
Материалы международной научно-практической конференции 
БИОТЕХНОЛОГИИ МИКРООРГАНИЗМОВ  г. Минск, 27-29 ноября 2019 г. 

 
 

 
307 

 

УВЕЛИЧЕНИЕ АКТИВНОСТИ ПРОМОТОРА ГЕНА SCCUP1 

В ДРОЖЖАХ PICHIA PASTORIS ПРИ СВЕРХПРОДУКЦИИ 

СОБСТВЕННОГО АКТИВАТОРА ТРАНСКРИПЦИИ AСE1P 

 

Цыганков М.А., Падкина М.В. 

Санкт-Петербургский государственный университет, Санкт-Петербург, 

mial.tsygankov@yandex.ru 

mpadkina@mail.ru 
 

Дрожжи Pichia pastoris представляют собой удобную систему экспрессии 

гетерологичных генов. Особенностями P. pastoris являются простота 

культивирования, разработанные методики генетических манипуляций, 

сильные, сравнимые с бактериальными промоторы. От прокариотических 

систем экспрессии P.pastoris выгодно отличает наличие ферментов 

посттрансляционных модификаций эукариотических белков, что способствует 

высокой вероятности их успешного синтеза и правильного фолдинга [4]. 

Несмотря на наличие широко используемого сильного индуцируемого 

метанолом промотора гена алкогольоксидазы-1 (PAOX1), поиск промоторов с 

различной активностью и способом регуляции является актуальной задачей [6]. 

На основе промотора гена ScCUP1 (PCUP1) была создана конструкция 

для гетерологической экспрессии генов в дрожжах Saccharomyces cerevisiae [5]. 

Белок Cup1p – металлотионенин. Металлотионеины – цистеин-богатые 

консервативные белки, представленные во всех эукариотах, одной из основной 

функцией которых является связывание ионов металлов внутри клетки [2]. 

Промотор PCUP1 реагирует на повышенные уровни ионов меди (II). Было 

выявлено, что транскрипционный фактор (ТФ) Ace1p регулирует экспрессию 

гена ScCUP1 [3]. Обнаружено, что промотор гена ScCUP1 работает также в 

дрожжах P. pastoris [7]. Данные о функционировании ТФ Ace1p S. cerevisiae в 

дрожжах P. pastoris в литературе отсутствуют. 

Нашей первой задачей было оценить влияние сверхпродукции ТФ Ace1p 

на активность промотора PCUP1 в дрожжах P.pastoris в случае, когда ген ТФ 

клонирован под промотором PAOX1. При обнаружении положительного 

влияния на активность промотора PCUP1 нашей следующей задачей было 

оценить эффект от сверхпродукции ТФ Ace1p в ситуации, когда его 

структурный ген клонирован под контролем того же промотора (PCUP1), на 

который он и оказывает свое позитивное воздействие (см. рис 1). Мы ожидали, 

что образование положительной обратной связи в данной системе могло бы 

увеличить активность изучаемого промотора. 

В качестве репортерной системы, позволяющей оценить активность 

промотора, использовали структурный ген репрессибельной кислой фосфатазы 

(КФ, ген PHO5) дрожжей S. cerevisiae в составе плазмиды pPIC9 (Invitrogen) 

[1]. В качестве исходного использовался штамм GS115 (Invitrogen). Нами был 
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получен штамм дрожжей, в котором ген PHO5 находится под контролем 

промотора PCUP1 (GS-PCUP1-PHO5). Для получения штаммов GS-PCUP1-

PHO5/PAOX1-ACE1 и GS-PCUP1-PHO5/PCUP1-ACE1, где помимо 

репортерной системы (PCUP1-PHO5) присутствует ген ScACE1, который 

находится под контролем промотора PAOX1 или PCUP1, штамм GS-PCUP1-

PHO5 был трансформирован плазмидой на основе вектора pPICZαA 

(Invitrogen), в которой ген ScACE1 находится под контролем промотора PAOX1 

или промотора PCUP1. 

 

 
 

Рисунок 1 – Схема возможного участия ТФ Асе1p в регуляции экспрессии 

собственного структурного гена АСЕ1 и репортерного гена РНО5, находящихся под 

контролем промотора PCUP1. 

 

Штамм GS-PCUP1-PHO5/PAOX1-ACE1 позволил в условиях индукции 

промотора PAOX1 оценить влияние сверхэкспрессии гена ТФ Aсe1p на 

активность промотора PCUP1. Штаммы выращивали трое суток в среде, 

содержащей дрожжевой экстракт, пептон и метанол в качестве основного 

источника углерода и индуцирующего агента промотора PAOX1. Для индукции 

промотора PCUP1 добавляли сульфат меди (II) до концентрации 10 мМ. 

Измеряли удельную (отнесенную к оптической плотности клеточной 

суспензии) активность КФ в суспензии клеток дрожжей в культуральной 

жидкости. Данные сведены на рисунке 2. 

Измерения показали, что сверхэкспрессия гена ScACE1 под контролем 

промотора PAOX1 повышала активность промотора PCUP1 со вторых суток 

измерений более чем в 4 раза. Из этого можно сделать вывод, что ТФ Ace1p из 

дрожжей S. cerevisiae работает в качестве положительного ТФ и в дрожжах 

P. pastoris. 

Сопоставимое увеличение активности промотора PCUP1 было выявлено 

в штамме GS-PCUP1-PHO5/PCUP1-ACE1. 
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Рисунок 2 – Активность КФ штаммов GS-PCUP1-PHO5, GS-PCUP1-PHO5/PCUP1-

ACE1 и GS-PCUP1-PHO5/PAOX1-ACE1 при росте на среде с метанолом. 

 

На основании изложенного можно сделать вывод, что сверхэкспрессию 

транскрипционных факторов можно использовать в качестве подхода для 

повышения активности регулируемых ими промоторов. Эффект от 

предложенного нами подхода – клонирование позитивного ТФ под контролем 

промотора регулируемого им гена (рис 1) – сопоставим с эффектом от 

экспрессии позитивного ТФ под таким сильным промотором как PAOX1. 
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