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Создание рекомбинантных штаммов дрожжей  
для ферментации целлюлозосодержащего сырья

С использованием многокопийных плазмид и векторов для геномной интеграции получены новые 
штаммы дрожжей эффективно экспрессирующие эндо-1,4-β-глюканазу гриба Aspergillus niger и цел-
лобиогидролазу CEL7A гриба Lentinula edodes. Создан интегральный вектор,  способный  вклю-
чаться в HO локус хромосомы с селективным маркерным геном устойчивости к генетицину (G418), 
конститутивным промотором и терминатором дрожжевой глицероальдегид 3-фосфат дегидрогеназы 
(GAPDH). Показано, что подходы, использованные в данной работе, могут быть перспективными 
для конструирования промышленных штаммов для ферментации целлюлозосодержащего сырья. 
Ключевые слова: целлобиогидролаза, эндо-1,4-β-глюканаза, Saccharomyces cerevisiae, экспрессия 
гена, ферментативная активность, гликозилирование.

С.М. Тайпакова, И.Т. Смекенов, А.К. Бисенбаев 
Целлюлозалы шикізатты ферментациялауда қолданылатын ашытқылардың  

рекомбинантты штамдарын алу

Көп көшірмелі плазмидалармен интеграцияланушы векторларды қолдана отырып,  Aspergillus 
niger саңырауқұлағының эндо-1,4-β-глюканаза және Lentinula edodes целлобиогидролаза CEL7A 
ферменттерін эффективті түрде экспрессиялауға қабілетті жаңа ашытқы штамдары алынды.  Генети-
цинге (G418) төзімділік көрсететін маркерлік ген kanMX4 пен ашытқы глицероальдегид 3-фосфат 
дегидрогеназа (GAPDH) генінің конститутивті промоторы мен терминаторына ие, хромосоманың 
НО локусына интеграциялануға қабілетті интегральді вектор құрастырылды. Аталмыш жүмыста 
қолданылған амалдардың целлюлозалы шикізатты ферментациялауға қабілетті өндірістік штамдар-
ды құрастыруда тиімділігі  көрсетілді.  
Түйін сөздер: целлобиогидролаза, эндо-1,4-β-глюканаза, Saccharomyces cerevisiae,  ген экспрессия-
сы, ферментативтік белсенділік, гликозилдену.

S.M. Taipakova, I.T. Smekenov, A.k. Bissenbaev 
Construction of recombinant yeast strains useful for fermentation  

of cellulose-containing material

Through the use of a multicopy plasmid and genomic integration vector, new yeast strains with high-level 
expression of heterologous endo-β-1,4-glucanase of the fungus Aspergillus niger and the Lentinula edodes 
cellobiohydrolase CEL7A were obtained.  The vector carrying a selective marker gene resistant to geneticin 
(G418), a constitutive promoter and terminator of yeast gene glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH) was created for integration of genetic material into the chromosomal HO locus. Approaches used 
in this study have been shown to be perspective in the development of industrial strains for the fermentation 
of cellulose-containing materials.
Keywords: cellobiohydrolase, endo-1,4-β-glucanase, Saccharomyces cerevisiae, gene expression, enzymat-
ic activity, glycosylation.



357

ISSN 1563-034Х         kazNu Bulletin. Ecology series. №2/2 (38). 2013                  

С.М. Тайпакова и др.

Основа процесса биоконверсии раститель-
ной биомассы состоит в ферментативном ги-
дролизе целлюлозы до глюкозы с последующим 
сбраживанием ее в этанол или получении иных 
продуктов микробного синтеза. Природная дре-
весина, отходы ее переработки, сельскохозяй-
ственные целлюлозосодержащие отходы пред-
ставляют потенциальный интерес как дешевое и 
возобновляемое сырье для получения различных 
химических продуктов и топлива [1]. 

В настоящее время целлюлитические фер-
менты используются в  качестве добавок к де-
тергентам и моющим средствам, целлюлозно-бу-
мажной промышленности, в  составе премиксов 
к кормам животных и птиц и даже в пищевой 
промышленности [2, 3]. В последнее время в 
связи с истощением запасов нефти и газа в энер-
гетике широко обсуждаются проблемы при-
менения технологии консолидированного био-
процесса гидролиза и сбраживания, т.е. прямой 
ферментации целлюлозосодержащего субстрата 
в этанол [4]. 

Широкое практическое применение целлю-
лолитических ферментов в определенной степе-
ни ограничивается их природой, поскольку цел-
люлазные препараты, полученные из природных 
штаммов, как известно, представляют собой ком-
плекс различных ферментов, имеющих зачастую 
довольно низкие специфические активности. 
Кроме того, при реальном применении целлюлаз 
зачастую возникает необходимость использо-
вания больших количеств фермента, чтобы до-
стичь желаемого результата. Продуктивность же 
природных штаммов целлюлолитических гри-
бов и бактерий во многих случаях слишком мала 
для промышленного получения целлюлаз.

В связи с этим  клонирование генов, кодиру-
ющих целлюлаз и повышение экспрессии их ге-
нов с использованием сильных и регулируемых 
промоторов, а также изучение свойств целлю-
лолитических и сопутствующих им ферментов, 
является задачей, имеющей большое научное и 
практическое значение.

Глубокая деструкция целлюлозы с образо-
ванием растворимых сахаров осуществляется 
под действием полиферментной системы целлю-
лаз, включающей в себя эндо-1,4-β-глюконазы  
(КФ 3.2.1.4), экзо-1,4-β-глюконазы (КФ 3.2.1.91), 
экзо-1,4-β-глюкозидазы (КФ 3.2.1.74) и целло-
биазы (КФ 3.2.1.21). Свойства индивидуальных 
ферментов, а также их взаимодействие в составе 

целлюлазного комплекса определяют его эффек-
тивность при гидролизе целлюлозосодержащих 
субстратов [5].

В многочисленных работах грибные цел-
люлазные гены были клонированы и экспрес-
сированы в штаммах S. cerevisiae [6,7]. Кроме 
этого, создан рекомбинантный штамм S. Cere-
visiae, коэкспрессирующий три целлюлитиче-
ских фермента (экзо-1,4-β-глюконазы, эндо-1,4-
β-глюконазы и 1,4-β-глюкозидазы) и способный 
конвертировать аморфную целлюлозу в этанол 
[8]. Однако во всех выше перечисленных работах 
в качестве экспрессирующего вектора использо-
вались эписомные, или плазмидные вектора. 

Известно, что данный тип плазмид обычно 
трудно стабильно поддерживать в клетках, и они 
часто теряются из трансформированных клеток. 
Для того чтобы поддерживать цепь ДНК генов 
целлюлитических ферментов в дрожжах в более 
стабильном состоянии, ее следует вставить в ге-
ном дрожжей.

В данной работе для создания рекомбинант-
ных штаммов дрожжей продуцентов целлюлаз 
выбран S. cerevisiae. Применение S. cerevisiae 
для производства этанола из гексозных сахаров 
(в частности глюкозы) широко распространено 
в промышленности [9]. Дрожжи S. cerevisiae 
обладают многими положительными качества-
ми, делающими их подходящим объектом для 
промышленного использования в производстве 
биоэтанола из целлюлозосодержащего сырья. 
S. cerevisiae могут с высокой эффективностью 
производить этанол из глюкозы (3,3 г/л в час) и 
проявляют толерантность к высоким содержани-
ям этанола в культуральной среде. Кроме этого, 
S. cerevisiae входит в список организмов, при-
знанных безопасными (GRAS, generally recog-
nized as safe). Дрожжи Saccharomyces cerevisiae 
не способны синтезировать 1,4-β-эндоглюканазу 
и целлобиогидролазу, что намного облегчает ре-
гистрацию рекомбинантного фермента в транс-
формированных клетках. 

На основе многокопийных плазмидных век-
торов YEpGAP и pESC-LEU2 впервые созда-
ны плазмидные конструкции, включающие в 
себя полинуклеотидные последовательности 
генов – целлобиогидролазы I (CEL7A) гриба 
L. edodes штамма N127 и 1,4-β-эндоглюканазы 
Aspergillius niger. С использованием методов 
плазмидной трансформации на базе штам-
ма-реципиента YPH501a/α (S.cerevisiae) по-
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лучены новые штаммы-продуценты, эффек-
тивно экспрессирующие рекомбинантные 
ферменты. Показано, что CEL7A под контро-
лем индуцируемого галактозой промотора 
GAL10 не подвергается O-гликозилированию 
из-за присутствия глицина на N-конце потен-
циальных сайтов О-гликозилирования. Выяв-
лено, что N-гликозилирование рекомбинантной  
CEL7A ингибируется галактозой, тогда как под 
контролем конститутивного GAPDH промотора 
фермент подвергается N-гликозилированию из-
за отсутствия галактозы. Показано, что CEL7A 
экспрессированная в S. cerevisiae расщепляет 
авицел, фильтровальную бумагу, нитрофенил-
β-D-лактопранозид (pNP-Lac) и  p-нитрофенил-
β-D-целлобиозид (pNP-Cel). Установлено, что 
в дрожжевой системе температурные профили 
активности  N-гликозилированной CEL7A  L. 
edodes сдвинуты в область более высоких темпе-
ратур (60-70°С) по сравнению c негликозилиро-
ванными формами данного фермента.

В ряде работ [10] созданы рекомбинантные 
штаммы дрожжей коэкспрессирующие целлю-
лазные гены с помощью дрожжевых векторов 
для интеграции в трех различных геномных 
локусах, а именно URA3, LEU2 и HIS3.  Соот-
ветствующие мутанты широко используются в 
качестве ауксотрофных маркеров. Описанные 
подходы вынуждают работать с узким кругом хо-
рошо охарактеризованных мутантных штаммов 
дрожжей. Такие штаммы дрожжей не пригодны 
для промышленного использования, поскольку в 
случае промышленных дрожжей не существует 
внутренних генетических маркеров, таких, как 
потребность в аминокислотах или нуклеиновых 
кислотах и т. д. 

Ворт с соавторами [11] сообщили о создании 
нескольких интегральных дрожжевых  векторов, 
способных  включаться в хромосому дрожжей 
путем генного замещения с использованием 
участка гомологичной последовательности, НО 
гена. НО ген кодирует эндонуклеазу, ответствен-
ного за превращение клетки в клетку противопо-
ложного типа спаривания и инициирует дипло-
идизацию гаплоидных клеток [12]. Показано, 
что НО локус не требуется для роста дрожжей 
и практический все лабораторные и промыш-
ленные штаммы S. cerevisiae имеют мутации в 
данном локусе [13]. К сожалению, интеграль-
ные векторы, описанные в данной работе, не со-
держать промоторы и могут быть использованы 

только для интеграции генов с собственными 
промоторами. 

Нами создан экспрессионный интеграль-
ный вектор HO-GAPDH-eng1-kanMX4-HO пу-
тем включения  предварительно обработанного 
фрагментом Кленова HindIII-HindIII фрагмента 
(длиной 2.8 тпн) из YEрGAP/eng1 плазмидного 
вектора,  содержащей ген 1,4-β-эндоглюканазы 
Aspergillius niger (eng1) в SmaI сайт М4297 плат-
формы (плазмида HO-poly-kanMX4-HO). Ген 
эндо-1,4-β-глюканаза гриба Aspergillus niger с 
целью стабильной экспрессии в дрожжах поме-
щен под контроль хорошо известного конститу-
тивного промотора и терминатора гена GAPDH. 
Кроме этого, в наших экспериментах исполь-
зован маркерный ген устойчивости к антибио-
тику G418, что является доминантным и может 
обеспечивать селекцию трансформантов неза-
висимо от генотипа клетки-хозяина. Штаммы, 
сконструированные с использованием плазмид 
pHO-GAPDH-eng1-kanMX4-HO, проверяли с 
помощью ПЦР для подтверждения интеграции 
гена engI в хромосому трансформированных 
клеток. Синтез эндо-1,4-β-глюканазы в транс-
формированных плазмидой  pHO-GAPDH-eng1-
kanMX4-HO штаммах S. cerevisiae исследовали 
с помощью ДСН-ПААГ, методом зимографии 
с использованием красителя Конго красного и 
определения активности фермента с использова-
нием карбоксиметилцеллюлозы в качестве суб-
страта.

Показано, что активность фермента в реком-
бинантных штаммах, созданных с использова-
нием многокопийных плазмид, немного выше, 
чем активность фермента, выявленная в штам-
мах дрожжей трансформированных плазмидой  
pHO-GAPDH-eng1-kanMX4-HO. 

Известно, что системы интеграции генов 
снижают количество гетерологично экспрес-
сируемых белков, однако с практической точки 
зрения интегральные системы являются более 
подходящими для стабильности гена и предот-
вращения потери плазмид рекомбинантными 
дрожжами. 

Хотя в настоящей работе использованы ла-
бораторные штаммы S. cerevisiae, описанные в 
настоящей работе, подходы могут быть вполне 
перспективными для конструирования промыш-
ленных рекомбинантных штаммов дрожжей  для 
ферментации целлюлозосодержащего сырья. 
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