 2 – 
K-BglR-48; 3 – K-BglR-Bgl26-51; 4 – К-Bgl26-BglR-27. На графиках приведены средние значения, полученные в ре-
зультате проведения трех независимых измерений с учетом погрешности измерения (p <0,05)

Fig. 4. The influence of Ph (a), temperature (b) on the activity of enzymes from supernatants of cultured fluid of strains: 1 – 
K-Bgl26-3; 2 – K-BglR-48; 3 – K-BglR-Bgl26-51; 4 – K-Bgl26-BglR-27. The data shown in the graphs represent the aver-
age value obtained as a result of three independent measurements, taking into account the measurement error (p <0.05)
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The values of the specific activity of β-glucanases

Штамм/фермент
Удельная активность (ед/мг) при значениях pH

4 5 6 7
К-Bgl26-3/Bgl26 161±5 3660±99 5776±198   5817±167
K-BglR-48/BglR 1643±68 2743±87 1716±77 201±4
K-BglR-Bgl26-51/BglR-Bgl26 1292±55 3429±120 3453±111 2332±89
К-Bgl26-BglR-27/Bgl26-BglR 1005±39 3774±141 4975±176 4438±155
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потенциальной возможности их использования в 
кормопроизводстве.

Однако значения удельной активности для 
штаммов K-BglR-Bgl26-51 и К-Bgl26-BglR-27 
были различными. Это объясняется, по-видимо-
му, разными соотношениями белков в составе КЖ 
исследуемых штаммов.

Действительно, как показано на рис. 3, в супер-
натанте культуральной жидкости штамма K-BglR-
Bgl26-51 (см. рис. 3, дорожка 4) концентрация BglR 
превышает концентрацию Bgl26. Для супернатанта 
культуральной жидкости штамма К-Bgl26-BglR-27 
наблюдается обратная тенденция – концентрация 
Bgl26 больше, чем BglR (см. рис. 3, дорожка 3).

Разным соотношением белков объясняют-
ся и различия в свойствах ферментов – в рабочих 
рН- и T-диапазоне активности β-глюканаз.

Неодинаковое количество белков связано, ве-
роятно, с разным числом копий гетерологич-
ных генов, интегрированных в состав хромосо-
мы штамма-реципиента: в составе хромосомы 
штамма К-Bgl26-BglR-27 интегрированы две ко-
пии гена bgl26 и одна копия гена bglR, а в составе 
хромосомы штамма K-BglR-Bgl26-51 соотноше-
ние обратное – две копии bglR и одна копия bgl26. 
Следовательно, справедливо ранее высказанное 
суждение, что изменяя соотношение генов при их 
совместной экспрессии можно направленно вли-
ять на суммарные свойства ферментов, секрети-
руемых штаммом-реципиентом.

Итак, была продемонстрирована стратегия со-
вместной экспрессии генов, кодирующих β-глюка
назы различного происхождения в системе мети-
лотрофных дрожжей K. kurtzmanii, с целью создания 
промышленно-ценных штаммов, продуцирующих 
одновременно два фермента, сочетание свойств ко-
торых приводит к наиболее полному соответствию 
технологическим требованиям, предъявляемым к 
ферментам в кормопроизводстве. Коэкспрессия ге-
нов, кодирующих целевые ферменты, экономически 
более выгодна, чем экспрессия отдельно каждого 
фермента, так как позволяет за один раунд фермен-
тации получить продукт с заданными свойствами.
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Abstract–The co-expression of genes encoding β-glucanases from Paenibacillus jamilae and Rhizomucor 
miehei in the Komagataella kurtzmanii methylotrophic yeast system has been carried out. The recombinant 
strains that simultaneously produced both enzymes with a total activity of 1132 and 1464 units for 96 h of 
cultivation in flasks were obtained. The combination of enzyme properties made it possible to achieve a 
substantial extension of the pH range of β-glucanase activity, as well as to bring the temperature and pH 
optima of the enzymes closer to those optimal for use in feed production. A vector has been developed 
that allows the efficient simultaneous expression of genes due to the sequential integration of expression 
cassettes into the recipient strain chromosome. It was also shown that a change in the ratio of the number of 
genes integrated into the chromosome of the host cell allows to directionally influence the total properties 
of recombinant enzymes.
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Komagataella kurtzmanii, Pichia pastoris

Funding–The work was financially supported by the Ministry of Science and Education (Project 
Unique Identifier RFMEFI60717X0179) using the Multipurpose Scientific Installation of National 
Bio-Resource Center «All-Russian Collection of Industrial Microorganisms», NRC «Kurchatov 
Institute» – GOSNIIGENETIKA.

doi: 10.21519/0234-2758-2019-35-5-20-28


