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До недавнего времени основными методами
повышения продуктивности штаммов являлись
химический и радиационный мутагенез и селек�
ция. Эти методы эффективны, но не лишены не�
достатков: получаемые таким образом штаммы не�
стабильны и имеют высокий процент реверсий,
кроме того, данные методы исключительно трудо�
емки и требуют больших затрат времени. С разви�
тием ДНК�технологий широкое распространение
получили методы плазмидной трансформации
микроорганизмов. Использование методов генной
инженерии имеет ряд преимуществ, основным из
которых является интегративная встройка целе�
вого гена в хромосому, что обеспечивает стабиль�
ность получаемых штаммов, не требующих по�
стоянной поддерживающей селекции [1]. Суть
процесса получения штамма�продуцента с изме�
ненными свойствами состоит во включении эк�
зогенной ДНК в хромосому путем трансформа�
ции штамма�реципиента плазмидой, несущей ген
целевого белка под контролем гомологичных ре�
гуляторных элементов – промотора и терминато�
ра гена хорошо эспрессирующегося белка штам�
ма�реципиента (т.н. гена “мажорного” белка).
В мировой практике используются экспрессион�
ные системы на основе грибных штаммов родов
Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Fusarium и дру�
гих, и различных промоторов (амилазных, целло�
биогидролазных, эндоглюканазных, ксиланазных

и других) [2–4], в том числе широкое распростра�
нение получило использование промоторного
участка гена глюкоамилазы гриба A. niger. Таким
путем, например, был получен штамм�продуцент
химозина [5].

Штамм гриба A. awamori является отечествен�
ным промышленным продуцентом глюкоамилазы
[6]. Можно предположить, что клонирование регу�
ляторных полинуклеотидных последовательно�
стей (промотора и терминатора) гена глюкоамила�
зы (в данном случае мажорного белка) и создание
на их основе экспрессионной системы в грибе
A. awamori приведет к увеличению уровня экспрес�
сии гетерологичных белков. Отметим, что низшие
грибы рода Aspergillus являются хорошо изученны�
ми объектами в биотехнологической практике, что
облегчает разработку трансформационной систе�
мы, обеспечивающей доставку экзогенной ДНК в
клетку�реципиент [7].

Глюкоамилаза (α�(1�4),(1�6)�D�глюкан глюко�
гидролаза, КФ 3.2.1.3) является внеклеточным
ферментом, эффективно гидролизующим крах�
малсодержащее сырье до глюкозы, обладающим
способностью расщеплять α�(1�4) и α�(1�6)�глю�
козидные связи в крахмале (в амилопектине и
мальтоолигосахаридах), что делает этот фермент
ключевым в процессах осахаривания крахмалсо�
держащего сырья в спиртовой и крахмало�паточ�
ной промышленности [8].
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Создана экспрессионная система гетерологичных генов в отечественном штамме Aspergillus awamori
Co�6804 – продуценте глюкоамилазы. Используя промоторную и терминаторную области гена глюко�
амилазы, был получен вектор pGa, в который успешно клонировались гены фитазы A. niger, эндоглюка�
назы Trichoderma reesei и ксиланазы Penicillium canescens. Разделение ферментных препаратов с исполь�
зованием системы высокоэффективной жидкостной хроматографии (FPLC) показало, что содержание
рекомбинантных ферментов в общем пуле секретируемого белка составляло от 0.6 до 14%.
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Различные виды зерна кроме крахмала содер�
жат некрахмальные полисахариды (НПС) – ксила�
ны, β�глюканы, целлюлозу, причем содержание
НПС варьирует (табл. 1). Наличие НПС приводит
к набуханию зерна и увеличению вязкости водно�
мучных суспензий, что уменьшает эффективность
действия амилолитических ферментов, поэтому
целесообразно осуществлять одновременное при�
менение амилаз и ферментов, способных гидро�
лизовать НПС, т.е. обладающих целлюлазной,
β�глюканазной или ксиланазной активностью [9].
Ксиланазные и целлюлазные ферментные препа�
раты более пригодны в случае пшеницы, ржи и ку�
курузы, тогда как для ячменя целесообразно при�
менять ферментные препараты с высокой β�глю�
каназной и целлюлазной активностью.

Еще одним важным сопутствующим амилазам
ферментом является фитаза (КФ 3.1.3.8 и 3.1.3.26),
которая гидролизуя фитин зерна (смесь кальцие�
вых и магниевых солей фитиновой кислоты) при�
водит к образованию неорганического фосфата и
мио�инозита. Фитин является запасным соедине�
нием фосфора во всех злаках, содержание фитина
в зерне колеблется от 0.4 до 3.2%, а фосфор фитина
составляет 60–88% от общего содержания фосфо�
ра зерна [10]. Фитаты плохо ассимилируются в
процессе получения этанола из крахмалсодержа�
щего сырья, поэтому превращение фосфора в до�
ступную для дрожжей форму и освобождение мик�
роэлементов и металлов приводит к интенсифика�
ции процессов брожения, а также уменьшает
нагрузку на очистные сооружения. Кроме того
продукт гидролиза фитина – инозит способствует
росту дрожжевых клеток [11].

На практике при переработке крахмалсодер�
жащего сырья обычно применяют несколько
ферментных препаратов, одни из которых обла�
дают амилолитической активностью, другие –
активностью по отношению к НПС или фитину,
что приводит к определенным неудобствам, а так�
же увеличивает затраты. Поэтому важной задачей
представляется повышение уровня продукции
ферментов, гидролизующих НПС и фитин у штам�
ма�продуцента глюкоамилазы A. awamori, что мо�
жет привести к увеличению эффективности его
применения в биотехнологических процессах. В
качестве целевых ферментов в работе были выбра�
ны ксиланаза (КФ 3.2.1.8) P. canescens, свойства
которой подробно описаны в работе [12], эндо�
глюканаза (КФ 3.2.1.4) T. reesei, обладающая по�
мимо целлюлазной еще и β�глюканазной активно�
стью [13], и фитаза A. niger [14].

Цель работы – увеличение активности фермен�
тов, гидролизующих НПС, а также фитин, у штам�
ма A. awamori (высокоактивного продуцента глю�
коамилазы) путем создания системы экспрессии
гетерологичных генов с использованием техноло�
гии рекомбинантных ДНК. 

МЕТОДИКА

Штаммы микроорганизмов. A. awamori Co�6804 –
продуцент глюкоамилазы, стабильный штамм, се�
лекционированный среди популяции УФ�мутан�
тов. A. awamori 6804�19 (niaD–) – мутант с дефектом
в гене niaD, кодирующим фермент нитратредукта�
зу, реципиентный штамм для плазмидной транс�
формации.

Среды для культивирования штаммов гриба
A. awamori. Минимальные среды: среда РМ (%):
KH2PO4 – 1.5, KCl – 0.5, MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.5, H3BO3 –
0.0025, CuSO4 ⋅ 5H2O – 0.02, FeSO4 ⋅ 7H2O – 0.04,
MnSO4 ⋅ 2H2O – 0.04, Na2MoO4 ⋅ 2H2O – 0.04,
ZnSO4 ⋅ 7H2O – 0.04, глюкоза – 1.0; среда Чапека�
Докса (%): NH4Cl – 0.3, KCl – 0.2, KH2PO4 – 0.1,
MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.05, CuSO4 ⋅ 5H2O – 0.002, глюко�
за – 2.0.

Селекционная среда: РМ с добавками (мМ):
NaClO3 – 10, NH4Cl – 10; NaNO3 – 10, аспарагин –
10; гипоксантин – 10.

Для поддержания штамма A. awamori и хране�
ния посевного материала использовали следую�
щие агаризованные среды: РМ + 10 мМ NaNO3 +
+ 2.0% агар; а также среда Чапека (%): картофель�
ный крахмал – 3.0, NaNO3 – 0.91, KCl – 0.05;
MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.05; KH2PO4 – 0.1; агар�агар – 2.0.

Культивирование трансформантов проводили в
колбах на ферментационной среде для глубинного
культивирования штаммов A. awamori: 24% пше�
ничной муки, обработанной α�амилазой, из расче�
та 2 ед. α�амилазной активности на 1 г крахмала.
Трансформанты культивировали в течение 7 и 9 сут
при 35°С и 250 об/мин. 

Получение штамма:реципиента A. awamori 6804:19
(niaD–). Суспензию спор штамма A. awamori Co�6804
обрабатывали нитрозогуанидином с концентраци�
ей 2, 1, 0.5 и 0.1 мг/мл в течение 15–30 мин. Выжи�
ваемость клеток при этом составляла от 0.13 до 7%.
Для выделения хлорат�устойчивых мутантов обра�
ботанную суспензию рассевали на чашки Петри с
минимальной средой с хлоратом натрия. Вырос�
шие клоны для выявления подлинности предпола�
гаемых мутантов niaD– пересевали на чашки Петри
с минимальными средами с нитратом натрия, нит�
ритом натрия, гипоксантином и аспарагином, т.е.

Таблица 1.  Относительное содержание полисахаридов
в зерне, %

Зерновая 
культура Крахмал Арабино�

ксилан β�Глюкан Целлюлоза

Пшеница 55–65 6.0–6.6 0.7–0.8 2.5–3.0

Рожь 52–60 8.7–10 2.2–2.8 3.0

Ячмень  53–57 4–5 5.7–7.0 4.3

Кукуруза 60–65 4–5 0 2.6
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клоны проверяли на способность расти с исполь�
зованием данных веществ в качестве единствен�
ных источников азота. Среди селектантов опреде�
ляли клоны, которые соответствовали по свой�
ствам мутантам niaD–, отличавшимся от исходного
штамма только по признаку роста на среде с
NaNO3, при этом способность этих мутантов расти
на средах с другими источниками азота оставалась
такой же, как у исходного штамма A. awamori Co�
6804. Кроме того, отбирали полученные штаммы�
реципиенты с такой же способностью к биосинте�
зу глюкоамилазы как у исходного штамма.

Получение плазмидных конструкций. Нуклео�
тидная последовательность, соответствующая
полноразмерному гену глюкоамилазы, включаю�
щая промоторный и терминаторный участки была
амплифицирована методом полимеразной цепной
реакции (ПЦР), где в качестве матрицы использо�
вали геномную ДНК A. awamori, выделенную с по�
мощью набора фирмы “Qiagen” (США) по стан�
дартным протоколам [15]. Для амплификации по�
следовательности использовались праймеры:

GA_Aawa_pr�LIC5:TACTTCCAATCC�
ATGGAGAATCAGCAGGAGCCATTTCCGT

GA_Aawa_tr�LIC3: TATCCACCTTTACTGCG�
GCCGCGAGCCGATCAGACCAGTAGGT.

ПЦР проводили на приборе MyCycler “BioRad”
(США) по следующему протоколу: 95°С – 5 мин –
1 цикл; 95°С – 1 мин 30 с, 50°С – 1 мин, 68°С –
4 мин – 25 циклов; 68°С – 10 мин, 4°С – 30 мин.
Полученный ПЦР�продукт был клонирован в век�
тор pUC�LIC (рис. 1а) с использованием метода
независимого лигирования [16]. ПЦР�продукт
(~4500 п.о.) был выделен из агарозного геля и очи�
щен, используя набор реагентов фирмы “Qiagen”
(США). Далее продукт ПЦР был обработан T4�
ДНК полимеразой “Fermentas” (США) в присут�
ствии одного из нуклеотидов, подходящего для
прерывания 3'–5' экзонуклеазной активности по�
лимеразы. Обработанная вставка была лигирована
в вектор pUC�LIC путем смешивания 50 нг векто�
ра и 150 нг вставки. Смесь инкубировали 30 мин
при 22°С, после чего трансформировали в клетки
Escherichia сoli MachI (“Invitrogen”, США) по стан�
дартному протоколу трансформации [15]. Таким
путем была получена плазмида pGA�GA (рис. 1б).

Методом ПЦР был получен линеаризованный
вектор pGA (рис. 1в), имеющий в своей структуре
гомологичные промоторную и терминаторную ча�
сти глюкоамилазы A. awamori. Для этого были ге�
нерированы праймеры, содержащие на 5'�концах
новые LIC�сайты:

pGAvect�LowLIC: AGGATGGGGATGAGGGCA�
ATTGGTTATATGATCATG.

pGAvect�UpLIC: ATTGGTGAGGTGTAATCAT�
CTGGGGATGAAGCTC.

В качестве матрицы для ПЦР была использова�
на плазмида pGA�GA. Полученный амплификат
был секвенирован по методу Сэнгера, нуклеотид�
ная последовательность не содержала мутаций,
инсерций или делеций. ПЦР�продукт был обрабо�
тан T4�полимеразой по схеме, описанной выше.
Таким путем был получен линеаризованный век�
тор pGA, обладающий регуляторными элемента�
ми, позволяющими после клонирования в него це�
левой ДНК реплицироваться как в клетках E. coli,
так и интегрироваться в хромосому A. awamori за
счет гомологичных промоторных и терминатор�
ных участков.

Для получения плазмид, несущих гетерологич�
ные гены: ксиланазы P. canescens pGA�Xyl (рис. 1г),
эндоглюканазы T. reesei pGA�EG (рис. 1д) и фита�
зы A. niger pGA�PhyA (рис. 1е) были амплифициро�
ваны нуклеотидные последовательности соответ�
ствующих генов. Для амплификации были ис�
пользованы следующие праймеры:

GA�Xyl�UpperLIC:ATTACACCTCA�
CCAATGGTTCAACTCAAGACTGCT.

GA�Xyl�LowerLIC:CCCTCATCCCCAT�
CCTGCTAAAGCGCATTGGCGATAG.

GA�EG�UpperLIC:ATTACACCTCACCAT�
GCGCCCTCAGCTACACTGCCGTTAAC.

GA�EG�LowerLIC:CCCTCATCCCCA�
TCCTGCTAGAGGCATTGCGAGTAGTCT.

GA�Phy�UpperLIC:ATTACACCTCACC�
AATGGGCGTCTCTGCTGTTCTAC.

GA�Phy�LowerLIC:CCCTCATCCCCA�
TCCTGCTAAGCAAAACACTCCGCCCA.

В качестве матрицы в ПЦР�методе использова�
ли геномные ДНК P. canescens, T. reesei и A. niger со�
ответственно, выделенные по стандартным прото�
колам [15]. Условия проведения реакций: 95°С –
5 мин – 1 цикл; 95°С – 1 мин 30 с, 55°С – 1 мин,
68°С – 2–3 мин (в зависимости от размера ампли�
фицируемого продукта) – 20 циклов; 68°С –
10 мин, 4°С – 30 мин. Полученный ПЦР�продукт
был выделен, очищен и клонирован в вектор pGA
методом независимого лигирования. Нуклеотид�
ные последовательности генов ксиланазы, эндо�
глюканазы и фитазы были секвенированы в обоих
направлениях по методу Сэнгера. Гетерологичные
гены не содержали мутаций, делеций или инсер�
ций и соответствовали последовательностям,
представленным в GenBank (AN: AY756109 – для
гена ксиланазы P. canescens, X60652 – для гена эн�
доглюканазы Trichoderma sp., Z16414 – для гена
фитазы A. niger).

Тест на стабильность продукции целевых фермен:
тов. Трансформацию штамма�реципиента A. awamori
6804�19 (niaD–) и получение протопластов проводи�
ли в соответствии с методикой, разработанной Тил�
бурном с соавт. для штамма A. nidulans [17]. Отобран�
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Рис. 1. Схема получения плазмидных конструкций для обеспечения гетерологичной экспрессии в рекомбинантном
штамме A. awamori Co�6804.
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ные штаммы�реципиенты и трансформанты про�
веряли на стабильность исследуемого признака в
генерациях. Пересевы штамма проводили непо�
средственно после выращивания штамма, т.е. че�
рез 7 и 30 сут хранения при 4°С. После каждого
пересева проверяли активность штамма при глу�
бинном культивировании.

Определение активности ферментов. Метод
определения глюкоамилазной активности основан
на измерении скорости образования глюкозы глю�
козооксидазно�пероксидазным методом из рас�
творимого картофельного крахмала. За единицу
глюкоамилазной активности принимали такое ко�
личество фермента, которое приводило к образо�
ванию 1 мкмоля глюкозы из 1%�ного раствора
картофельного крахмала за 1 мин при 30°С и
рН 4.7 [6]. Метод определения ксиланазной актив�
ности основан на измерении скорости образова�
ния восстанавливающих сахаров (ВС) методом
Шомоди–Нельсона при гидролизе ксилана из
древесины березы. За единицу ксиланазной актив�
ности принимали такое количество фермента, ко�
торое приводит к образованию 1 мкмоль ВС (в кси�
лозном эквиваленте) из 1%�ного раствора ксилана
за 1 мин при 50°С и рН 5.0 [18]. Метод определе�
ния β�глюканазной активности основан на измере�
нии скорости образования ВС методом Шомоди–
Нельсона при гидролизе β�глюкана из зерен ячме�
ня. За единицу β�глюканазной активности прини�
мали такое количество фермента, которое приво�
дит к образованию 1 мкмоль ВС (в глюкозном эк�
виваленте) из 1%�ного раствора β�глюкана за
1 мин реакции при 50°С и рН 5.0 [18]. Метод опре�
деления эндоглюканазной активности основан на
измерении скорости образования ВС методом
Шомоди–Нельсона при гидролизе Na�соли
карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ) средней вязко�
сти. За единицу эндоглюканазной (КМЦазной)
активности принимали такое количество фермен�
та, которое приводит к образованию 1 мкмоль ВС
(в глюкозном эквиваленте) из 1%�ного раствора
КМЦ за 1 мин при 50°С и рН 5.0 [18]. Метод опре�
деления фитазной активности основан на измере�
нии скорости образования свободных фосфат�
ионов (Рi) при гидролизе фитата Na из зерен риса с
использованием аммоний�молибденового реаген�
та (13 мМ FeSO4 ⋅ 7H2O, 8.1 мМ (NH4)6Mo2O24 ⋅ 4H2O
и 0.533 М ⋅ H2SO4). За единицу фитазной активно�
сти принимали такое количество фермента, кото�
рое приводит к образованию 1 мкмоль Рi из 1.4 мМ
раствора фитата Na за 1 мин при 37°С и рН 5.0 [10].

Анализ состава ферментных препаратов. Для
разделения ферментных препаратов использовали
хроматографическую систему FPLC, колонки и
носители фирмы “Pharmacia” (Швеция). Для под�
готовки образцов, а также для их обессоливания и
замены буфера использовали систему низкого дав�
ления Econo�System фирмы “BioRad” (США).

Ферментный препарат обессоливали на колонке с
акрилексом П2 фирмы “Reanal” (Венгрия) в 20 мМ
буфере пиперазин�HCl, рН 5.5. Далее проводили
анионообменную хроматографию на колонке с
носителем Mono Q HR 5/5 (“Sigma�Aldrich”,
США). Образец наносили в стартовом буфере при
рН 5.5; связавшиеся белки элюировали при гради�
енте концентрации NaCl (0–0.4 M). В полученных
фракциях определяли активность анализируемых
белков. Зная общую целевую активность соответ�
ствующей фракции (глюкоамилазную, ксиланаз�
ную, эндо�глюканазную, фитазную) и общее со�
держание в ней белка, а также учитывая удельную
активность соответствующего целевого фермента
(гомогенных глюкоамилаз, ксиланазы, эндоглю�
каназы, фитазы) рассчитывали содержание соот�
ветствующего целевого фермента в общем пуле
секретируемого белка [19]. Удельная активность
гомогенной “легкой” (80 кДа) и “тяжелой”
(140 кДа) форм глюкоамилазы A. awamori (80 кДа)
составила 28 и 42 ед./мг белка, соответственно [6],
ксиланазы A. awamori (35 кДа) – 165 ед./мг [20],
ксиланазы P. сanescens (31 кДа) – 30 ед./мг [12], эн�
доглюканазы T. reesei (57 кДа) – 24 ед./мг по КМЦазе
[13], фитазы A. niger – 150 ед./мг [21].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Трансформационная система рекомбинантного
гриба A. awamori Co:6804. С помощью обработки
нитрозогуанидином и последующей селекции был
получен штамм�реципиент A. аwamori Co�6804
niaD–, характеризующийся наличием мутации в ге�
не нитратредуктазы (niaD) и нарушенным метабо�
лическим путем ассимиляции азота, что позволило
осуществить селекцию трансформантов. Этот вид
селекции традиционно используется для ряда
грибных штаммов родов Aspergillus и Penicillium [22]
и состоит в возможности отбора трансформантов
на средах с нитратом натрия, в то время как не�
трансформированный штамм�реципиент на таких
средах не растет. Следует отметить, что среди не�
скольких десятков клонов потенциального штам�
ма�реципиента A. аwamori Co�6804 niaD– отбирали
только те, которые имели активность глюкоамила�
зы на уровне исходного штамма и сохраняли ста�
бильность мутации (что выявляли путем последова�
тельных пересевов на селективных средах и прове�
дением контрольных трансформаций плазмидой
pSTA10, содержащей ген niaD для определения
числа прототрофных клонов).

Экспрессионная система рекомбинантного гриба
A. awamori Co:6804. В литературе описан промотор
гена глюкоамилазы glaA A. niger [23]. Основываясь
на сравнении генов глюкоамилаз близкородствен�
ных штаммов A. niger и A. awamori, нами были ам�
плифицированы нуклеотидные последовательно�
сти, соответствующие регуляторным участкам гена
гомологичной глюкоамилазы штамма A. awamori
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Co�6804 – промоторная область гена глюкоамила�
зы размером 1649 п.о., а также терминаторный уча�
сток gla гена размером 715 п.о. Следует отметить,
что сам ген глюкоамилазы хорошо изучен и по�
дробно охарактеризован. На примере однокопий�
ного по гену глюкоамилазы штамма A. awamori
NRRL 3112 было показано, что две формы глюко�
амилазы – “легкая” форма GA I и “тяжелая”
GA II – транскрибируются с одного гена глюко�
амилазы и являются продуктом сплайсинга мРНК,
причем обе формы глюкоамилазы образуются за
счет сплайсинга на 3'�конце гена, т.е. у обеих форм
белков одинаковые N� и разные С�концы. Соот�
ветственно, промоторная область у обеих форм од�
на, что облегчает задачу клонирования [24].

Методом инверсного ПЦР были клонированы
нуклеотидные последовательности, соответствую�
щие регуляторным областям гена глюкоамилазы
A. awamori Co�6804 и на основе этих участков
сформирован вектор pGA (рис. 1), являющийся
шаттл�вектором, обеспечивающим как встраива�
ние целевого гена в хромосому A. awamori Co�6804
за счет гомологичной рекомбинации, так и репли�
кацию экспрессионных плазмид в клетках Е. coli,
что облегчает наработку целевой ДНК для после�
дующих трансформационных экспериментов.

Были получены экспрессионные плазмиды на
основе вектора pGA, обеспечивающие экспрессию
гетерологичных ксиланазы pGA�Xyl P. canescens
(6376 п.о., рис. 1г), эндоглюканазы T. reesei pGA�
EG (6488 п.о., рис. 1д) и фитазы A. niger pGA�Phy
(6417 п.о., рис. 1е) и оптимизированы условия ко�
трансформации штамма�реципиента A. awamori
Co�6804 niaD– целевыми плазмидами и трансфор�
мирующей плазмидой pSTA10. Это позволило по�
лучать достаточное для скрининга число транс�
формантов (20–50 трансформантов на 1 мкг целе�
вой ДНК), что соответствовало литературным
данным по частоте трансформаций грибов рода As�
pergillus [25].

Скрининг трансформантов. После проведения
трансформации штамма A. awamori Co�6804 niaD–

плазмидами pGA�Xyl, pGA�EG и pGA�Phy нами
были отобраны в среднем по 200 трансформантов
каждого вида, выросших на селекционной среде с
нитратом натрия. Полученные трансформанты
были культивированы в колбах при использова�
нии стандартной жидкой ферментационной среды
для A. awamori. Для анализа целевых и глюкоами�
лазной активностей пробы культуральной жидко�
сти (КЖ) исследуемых клонов и контрольного
штамма A. awamori Co�6804 были отобраны на 7 сут

Таблица 3.  Активность сухих ферментных препаратов. Общая активность приведена в ед./г препарата, удельная –
в ед./мг белка

Штамм Белок,
мг/г

Активность

глюкоамилаза ксиланаза КМЦаза β�глюканаза фитаза

ед./г ед./мг ед./г ед./мг ед./г ед./мг ед./г ед./мг ед./г ед./мг

A. awamori Со�6804 
(контроль)

679 14500 21.4 296 0.44 130 0.19 82 0.12 34 0.05

pGA�Xyl21 590 15800 26.8 462 0.78 0 0 0 0 0 0

pGA�EG46 374 6900 18.4 0 0 2136 5.71 124 3.32 0 0

pGA�Phy7 732 14500 19.8 0 0 0 0 0 0 8010 10.90

Таблица 2.  Активность глюкоамилазы и целевых ферментов в КЖ трансформантов

Штамм Белок, 
мг/мл

Активность, ед./мл

глюкоамилаза ксиланаза КМЦаза β�глюканаза фитаза

A. awamori Со�6804 
(контроль)

25 460 35 17 10 1

pGA�Xyl15 22 390 105 0 0 0

pGA�Xyl21 20 394 104 0 0 0

pGA�EG46 22 283 0 120 82 0

pGA�EG47 23 280 0 103 65 0

pGA�Phy7 22 407 0 0 0 347

pGA�Phy39 21 396 0 0 0 241

5
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культивирования. Активности в КЖ контрольного
штамма и в КЖ лучших клонов, экспрессирующих
ксиланазу, эндоглюканазу и фитазу, а также содер�
жание секретируемого белка в КЖ, представлены
в табл. 2. Уровень экспрессии секретируемой кси�
ланазы повысился примерно в 3 раза, эндоглюка�
назы (КМЦазы) и β�глюканазы в 6–8 раз (как от�
мечалось выше, эндоглюканаза T. reesei обладает
как целлюлазной, так и β�глюканазной активно�
стью), а фитазы – более чем в 300 раз по сравнению
с контрольным нетрансформированным штаммом
A. awamori Co�6804. Глюкоамилазная активность в
КЖ трансформантов по сравнению с контроль�
ным штаммом уменьшалась, в целом, незначи�
тельно, только в случае штаммов, экспрессирую�
щих эндоглюканазу было отмечено уменьшение
активности глюкоамилазы в 1.6 раза.

Отобранные клоны были проверены на ста�
бильность при пересеве и определении ферментов
в КЖ после завершения процесса ферментации в
колбах. Полученные трансформанты не теряли ак�
тивности после 4 последовательных пересевов
(данные не приведены), что говорит о стабильно�
сти трансформантов и стабильности интегратив�
ной встройки ДНК в хромосому гриба.

Активность сухих ферментных препаратов, полу:
ченных с помощью рекомбинантных штаммов
A. awamori. Для анализа активности и состава сек�
ретируемого ферментного комплекса рекомби�
нантных штаммов из КЖ наиболее активных
трансформантов pGA�Xyl21, pGA�EG46 и pGA�
Phy7 были получены сухие ферментные препара�
ты. Для этого проводили культивирование соот�
ветствующих штаммов в колбах на ферментацион�
ной среде для A. awamori с последующим осажде�
ния белка из КЖ ацетоном.

В табл. 3 для сухих ферментных препаратов
представлены значения активности глюкоамила�
зы, а также активностей, обеспечиваемых соответ�
ствующими секретируемыми гетерологичными
целевыми ферментами: ксиланазной, КМЦазной,
β�глюканазной и фитазной. 

Для препарата рGA�Xyl21, полученного с помо�
щью штамма с рекомбинантной ксиланазой P. ca�
nescens, наблюдали увеличение удельной ксила�
назной активности в 1.8 раза относительно кон�
трольного препарата из A. awamori Co�6804.
Отметим, что в ферментном препарате с рекомби�
нантной ксиланазой наблюдали и некоторое уве�
личение удельной активности глюкоамилазы
(26.8 ед./г) по сравнению с контрольным препара�
том (24.1 ед./г). 

Препарат pGa�EG46, полученный с помощью
штамма с рекомбинантной эндоглюканазой T. re�
esei, характеризуется существенным (примерно
30�кратным) увеличением удельной КМЦазной и
β�глюканазной активности по сравнению с кон�
трольным препаратом. При этом удельная актив�
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Рис. 2. Анионообменная хроматография на Mono Q
препаратов контрольного штамма Со�6804 (а) и кло�
нов pGA�Xyl21 (б), pGA�EG46 (в) и pGA�Phy7 (г).
Сплошная линия – белковый профиль, штриховая –
градиент концентрации NaCl. Общие активности во
фракциях (с учетом объема фракций): активность
глюкоамилазы во фракции 1.2 – 54 ед., 1.3 – 119 ед.,
2.1 – 41 ед., 2.2 – 116 ед., 3.1 – 25 ед., 3.2 – 77 ед., 4.2 –
56 ед., 4.3 – 99 ед.; активность ксиланазы во фракции
1.п – 1.5 ед. (собственная ксиланаза), 2.п – 2.5 ед.; ак�
тивность эндоглюканазы во фракции 3.п – 20 ед.; ак�
тивность фитазы во фракции 4.п – 22 ед.
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ность глюкоамилазы в препарате с рекомбинант�
ной эндоглюканазой по сравнению с контроль�
ным препаратом уменьшалась незначительно
(с 21.4 до 18.4 ед./мг).

Препарат pGA�Phy7, полученный с помощью
штамма с рекомбинантной фитазой из A. niger
имел высокую удельную фитазную активность,
примерно в 220 раз превосходящую удельную ак�
тивность контрольного препарата. Удельная ак�
тивность глюкоамилазы в препарате с рекомби�
нантной фитазой по сравнению с контрольным
препаратом несколько уменьшалась (с 21.4 до
19.8 ед./мг).

Состав сухих ферментных препаратов. Было
проведено аналитическое фракционирование по�
лученных сухих препаратов на анионообменной
колонке Mono Q при рН 5.5 с помощью FPLC�си�
стемы (рис. 2, для всех препаратов на колонку на�
носили одинаковое количесто белка – 6 мг). На
хроматограммах во всех случаях наблюдали два ос�
новных белковых пика: первый соответствовал
“легкой” форме глюкоамилазы (80 кДа, фракция
1.2, рис. 2а), второй – ее “тяжелой” форме
(140 кДа, фракция 1.3, рис. 2а). В контрольном
препарате, полученном с помощью штамма
A. awamori Со�6804, преобладающей являлась “тя�
желая” форма глюкоамилазы – ее содержание со�
ставило 39% от общего пула белка, “легкой” фор�
мы – 32%. Отметим, что контрольный препарат
характеризовался наличием “собственной” ксила�
назы (35 кДа, фракция 1.п, рис. 2а), ее содержание
составило 0.15% от общего пула белка.

При фракционировании препарата рGA�Xyl21
“собственная” ксиланаза (35 кДа) A. awamori и ре�
комбинантная ксиланаза (31 кДа) P. canescens на�
ходились во фракции, не связавшейся с носителем
(фракция 2, рис. 2б). Содержание обоих фермен�
тов во фракции невелико и дальнейшее хромато�
графическое разделение этих ферментов было за�
труднительным. Содержание общей ксиланазной
фракции в препарате рGA�Xyl21 составляло 0.75%
от общего пула белка. Если предположить, что со�
держание собственной ксиланазы A. awamori в ходе

трансформации не изменилось и равно содержа�
нию в контрольном препарате (0.15%), то содержа�
ние рекомбинантной ксиланазы в препарате pGA�
Xyl21 составляло 0.6%. Содержание “легкой” фор�
мы глюкоамилазы в этом препарате несколько
уменьшалось по сравнению с контрольным пре�
партом (28 и 32% от общего пула белка соответ�
ственно). Содержание “тяжелой” формы по срав�
нению с контрольным препаратом увеличилось
(с 39 до 46%). В целом, общее содержание глюко�
амилазы увеличивалось до 74% по сравнению с
71% в контрольном препарате.

При фракционировании препарата pGA�EG46
рекомбинантная эндоглюканаза T. reesei была об�
наружена во фракции, не связавшейся с носителем
(фракция 3, рис. 2в). Следует отметить, что ни в од�
ной фракции контрольного препарата A. awamori
Со�6804 не было обнаружено заметной эндоглю�
каназной (КМЦазной) активности. Содержание
рекомбинантной эндоглюканазы составило 14%
от общего пула белка. Содержание “легкой” фор�
мы глюкоамилазы уменьшалось по сравнению с
контрольным препаратом (с 32 до 15%), уменьша�
лось и содержание “тяжелой” формы (с 39 до 30%).
В целом, общее содержание глюкоамилазы умень�
шилось до 46% (71% в контрольном препарате).

При фракционировании препарата pGA�Phy7
фитазная активность была обнаружена во фрак�
ции, элюирующейся в начале градиента NaCl
(фракция 4.1, рис. 2г). Ни в одной фракции кон�
трольного препарата A. awamori Со�6804 не было
обнаружено заметной фитазной активности. Со�
держание рекомбинантной фитазы A. niger состав�
ляло 2.4% от общего пула белка. Содержание “лег�
кой” и “тяжелой” форм глюкоамилазы не изменя�
лось.

Таким образом, нами была получена система
экспрессии гетерологичных генов в штамме
A. awamori Со�6804. Содержание рекомбинантных
ферментов в общем пуле секретируемого белка ва�
рьировало от 0.6 до 14%, причем содержание глю�
коамилазы для штаммов с рекомбинантной ксила�
назой и фитазой не изменялось и несколько

Таблица 4.  Содержание индивидуальных ферментов в ферментных препаратах

Штамм

Фермент, % от общего пула белков

“легкая” форма 
глюкоамилазы

“тяжелая” форма 
глюкоамилазы ксиланаза эндоглюканаза фитаза

A. awamori Со�6804 
(контроль)

32 39 0.15* 0 0

pGA�Xyl21 28 46 0.60 0 0

pGA�EG46 15 31 0 14 0

pGA�Phy7 33 39 0 0 2.4

* Собственная ксиланаза A. awamori.

5*
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уменьшалось в случае штамма с эндоглюканазой.
Относительно невысокий уровень экспрессии
(в случае ксиланазы) можно объяснить следую�
щим образом. В литературе [26] на примере промо�
тора alcA, широко используемого в системе экс�
прессии A. nidulans, и гена человеческого α5�ин�
терферона�2 (INF�α2), находящегося под его
контролем, показано, что для конструкции alcA�
INF�α2 существует т.н. эффект лимитирования ак�
тиватора, в данном случае AlcR, для обслуживания
избыточного количество копий под контролем
промотора alcA. Такой же эффект наблюдался и
для промотора glaA A. niger [27], причем привнесе�
ние в промоторную область дополнительных сай�
тов связывания с активатором принесло ожидае�
мый эффект повышения уровня экспрессии гете�
рологичных генов [28]. Таким образом, следующие
шаги в наших исследованиях целесообразно на�
править на выяснение причин лимитирования
высокой экспрессии белков в рекомбинантном
штамме A. awamori и на поиск возможностей реше�
ния этих проблем.

Данная работа была выполнена при частичной
финансовой поддержке ФЦП “Научные и научно�
педагогические кадры инновационной России”,
ФЦП “Исследования и разработки по приоритет�
ным направлениям развития научно�технологиче�
ского комплекса России”, а также программы
ПНР�5.
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Abstract—A heterologous gene expression system was created in a domestic Aspergillus awamori Co�6804
strain, which is a producer of the glucoamylase gene. Vector pGa was prepared using promoter and terminator
areas of the glucoamylase gene, and A. niger phytase, Trichoderma reesei endoglucanase, and Penicillium
canescens xylanase genes were then cloned into pGa vector. Separation of enzyme samples using FPLC
showed the amount of the recombinant proteins to be within the 0.6–14% range of total protein.
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