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Оксидазы D
аминокислот (ОДА, КФ 1.4.3.3), вы

деленные из дрожжей Trigonopsis variabilis, Rhodot�
orula gracilis – промышленные ферменты, широко
используемые в современных биокаталитических
технологиях получения 7
аминоцефалоспорановой
кислоты – исходного соединения
предшественни

ка для производства полусинтетических цефало

спориновых антибиотиков 2–4
го поколений [1, 2]. 

Усовершенствование известных методов получе

ния препаратов этих ферментов, в том числе с помо

щью технологий рекомбинантных ДНК, представляет
несомненный практический интерес. К настоящему
времени известны рекомбинантные плазмидные
ДНК, направляющие синтез функционально
актив

ных ферментов ОДА T. variabilis [3], R. gracilis [4] в
клетках бактерий [5–7] или дрожжей [8, 9].

Необходимо отметить, что сверхпродукция ОДА
токсична для распространенных хозяйских штаммов
Escherichia coli, поскольку сопряжена с высвобожде

нием токсичного соединения – перекиси водорода и
подавлением синтеза клеточной стенки из
за истоще

ния внутриклеточного пула D
аминокислот [5, 6].

Перспективной альтернативой клеткам бактерий
как системы экспрессии ОДА являются метило

трофные дрожжи Pichia pastoris [10] и Hansenula poly�
morpha [11]. Использование мощных регулируемых
промоторов генов утилизации метанола этих дрож

жей позволяет легко проводить оптимизацию про

цессов ферментации рекомбинантных штаммов–
продуцентов ОДА, а токсичность экспрессируемых
оксидаз может быть устранена за счет локализации
синтезируемых ферментов в пероксисомы дрожже

вых клеток, содержащих также значительное коли

чество каталазы, нейтрализующей токсичное дей

ствие перекиси водорода. В то же время хорошо
известно, что используемые в составе биокатали


заторов препараты ОДА должны быть свободны
от примесей каталазы и других посторонних бел

ков, снижающих эффективность биоконверсии
цефалоспорина С. Необходимость получения вы

сокоочищенных препаратов ОДА значительно за

трудняет их выделение из биомассы штаммов ме

тилотрофных дрожжей. Этот недостаток, впро

чем, может быть легко преодолен за счет создания
систем экспрессии вариантов ОДА, модифици

рованных присоединением различных аффинных
доменов, например, олигогистидиновых остат

ков, и очистки синтезируемых гибридных белков
с помощью аффинной хроматографии [9]. 

Ранее нами была сконструирована рекомбинант

ная плазмидная ДНК, направляющая в клетках E. coli
синтез модифицированной ОДА T. variabilis слитой с
последовательностью хитинсвязывающего домена
хитиназы А1 B. circulans [12]. Синтезируемый гибрид

ный белок DAOcbd сохранял полную энзиматическую
активность ОДА, мог быть легко очищен и иммоби

лизован на доступных и недорогих хитиновых сорбен

тах, отличающихся биологической инертностью, эко

номичностью и стабильностью. 

Цель работы – разработка системы экспрессии
белка DAOcbd в метилотрофных дрожжах P. pastoris. 
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тин
связывающим доменом – фирмы “New England
Biolabs” (США).

Штаммы микроорганизмов. Для конструирова

ния рекомбинантных плазмид использовали штамм
E. coli XL1�Blue recA1 endA1 gyrA96 thi�1 hsdR17
supE44 relA1 lac [F’proAB lacIqZ?M15 Tn10 (Tetr)]
(фирма “Stratagene”, США). Экспрессию DAOcbd
осуществляли в штамме P. pastoris GS115 his4[ mut+]
(“Invitrogen”, США). 

ДНК манипуляции и компьютерные программы.
Для конструирования вектора экспрессии гена ги

бридного белка DAOcbd в P. pastoris использовали
плазмиду pVR1, обеспечивающую в клетках E. coli
синтез гибридного белка DAOcbd под контролем Т7
промотора и терминатора экспрессионного вектора
pET23a [12], и плазмиду pPicVR2, содержащую кас

сету экспрессии гетерологичных генов для P. pastoris,
включающую промотор AOX1 P. pastoris и термина

тор TEF1 Ashbya gossypii. Плазмида pPicVR2 также
несет маркерный ген Sh�ble из Streptoalloteichus hin�
dustanus под контролем промотора гена TEF1 и тер

минатора гена CYC1 Saccharomyces cerevisiae, опреде

ляющий устойчивость к зеоцину рекомбинантных
штаммов P. pastoris, трансформированных плазми

дой pPicVR2 и ее производными. 

Выделение РНК и геномной ДНК из дрожжей,
плазмидной ДНК, ПЦР
амплификацию, констру

ирование плазмид и их анализ проводили с исполь

зованием известных методов генетической инжене

рии [13]. Определение нуклеотидных последова

тельностей ПЦР
фрагментов и плазмид проводили
путем автоматического секвенирования с помощью
набора ABIPrizm 3100 DNA Sequencer с использова

нием набора Applera “Fluorescent Big Dye Cycle Se

quencing Kit”. Нуклеотидные последовательности
анализировали с помощью пакета программ
VectorNTI8 [14] (“Invitrogen”, США).

Конструирование вектора для экспрессии DAOcbd
в P. pastoris. Для конструирования вектора pVR2,
обеспечивающего многокопийную интеграцию ме

танол
индуцируемой кассеты экспрессии гена ги

бридного белка DAOcbd в P. pastoris NdeI/XhoI
фрагмент размером 1000 п.н. плазмиды pVR1, коди

рующий нужный ген, встраивали в NdeI/XhoI век

тор pPicVR2. 

Трансформация P. pastoris. Мультикопийные инте

гративные трансформанты P. pastoris получали путем
электропорации клеток штамма GS115 линеаризо

ванной плазмидой pVR2 с последующей селекцией
вариантов на чашках с различными концентрациями
зеоцина. Приготовление электрокомпетентных кле

ток и саму процедуру электропорации осуществляли
как описано [15]. После электропорации клетки инку

бировали 1 ч при 30°С в 1 мл 1 М сорбитола и высевали
на чашки с твердой средой, содержащей 1% дрожже

вого экстракта, 2% пептона, 2% глюкозы и 1 М
сорбитола, а также различные концентрации зеоцина
(100, 500, 1000 и 2000 мкг/мл). Отбор мультикопийных

интегрантов и селекцию Mut+ клонов проводили в
соответствии с рекомендациями фирмы Invitrogen
[15]. 

Культивирование трансформантов. Индивидуаль

ные клоны трансформантов и исходный реципи

ентный штамм P. pastoris GS115 культивировали в
25 мл среды, содержащей 1% дрожжевого экс

тракта, 2% пептона, 100 мМ калий
фосфатного бу

фера, рН 6.0, 1.34% дрожжевых азотистых оснований
[15] в колбах на 250 мл в течение 16 ч при 29°С до OП ~
3–5 ед. Клетки собирали центрифугированием при
3000 g 5 мин и ресуспендировали в 100 мл этой же сре

ды с добавлением 1% метанола [15], доводя оптиче

скую плотность культур (OП600) до 1.0. Дальнейшее
культивирование проводили в 1 л колбах 72 ч, добав

ляя через каждые 24 ч в среду 1 мл метанола для под

держания стабильной индукции с периодическим от

бором проб для оценки уровня экспрессии DAOcbd. 

Селекция трансформантов. Отобранные Mut+
трансформанты штамма GS115, устойчивые к
зеоцину, анализировали на наличие вставки гена
DAOCBD методом ПЦР
скрининга [15] с прайме

рами DAO1 5'
GGCCGCTAAAGGTTTGGAC
3' и
DAO2 5'
TCCAGGATTGTCCACGATGA
3'. 

Качественный анализ экспрессии DAOcbd в ото

бранных клонах проводили путем определения ак

тивности ОДА в неочищенных экстрактах клеток,
выращенных в условиях индукции индивидуальных
трансформантов с помощью теста, основанного на
детекции перекиси водородах [16]. Для этого оса

жденные в микроцентрифужных пробирках клетки
из 2 мл культуры ресуспендировали в 500 мкл буфера,
содержащего 50 мМ натрий
фосфата, pH 7.4; 1 мM
фенил
метил
сульфонил фторида; 1 мM ЭДТА; 5%
глицерина и разрушали путем интенсивного встря

хивания на вортексе с равным объемом стеклянных
бус (0.5 мм) с периодическим охлаждением проб в
ледяной бане. Клеточный дебрис осаждали центри

фугированием при 14000 g, 10 мин, +4°С. Осветлен

ный супернатант инкубировали в течение часа при
интенсивном встряхивании на холоду с 50 мкл сус

пензии покрытых хитином магнитных гранул, пред

варительно двукратно промытых в 500 мкл буфера
CB (500 мМ NaCl; 20 мМ Трис
HCl, pH 8.0; 1 мМ ЭД

ТА; 0.5% Тритон X
100). Гранулы осаждали магни

том, промывали трехкратно буфером CB и добавляли
1 мл насыщенного кислородом буфера для определе

ния активности ОДА, содержащего 200 мМ D
ала

нина, 0.86 мМ дианизидина, 50 мМ фосфатный бу

фер, рН 8.0, пероксидазу хрена 0.5 мг/мл. Быстрое
развитие бордового окрашивания свидетельствует о
наличии иммобилизуемой на хитиновых магнитных
частицах функционально
активной ОДА.

Определение активности DAOcbd в ходе роста
культуры. Динамику накопления активности ОДА у
“положительных” клонов исследовали с помощью
теста, основанного на определения концентрации
кетокислоты [16]. Для этого 50 мкл грубых экстрак
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тов, полученных из клеток, отобранных на разных
стадиях культивирования, инкубировали с 250 мкл
10 мМ D
аланина в 50 мM фосфатном буфере,
pH 8.0, в течение 15 или 30 мин, реакцию останав

ливавали добавлением 100 мкл насыщенного рас

твора 2,4
динитрофенилгидразина в 2 н. HCl и че

рез 5 мин к раствору добавляли 300 мкл 3 М NaOH и
2.5 мл дистиллированной воды. После инкубации в
течение 10 мин при комнатной температуре изме

ряли поглощение раствора при 550 нм, которое
сравнивали с калибровочной кривой, построенной
с использованием стандартных концентраций пи

ровиноградной кислоты. 

Оценку уровня продукции DAOcbd проводили,
пересчитывая известное из данных определения
удельной активности содержание DAOcbd на общее
содержание белка во фракции грубых экстрактов,
определенное по модифицированному методу
Брэдфорд [17]. 

Определение копийности вставок у трансформан�
тов P. pastoris. Оценку числа копий интегрирован

ной плазмиды pVR2 в полученных трансформантах
осуществляли методом Саузерн
гибридизации.
Выделенные по стандартной методике [18] препа

раты геномной ДНК гидролизовали совместно ре

стриктазами BamHI и XhoI. Разделенные в 1% ага

розном геле образцы переносили на мембрану Hy

bondN+ и гибридизовали с меченым αР32 дАТФ с
помощью набора DecaLabelTM DNA Labeling Kit
(“MBI Fermentas”, Литва) BamHI/XhoI фрагментом
2000 п.н. плазмиды pVR2, содержащим промотор
AOX1 и ген DAOcbd. Мембрану сканировали с помо

щью прибора TyphoonTM 9400 (GE Healthcare,
США) и проводили количественную оценку интен

сивности сигналов гибридизации с помощью про

граммы Image Quant. 

Анализ уровней мРНК гена DAOcbd. Выделение
суммарной РНК из дрожжевых клеток проводили
путем обработки экстрактов клеток кислым фено

лом в присутствии гуанидин тиоцианата [19]. Ана


лиз полученных препаратов проводили с помощью
Нозерн
блоттинга при использовании денатуриру

ющего фореза в агарозном геле, содержащем фор

мальдегид (2.2 М), по стандартной методике [19].
Мембрану гибридизовали с мечеными ПЦР фраг

ментами, соответствующими кодирующим после

довательностям генов GPD P. pastoris и DAO, полу

ченными с использованием праймеров GPD1
5'
GCATTGGAGACAATGTTCAAGTCAG
3' и
GPD2 5'
AGATTATTGGAAACCACCAGAATCG
3'
(ген GPD P. pastoris) и DAO1/DAO2 (см. выше, ген
DAO T. variabilis). 

Электрофорез белков. Анализ белковых экстрак

тов рекомбинантных штаммов дрожжей и фракции
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Рис. 1. Физическая и генетическая карта вектора
pVR2. Обозначено положение кодирующих областей
доменов гена DAOcbd (CBD и DAO), промотора гена
алкогольоксидазы P. pastoris (5'
AOX1); терминатора
транскрипции гена TEF1 A. gossipii (tTEF1); гена
устойчивости к зеоцину (zeo) промотора гена TEF1
S.cerevisiae (pTEF1), маркерного гена устойчивости к
ампициллину (Amp) и некоторых уникальных сайтов
рестрикции. 
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Рис. 2. Саузерн
гибридизация препаратов геномной ДНК трансформантов P. pastoris. Обозначения дорожек –
pVR2(BamHI/XhoI) – 2000 п.н. фрагмент плазмиды pVR2, включающий промотор AOX1 и ген DAOcbd, GS115 – пре

парат геномной ДНК штамма GS115, далее – номера клонов, отобранных на чашках с различной концентрацией зео

цина: 1–4 – 100 мкг/мл, 1–4
500 – 500 мкг/мл, 1–5
1000 – 1000 мкг/мл, 1–5
2000 – 2000 мкг/мл. 
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белков, полученные на различных стадиях очистки
DAOcbd, проводили с помощью электрофореза в
денатурирующем полиакриламидном геле (ДСН

ПААГ) по методу Лэммли [20]. Окраску гелей осу

ществляли с помощью красителя PageBlue (“MBI
Fermentas”, Литва). 

Количественное определение белка DAOcbd,
продуцируемое различными клонами трансформан

тов P. pastoris, определяли также с помощью Вестерн

блоттинга [13]. Перенесенные на мембрану Immo

bilon P белки инкубировали с мышиными монокло

нальными антителами против хитин
связывающего
домена хитиназы А1 (New England Bolabs, США), за


тем инкубировали со вторичными антителами кро

лика против иммуноглобулинов мыши, меченными
пероксидазой хрена (“Promega L”, США). Связавши

еся с антителами белки визуализировали с помощью
набора ECL и проводили оценку интенсивности сиг

налов с помощью прибора Typhoon™ 9400 (GE
Healthcare, США). 

В качестве стандарта использовали разведения
аффинно
выделенного белка DAOcbd.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Селекция трансформантов P. pastoris. Плазмида
pVR2 (рис. 1) содержит ген гибридного белка
DAOcbd под контролем промотора AOX1 P. pastoris,
терминатора TEF1 A. gossypii, а также “кассету экс

прессии” гена Sh�Ble, обеспечивающего устойчи

вость к зеоцину рекомбинантных штаммов P. pas�
toris, трансформированных pVR2. Линеаризованная
по расположенному в промоторе AOX1 уникально

му сайту PmeI плазмида pVR2 должна интегриро

ваться в AOX1 локус с образованием моно
 и муль

тикопийных тандемных интегрантов. Мультико

пийные интегранты при этом могут быть отобраны
путем селекции на чашках, содержащих повышен

ную концентрацию зеоцина. 

Отобранные из коллекции трансформантов штам

ма P. pastoris GS115 плазмидой pVR2 mut+ клоны,
устойчивые к различным концентрациям зеоцина,
анализировали на наличие нужной вставки методом
ПЦР
скрининга. Отобранные клоны далее исследо


Таблица 1. Копийность интегративных трансформан

тов P. pastoris GS115/pVR2

№ клона Число копий 
вставки pVR2 № клона Число копий 

вставки pVR2 

GS115 0 2
1000 23

1 2 3
1000 3

2 3 4
1000 31

4 3 5
1000 28

1
500 5 1
2000 25

2
500 10 2
2000 6

3
500 9 3
2000 24

4
500 15 4
2000 21

1
1000 20 5
2000 11

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Рис. 3. Вестерн блот анализ динамики экспрессии гена DAOcbd в трансформантах P. pastoris/pVR2. Дорожки: 1, 7, 13 –
штамм GS115 (отрицательный контроль), 2, 8, 14 – клон № 4; 3, 9, 15 – клон № 4
2000; 4, 10, 16 – клон № 3
2000; 5,
11, 17 – клон № 1
500; 6, 12, 18 – клон № 2
1000. 
По времени индукции, дорожки 1–6 – 24 ч, 7–12 – 48 ч, 13–18 – 72 ч. Дорожки 19–22 – аффинно
очищенная
DAOcbd, выделенная из штамма E. coli – продуцента, 3, 1, 2 и 4 мкг соответственно. 
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вали на способность к экспрессии функционально

активной DAOcbd в качественном тесте, основанном
на детекции выделяемой в процессе оксидазной реак

ции перекиси водорода (см. “Методику”). 

Отобранные “положительные” трансформанты
подвергали дальнейшему анализу для исследования
структуры локуса AOX1 и числа копий “кассеты
экспрессии”. 

“Копийность” трансформантов P. pastoris. Ге

номную ДНК полученных клонов гидролизовали
по сайтам BamHI/XhoI и после разделения в геле и
переноса на фильтр образцы гибридизовали с ме

ченой пробой, соответствующей промотору гена
AOX1, слитому с геном DAOcbd. Использование та

кой пробы позволяет оценить копийность вставки
по интенсивности сигнала гибридизации от “век

торного” фрагмента AOX1–DAOcbd по отноше

нию к внутреннему контролю, которым в нашем
случае является хромосомный ген AOX1. 

Результаты гибридизации (рис. 2) позволили
детектировать во всех образцах два характерных
фрагмента разной интенсивности, что свидетель

ствует о тандемной организации вставки. Прове

денная с помощью программы Image Quant оцен

ка копийности вставки плазмиды pVR2 показала,
что она колеблется в широких пределах – от 2–3
до 21–23 копий на геном (табл. 1).

Динамика экспрессии DAOcbd. Отобранные транс

форманты выращивали в колбах в условиях индукции
промотора AOX1, определяя при этом плотность куль

туры и активность оксидазы для выявления зависимо

сти между числом копий интегрированной плазмиды
pVR2, параметрами культивирования и уровнем про

дукции DAOcbd. 

Электрофоретический анализ неочищенных бел

ковых экстрактов полученных штаммов показал, что
синтезируемая DAOcbd является мажорным белком
растворимой фракции в экстрактах клонов с “низ

кой” и “средней” копийностью. Проведенный с по

мощью Вестерн
блоттинга (рис. 3) количественный
анализ уровня продукции с DAOcbd в полученных
трансформантах позволил установить (табл. 2), что
“высококопийные” клоны отличались относительно
низким уровнем оксидазной активности, а наиболь

шей продуктивностью обладали клоны с количеством
копий pVR2 от 3 до 5 на геном. 

Эти данные хорошо коррелировали с динамикой
накопления активности DAOcbd в ходе культивиро

вания (рис. 4). Удельная активность выделенных из
полученных экстрактов на хитиновом сорбенте
препаратов DAOcbd составила около 87 Е/мг, что
соответствует известной из литературных данных
удельной активности нативной ОДА T. variabilis.

Для выяснения возможных причин снижен

ной экспрессии в клонах с “высокой” копийно

стью мы оценили уровни мРНК DAOcbd в раз

личных штаммах. Уровни мРНК гена DAOcbd у
мультикопийных и низкокопийных трансфор


мантов оказались одинаково высокими (рис. 5).
Их сопоставление с уровнями мРНК конститу

тивного гена GAPDH показало, что увеличение
копийности вставки в нашем случае приводит
лишь к незначительному увеличению уровней
мРНК гена DAOcbd. 

***

В настоящей работе получены эффективные
штаммы P. pastoris GS115, продуцирующие с высо

ким выходом функционально
активный гибрид

ный белок оксидазы D
аминокислот T. variabilis,

Таблица 2. Уровень продукции DAOcbd (% от раствори

мого белка клетки) у трансформантов P. pastoris c различ

ной “копийностью” вставки (по данным Вестерн
блот
анализа*)

№ клона DAOcbd, % № клона DAOcbd,%

GS115 (1) 0 2
1000 (2) 0.60

4 (1) 4.55 3
2000 (2) 0.60

1
500 (1) 1.25 4
2000 (2) 0.55

2
1000 (1) 0.15 GS115 (3) 0

3
2000 (1) 0.25 4 (3) 12.40

4
2000 (1) 0.10 1
500 (3) 7.20

GS115 (2) 0 2
1000 (3) 1.20

4 (2) 6.70 3
2000 (3) 1.00

1
500 (2) 2.65 4
2000 (3) 1.15

* (1), (2) и (3) – пробы, отобранные через 24, 48 и 72 ч инку

бации.
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726032120 4824
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1
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4

Рис. 4. Динамика роста биомассы и активности ОДА
в ходе культивирования трансформантов P. pas�
toris/pVR2 с различной “копийностью”. Гистограмма –
активность фермента (ед./мл), график – накопление
биомассы (ОП600): 1 – клон № 4; 2 – клон № 1
500;
3 – клон № 2
1000; 4 – клон № 4
2000.
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слитой с хитинсвязывающим доменом хитиназы А1
B. circulans. Выход DAOcbd при культивировании в
колбах составил 45000 Е (или 500 мг) на литр куль

туры при уровне продукции целевого фермента
порядка 10% от растворимого белка рекомбинант

ного штамма. Таким образом, по своей эффектив

ности полученные штаммы заметно превосходят
полученные другими авторами штаммы P. pastoris,
продуцирующие варианты ОДА T. variabilis [9]. 

Возможные причины более эффективной экс

прессии белка DAOcbd в полученных нами штаммах
достаточно разнообразны и могут заключаться как в
особенностях конструкции вектора экспрессии, так
и в повышенной устойчивости белка DAOcbd к про

теолитической деградации за счет стабилизирующе

го влияния N
концевого CBD
домена. 

Нам не удалось обнаружить прямой зависимости
между копийностью вставки и уровнем синтеза
DAOcbd в полученных штаммах. Более того, в
штаммах с высокой копийностью уровень синтеза
DAOcbd был заметно ниже, чем в штаммах со сред

ней копийностью. Известно, впрочем, что увеличе

ние копийности вставки зачастую [21–23], но от

нюдь не всегда [24], позволяет повысить уровень
продукции целевых белков в рекомбинантных
штаммах P. pastoris. 

Тем не менее, уже полученные штаммы P. pastoris
достаточно перспективны для отработки методов их
культивирования в больших объемах и получения
иммобилизованных препаратов гибридного фер

мента для непосредственного использования в тех

нологических процессах получения 7
аминоцефа

лоспорановой кислоты. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
Роснауки (Госконтракт 02.512.11.2211). 
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Рис. 5. Нозерн
блот анализ динамики экспрессии гена DAOcbd в трансформантах P. pastoris/pVR2. Обозначения –
GS115 – реципиентный штамм, № 4, № 4
500, № 2
1000, № 3
2000, № 4
2000 – клоны трансформантов, отобранных
на чашках с разной концентрацией зеоцина. Пробы отбирали до начала индукции (0), и через 24 (1) 48 (2) и 72 ч (3)
после начала индукции: а – гибридизация с зондом GPD, б – с зондом DAOcbd. 
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Expression of Modified Oxidase of D�aminoacids 
of Trigonopsis variabilis in Methylotrophic Yeasts Pichia pastoris
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Abstract—Effective recombinant strains Pichia pastoris that produce functionally active hybrid of Trigonopsis
variabilis D�aminoacids bond with chitin�connecting domain of chitinase A1 of Bacillus circulans (DAOcbd)
were obtained. The dependence of DAOcbd production levels from production of the number of copies of
“expression cassette” integrated in the AOX1 locus of recombinant strains was studied. It was indicated that
synthesized DAOcbd may be easily purified and immobilized on chitin sorbents and possessed high specific
activity. Produced strains and methods of their cultivation and DAOcbd extraction may be used for develop�
ment of technologies of obtaining of biocatalyzers in technological processes of obtaining of 7�aminocepha�
losporane acid.
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