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КЛОНИРОВАНИЕ  кДНК  ГЛЮКОАМИЛАЗЫ  
ASPERGILLUS  AWAMORI  В  ДРОЖЖЕВОЙ  

ИНТЕГРАТИВНЫЙ  ЭКСПРЕССИОННЫЙ  ВЕКТОР

Е. В. КУЛИК 1), О. Б. РУСЬ1), А. Н. ЕВТУШЕНКОВ1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь

На основе дрожжевого вектора pKLAC2 сконструирована плазмида pKGLA-1 с  кДНК глюкоамилазы гриба 
Aspergillus awamori 466. В результате проведенного клонирования нуклеотидной последовательности гена glaA 
в  клетках Kluyveromyces lactis GG799 синтезируется рекомбинантный фермент с  нативным N-концом. С  по
мощью реакции амплификации целевого гена и рестрикционного анализа генетической конструкции подтверждено 
успешное создание плазмиды pKGLA-1. Эффективность экспрессии целевого гена в  дрожжевых клетках, об-
условленной интеграцией экспрессионной кассеты в область промотора LAC4 геномной ДНК вследствие гомо-
логичной рекомбинации, доказана чашечным методом. Рекомбинантные клетки K. lactis росли на селективной 
минимальной среде с добавлением 5 ммоль/л ацетамида и секретировали глюкоамилазу, о чем свидетельствовали 
зоны гидролиза крахмала вокруг колоний. Практическое применение сконструированной плазмиды может быть 
реализовано при создании различных дрожжевых штаммов-продуцентов глюкоамилаз гриба A. awamori с опре-
деленными промышленно значимыми свойствами.
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INTO  YEAST  INTEGRATIVE  EXPRESSION  VECTOR
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We constructed pKLAC2-based integrative expression plasmid pKGLA-1 with glaA gene from Aspergillus awa­
mori 466. The PCR amplification of the target gene glaA and restriction analysis proved pKGLA-1 construction. Line-
arised plasmid was used for the integrative transformation of chemically competent Kluyveromyces lactis GG799 cells. 
Colonies of cells transformed with pKGLA-1 plasmid were selected by growth on agar plates containing 5 mmol/L aceta-
mide. Expression of the heterologous gene in K. lactis cells was visually assessed using medium containing 2 % starch. 
K. lactis cells containing integrated pKGLA-1 DNA secreted recombinant protein glucoamylase with a native N-terminus.

Keywords: cloning; glucoamylase; integrative expression vector; Kluyveromyces lactis.

Введение
На протяжении длительного времени дрожжи Kluyveromyces lactis используются при производстве 

коммерческих препаратов белков в промышленном масштабе [1; 2]. Этот вид дрожжей внесен Де-
партаментом по контролю за качеством пищевых продуктов, медикаментов и косметических средств 
США (FDA) в список «организмов, признанных безопасными» (generally regarded as safe, GRAS). Био-
технологический процесс получения белков с помощью клеток K. lactis детально разработан, а особый 
статус GRAS подтверждает, что синтезированные препараты могут использоваться в качестве пищевых 
добавок [3].

Дрожжи K. lactis обладают рядом свойств, привлекательных для биотехнологии, в частности, они 
характеризуются быстрым ростом. Их способность секретировать рекомбинантные белки за пределы 
клетки позволяет получать стабильный белковый продукт с посттрансляционными модификациями, 
что значительно повышает рентабельность его производства благодаря снижению затрат на очистку. 
Возможность простого проведения с дрожжевыми клетками генетических манипуляций обусловливает 
использование этого эукариотического организма для экспрессии модифицированных генов, детерми-
нирующих синтез белков с определенными характеристиками. 

В целях получения дрожжевых штаммов-продуцентов рекомбинантных белков, накапливающихся 
за пределами клетки, используется интегративный вектор pKLAC2 [4]. Его конструкция позволяет кло-
нировать целевой ген в область полилинкера, расположенную после нуклеотидной последовательности 
лидерного пептида α-фактора спаривания (α-MF) K. lactis. В этом случае под контролем сильного дрож-
жевого промотора РLAC4 происходит экспрессия гена в виде химерной молекулы с доменом α-фактора. 
Поскольку рекомбинантные белки, кодируемые генами, клонированными в вектор, подвергаются про-
цессингу Kex-протеазой в аппарате Гольджи, существуют две стратегии для образования химерных 
белковых молекул с доменом фактора спаривания. В результате реализации первого подхода синтези-
руется рекомбинантный белок с нативным N-концом, а второго – белок, содержащий на N-конце допол-
нительные аминокислотные остатки, кодируемые определенным участком вектора. В клонировании по 
первой модели используется уникальный сайт XhoI, который расположен перед областью, детермини-
рующей аминокислотную последовательность, распознаваемую Kex-протеазой. Ген, клонированный 
с  помощью XhoI рестриктазы, должен содержать нуклеотидную последовательность, которая вос-
станавливает сайт Kex-протеазы для обеспечения процессинга предшественника протеина. В случае 
когда целевой ген содержит сайт XhoI или когда нативный N-конец рекомбинантного белка может быть 
удален, образование химерного белкового продукта с фактором спаривания достигается путем клони-
рования целевого гена в  любой сайт полилинкера. Рекомбинантный белок, синтезированный таким 
способом, будет содержать дополнительные аминокислотные остатки, кодируемые нуклеотидной по-
следовательностью векторной ДНК, расположенной между Kex-сайтом и полилинкером.

Для осуществления процесса интеграции экспрессионной кассеты с клонированным геном в локус 
LAC4 генома K. lactis в результате гомологичной рекомбинации необходимо линеаризировать реком-
бинантный вектор с  помощью рестриктазы SacII или BstXI. Селективный отбор дрожжевых транс-
формантов на минимальной среде с  ацетамидом обеспечивает ген amdS, кодирующий ацетамидазу 
A. nidulans и расположенный в интегрируемой экспрессионной кассете вектора под контролем дрож-
жевого промотора PADH1.
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Цель работы – создание генетической конструкции с кДНК глюкоамилазы мицелиального гриба 
Aspergillus awamori на основе интегративного дрожжевого вектора pKLAC2. Препараты глюкоамилазы 
(α-1,4-глюкан-глюканогидролаза, КФ 3.2.1.3) широко используются для ферментативной обработки 
крахмалсодержащего сырья в различных отраслях пищевой промышленности, таких как спиртовая, 
пивоваренная, крахмало-паточная и хлебопекарная. Созданная рекомбинантная конструкция может 
найти применение для получения различных дрожжевых штаммов-продуцентов глюкоамилаз с опре-
деленными свойствами. 

Материалы и методы исследования
Эндонуклеазные реакции выполнялись в объеме 20 мкл для рестрикции 1–2 мкг ДНК в соответст

вующем рестрикционном буфере (Fermentas, США). Рестрикционный фермент добавлялся в  кон-
центрации 1 единица на 1 мкг ДНК. Реакционные смеси доводились до конечного объема дистил-
лированной водой и инкубировались при температуре, рекомендуемой для конкретного фермента, 
в течение 3 ч. 

Электрофоретическое разделение продуктов рестрикции проводили в 0,8 % агарозном геле в ТАЕ-
буфере с добавлением бромистого этидия в камере для горизонтального электрофореза (BioRad, США), 
их визуализацию осуществляли с помощью трансиллюминатора. 

Выделение из агарозного геля кДНК глюкоамилазы, полученной после рестрикции плазмиды 
pBGLA-1, осуществляли с использованием коммерческого набора Silica Bead DNA Gel extraction Kit 
(Fermentas).

Для проведения процедуры электротрансформации клеток бактерий готовили электрокомпетентные 
клетки. Ночную культуру бактерий разводили в соотношении 1 : 25 свежим LB-бульоном и выращи-
вали в условиях аэрации (180 об/мин) при 37 °C до достижения оптической плотности ОП 600 значе-
ния 0,4 – 0,6. Культуру переносили в центрифужные пробирки и охлаждали на ледяной бане в течение 
15 мин. Клетки осаждали центрифугированием (3 мин, 6000 об/мин, 4 °C). Осадок бактерий ресуспен-
дировали в половине исходного объема дистиллированной воды, охлажденной до 4 °C, клетки собира-
ли центрифугированием (3 мин, 6000 об/мин, 4 °C). Процедуру отмывания клеток повторяли дважды, 
в каждом последующем случае вдвое уменьшая объем воды. Клетки ресуспендировали в примерно 
равном объему осадка количестве охлажденного 15 % раствора глицерина в воде, замораживали при 
–70 °C и использовали по необходимости. Электропорацию проводили на приборе MicroPulser (Bio-
Rad ). Применяли электропорационные кюветы с расстоянием между электродами 1 или 2 мм. К су-
спензии компетентных клеток в объеме 20 мкл (при использовании 1-миллиметровой кюветы) или 
40 мкл (при использовании 2-миллиметровой кюветы) добавляли раствор ДНК, перемешивали. Смесь 
вносили в предварительно охлажденную кювету, которую помещали в электропоратор, и подавали им-
пульс тока с соответствующим кювете напряжением. После кювету извлекали и добавляли к клеткам 
1 мл LB-бульона, содержащего 0,2 % глюкозы. Клетки инкубировали в течение часа при соответствую-
щей температуре, затем высевали на селективные среды. 

Трансформацию клеток K. lactis проводили согласно протоколу, представленному в [5]. Отбор транс-
формантов осуществляли в чашках Петри на минимальной среде с добавлением 5 ммоль/л ацетамида.

Чашечный тест на глюкоамилазную активность рекомбинантных клеток дрожжей K. lactis прово-
дили в чашках Петри с агаризованной средой Чапека и 2 % крахмалом.

Смесь для амплификации одного образца объемом 15 мкл имела следующий состав: 100 –200 нг 
ДНК, 1,5  мкл 10x-буфера, 0,3  мкл 10  ммоль/л смеси нуклеотидов (Fermentas), 0,5  мкмоль/л каждо-
го из праймеров (glaAF сссctcgagaaaagagcgaccttggattcgtggttgag, glaAR сссgaattcctaccgccaggtgtcagtcacc), 
0,25 единиц Taq ДНК-полимеразы (Fermentas), дистиллированная вода до конечного объема 15 мкл. 
ПЦР проводили в амплификаторе (BioRad ) с использованием следующих профилей: предварительная 
денатурация – 94 °С, 5 мин; денатурация – 94 °С, 30 с, отжиг праймеров – 61 °С, 30 с, элонгация – 72 °С, 
2 мин, 35 циклов; ренатурация – 72 °С, 10 мин; 4 °С, до изъятия проб. 

Результаты и их обсуждение
В мировом биотехнологическом производстве белковых коммерческих препаратов широко исполь-

зуются дрожжи K. lactis благодаря их способности в процессе культивирования на простых по хими-
ческому составу средах быстро достигать высокой плотности и эффективно секретировать большие 
количества гетерологичного белка [6 –13]. Для создания штаммов K.  lactis, синтезирующих опре-
деленные белки, необходимо конструирование интегративной плазмиды с клонированным целевым 
геном и ее введение в дрожжевые клетки. Высокий уровень экспрессии гетерологичных генов в дрож-
жах, как одна из важных характеристик штаммов, может обеспечиваться различными промоторами 
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собственных генов K.  lactis или промоторами из дрожжей других видов  [1;  2;  13–17]. Однако наи-
более часто используемым является сильный LAC4-промотор K.  lactis, который регулирует экспрес-
сию β-галактозидазы, необходимую для утилизации клеткой лактозы [18]. Этот промотор содержится 
в составе коммерческого интегративного вектора pKLAC2, применяемого для обеспечения секреции 
гетерологичных белков клетками K.  lactis  [4]. Встраивание экспрессионной кассеты pKLAC2 с це-
левым геном в область LAC4-промотора дрожжевой хромосомной ДНК обеспечивает генетическую 
стабильность промышленных штаммов в течение их длительного культивирования в биореакторе [1].

Один из важных аспектов конструирования штаммов с биотехнологическим потенциалом – воз-
можность эффективной экспрессии функционально активных целевых белков в клетках неродствен-
ного организма. Это обусловлено явлением неравных частот встречаемости синонимичных кодонов 
в кодирующих областях генома у различных организмов [19–22]. Популяционно-генетические иссле-
дования показали, что синонимичные сайты находятся под слабым селекционным отбором и кодонное 
предпочтение поддерживается благодаря балансу между процессом естественного отбора, мутациями 
и дрейфом генов [19]. 

С использованием компьютерной программы [23] нами был определен индекс адаптации кодонов 
(codon adaptation index, CAI) гена glaA A. awamori, экспрессирующегося в клетках K. lactis. Его значе-
ние составило 0,662, что указывает на весьма вероятную эффективную экспрессию грибной глюкоами-
лазы в дрожжевых клетках.

Субклонирование кДНК глюкоамилазы A. awamori 466 в интегративный вектор pKLAC2 проводи-
лось из плазмидной ДНК pBGLA-1, созданной на основе вектора pBluescript  II SK(-), в который по 
тупым концам была встроена предварительно амплифицированная кДНК (рис. 1). 

Особым образом сконструированные праймеры позволили получить в результате ПЦР продукт це-
левого гена glaA, который на 5′-конце содержал нуклеотидную последовательность для рестрицирую-
щей эндонуклеазы XhoI и рядом расположенный участок, детерминирующий восстановление области, 
распознаваемой Kex-протеазой. На 3′-конце ампликона синтезировался сайт для рестриктазы EcoRI. 
В результате обработки плазмиды pBGLA-1 ферментами EcoRI и XhoI образовавшиеся продукты гидро-
лиза разделяли в агарозном геле и выделяли необходимую для клонирования кДНК. Вектор pKLAC2 был 
также подвержен рестрикции этими же ферментами. 

Рис. 1. Генетическая карта плазмиды pВGLA-1
Fig. 1. Genetic map of the pВGLA-1 plasmid
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После проведения реакции лигирования рестрицированных дрожжевого вектора и кДНК в компе-
тентные клетки E. coli XL-10 Gold вводилась созданная генетическая конструкция с использованием 
электропорации. Применение методически простой системы клонирования в клетках E. coli обуслов-
лено наличием в pKLAC2 репликона pMBI E. coli. 

Отбор рекомбинантов осуществлялся с помощью диагностической ПЦР с праймерами к целевому 
гену. На рис. 2 представлена электрофореграмма продуктов амплификации, полученных при использо-
вании колоний трансформантов.

Из клеток колоний, в результате ПЦР с которыми был получен ампликон, выделялись плазмидные 
ДНК. Для определения наличия кДНК глюкоамилазы в составе созданной конструкции pKGLA-1 про-
водился рестрикционный анализ с помощью рестрицирующей эндонуклеазы EcoRI. Анализ продуктов 
рестрикции подтвердил присутствие вставки кДНК в сконструированной плазмиде (рис. 3). В част-
ности, обработка ферментом всех анализируемых образцов плазмид pKGLA-1 приводила к образова-
нию продукта, размер которого превышал таковой исходного вектора без вставки.

Другим методическим подходом, подтверждающим наличие вставки кДНК глюкоамилазы в составе 
сконструированной плазмиды pKGLA-1, являлась реакция амплификации с праймерами к гену glaA. 
В качестве матрицы использовали выделенную из рекомбинантов генетическую конструкцию. Ре-
зультаты проведенной ПЦР показывают (рис. 4), что сконструированная плазмида pKGLA-1 содержит 
вставку – кДНК глюкоамилазы A. awamori.

Таким образом, на основе интегративного вектора для дрожжей создана генетическая конструкция, 
содержащая кДНК глюкоамилазы A. awamori (рис. 5).

В целях оценки эффективности функционирования созданной интегративной плазмиды в дрожже-
вых клетках была проведена трансформация компетентных клеток K.  lactis GG799. Отбор рекомби-
нантов осуществлялся с  использованием ацетамидазного селективного маркера (amdS ), экспрессия 
которого находится под дрожжевым промотором ADHI. В трансформированных дрожжевых клетках 

Рис. 2. Электрофореграмма ампликонов, полученных с использованием колоний  
трансформантов E. coli XL-10 Gold. Матрицей являлись: 1 – вектор pKLAC2 (отрицательный контроль);  

2–10, 12–14 – колонии трансформантов; 11 – плазмида pВGLA-1 (положительный контроль).  
М – маркерная ДНК Gene Ruler 1 kb DNA Ladder

Fig. 2. Agarose electrophoresis of PCR amplicons obtained by PCR  
from E. coli XL-10 Gold transformants. 1 – plasmid pKLAC2 (negative control); 2–10, 12–14 – colonies;  

11 – plasmid pВGLA-1 (positive control); М – marker DNA, Gene Ruler 1 kb DNA Ladder

Рис. 3. Электрофореграмма рестрикционных фрагментов ДНК  
pKGLA-1 и pKLAC2: 1, 3, 5 – исходная плазмида pKGLA-1;  

2, 4, 6 – продукт рестрикции плазмиды pKGLA-1;  
7 – исходный вектор pKLAC2; 8 – продукт рестрикции вектора pKLAC2;  

М – маркерная ДНК Gene Ruler 1 kb DNA Ladder
Fig. 3. Agarose gel illustrating the EcoRI digestion of the pKGLA-1 and pKLAC2 plasmids:  

1, 3, 5 – pKGLA-1 without digestion; 2, 4, 6 – EcoRI digestion of pKGLA;  
7 – pKLAC2 without digestion; 8 – EcoRI digestion of pKLAC2;  

M – marker DNA, Gene Ruler 1 kb DNA Ladder
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в отличие от исходных должна происходить экспрессия ацетамидазы, что позволяет им утилизировать 
ацетамид в качестве единственного источника азота и расти на минимальной среде с этим химическим 
соединением. Для проверки глюкоамилазной активности чашечным методом дрожжевые колонии, ото-
бранные на минимальной среде с  добавлением 5  ммоль/л ацетамида, пересевались на питательную 
среду с субстратом для глюкоамилазы – крахмалом. Как показано на рис. 6, зоны гидролиза крахмала 
наблюдались у 24 из 32 клонов.

Рис. 4. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полученных с праймерами  
к гену glaA A. awamori и плазмидной ДНК  

pKGLA-1 рекомбинантов (1– 4).  
М – маркерная ДНК Gene Ruler 1 kb DNA Ladder

Fig. 4. Agarose electrophoresis of PCR amplicons obtained by PCR  
with plasmid DNA pKGLA-1 (1– 4) and gene-specific  

primers for glaA from A. awamori.  
M – marker DNA, Gene Ruler 1 kb DNA Ladder

Рис. 5. Генетическая карта плазмиды pKGLA-1
Fig. 5. Genetic map of the pKGLA-1 plasmid
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Наличие зон гидролиза крахмала вокруг 24 колоний свидетельствует о секреции рекомбинантными 
клетками дрожжей глюкоамилазы грибов A. awamori, что подтверждает интеграцию экспрессионной 
кассеты в область промотора LAC4 геномной ДНК вследствие гомологичной рекомбинации и функцио
нальную активность созданной конструкции pKGLA-1 в K. lactis. 

Заключение
Создана генетическая конструкция pKGLA-1 с кДНК глюкоамилазы гриба A. awamori 466 на основе 

интегративного вектора для дрожжей pKLAC2. В результате клонирования нуклеотидной последова-
тельности гена glaA в клетках K.  lactis GG799 синтезируется рекомбинантный фермент с нативным 
N-концом. Подтверждением успешного создания конструкции pKGLA-1 служат амплификация целе
вого гена и рестрикционный анализ ДНК плазмиды. 

Эффективность экспрессии целевого гена в дрожжевых клетках, обусловленной интеграцией экспрес-
сионной кассеты в область промотора LAC4 геномной ДНК вследствие гомологичной рекомбинации, 
доказана чашечным методом. Рекомбинантные клетки K. lactis росли на селективной минимальной среде 
с добавлением 5 ммоль/л ацетамида и секретировали глюкоамилазу, о чем свидетельствовали зоны гидро-
лиза крахмала вокруг колоний.

Практическое применение сконструированной плазмиды может быть реализовано при создании раз-
личных дрожжевых штаммов-продуцентов глюкоамилаз гриба A. awamori с определенными промыш-
ленно значимыми свойствами. 
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