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Впервые установлена структура гена химозина (Хн) сибирской косули (Capreolus pygargus) и опре-
делена его экзон/интронная организация. Методом Golden Gate реконструирована и получена в 
виде ДНК-клона кодирующая часть гена Хн C. pygargus. Сравнительный анализ последовательно-
стей прохимозинов (ПроХн) косули, коровы и одногорбого верблюда выявил ряд аминокислотных 
замен на участках, формирующих субстрат-связывающую полость фермента и затрагивающих суб-
сайты специфичности S4 и S1′ + S3′. С использованием интеграционного вектора pIP1 сконструи-
рована рекомбинантная плазмида pIP1-Cap для экспрессии гена ПроХн косули в клетках CHO-K1. 
Получен поликлон клеток CHO-K1-CYM-Cap, обеспечивающий синтез и секрецию рекомбинант-
ного ПроХн в культуральную жидкость. В результате активации зимогена получен препарат реком-
бинантного Хн косули с общей молокосвёртывающей активностью 468,4 ± 11,1 IMCU/мл (IMCU – 
International Milk Clotting Units, международные единицы молокосвертывающей активности). Вы-
ход рекомбинантного Хн косули составил 500 мг/л или ≈ 468 000 IMCU/л, что превышает показа-
тели выхода генно-инженерных Хн в большинстве используемых систем экспрессии. Основные 
биохимические свойства полученного фермента сравнивали с коммерческими препаратами реком-
бинантных Хн одногорбого верблюда (Camelus dromedarius) и коровы (Bos taurus). Удельная молоко-
свёртывающая активность рекомбинантного Хн C. pygargus составила 938 ± 22 IMCU/мг белка 
и была сопоставима с показателями ферментов сравнения. Неспецифическая протеолитическая 
активность рекомбинантного Хн косули оказалась в 1,4–4,5  раза выше, чем у ферментов коровы 
и верблюда. По коагуляционной специфичности рекомбинантный Хн C. pygargus занимал промежу-
точное положение между генно-инженерными аналогами Хн B. taurus и C. dromedarius. Порог термо-
стабильности рекомбинантного Хн косули был равен 55 °С. При 60 °С фермент сохранял < 1% от 
исходной молокосвёртывающей активности, а его полная термоинактивация наблюдалась при 65 °С.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: система экспрессии млекопитающих, СНО-К1, рекомбинантный химозин, сибир-
ская косуля, молокосвёртывающая активность, протеолитическая активность, термостабильность.

DOI: 10.31857/S0320972523090087, EDN: WWNNWK

Принятые сокращения: МА – молокосвёртывающая активность; ПА – протеолитическая активность; ПроХн – про-
химозин; рПроХн – рекомбинантный прохимозин; рХн – рекомбинантный химозин; Хн – химозин; CHO – культура 
клеток яичника китайского хомячка; CN – казеин.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Гастральный молокосвёртывающий фер-
мент химозин (КФ 3.4.23.4) относится к се-

мейству аспартатных протеиназ. Его актив-
ный центр несёт два остатка аспарагиновой 
аминокислоты в положениях  34 и 216  [1]. 
Аспартатные протеиназы входят в группу 
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эндопептидаз  – ферментов, гидролизующих 
внутримолекулярные пептидные связи  [2,  3]. 
Химозин (Хн) избирательно и с высокой ско-
ростью гидролизует связь F105-M106 в моле-
куле κ-казеина (κ-CN), что вызывает свёрты-
вание молока. Натуральный Хн, получаемый 
из желудков новорожденных сельскохозяй-
ственных животных, а также его генно-инже-
нерные аналоги широко используются при 
производстве сыров.

Хн является удобной моделью для раз-
работки и анализа эффективности как про-, 
так и эукариотических систем экспрессии. 
Его ферментативная (молокосвёртывающая) 
активность зависит от корректности процес-
сов синтеза и посттрансляционного процес-
синга. Молокосвёртывающая активность (МА) 
Хн определяется с использованием простых 
клоттинговых тестов, не требующих дорого-
стоящих реагентов и оборудования.

Для получения рекомбинантного прохи-
мозина (рПроХн) использовались различные 
системы продукции. В прокариотах (речь идёт 
преимущественно об Escherichia coli), несмот-
ря на достаточно высокий уровень синтеза, 
целевой белок накапливается в нераствори-
мой форме в тельцах включения, что требует 
использования процедуры рефолдинга, эф-
фективность которой в случае ПроХн невы-
сока [4–7].

Уровень синтеза ПроХн клетками Bacillus 
subtilis предельно низок  [8]. Видимо, поэтому 
данная система продукции для получения ре-
комбинантного Хн (рХн) не используется.

Опубликован ряд работ, описывающих по-
лучение рПроХн в растительных экспрессион-
ных системах [9–11]. К недостаткам этих систем 
относится неразрешённая проблема гликозили-
рования белков по растительному типу [12].

Наиболее существенные результаты достиг-
нуты при экспрессии гена ПроХн в грибных 
(Trichoderma reesei, Aspergillus niger) и дрож-
жевых (Komagataella (ранее – Pichia) pastoris, 
Kluyveromyces lactis, Saccharomyces cerevisiae) 
клетках. При использовании этих систем це-
левой белок секретируется в культуральную 
жидкость продуцента и, после активации, 
демонстрирует высокую ферментативную ак-
тивность  [13–17]. В настоящее время грибные 
системы продукции активно используются 
при промышленном получении рХн коровы 
(Bos taurus) и одногорбого верблюда (Camelus 
dromedarius) [18].

Системы экспрессии на основе клеток 
млекопитающих наилучшим образом подходят 
для получения рекомбинантных белков пред-
ставителей этого класса, особенно в тех случа-

ях, когда принципиально важен определённый 
характер посттрансляционных модификаций 
(ПТМ) целевого продукта. Удивительно, но в 
научной периодике обнаруживается всего два 
примера описания экспрессии гена ПроХн ко-
ровы в клетках млекопитающих [19, 20].

Системы экспрессии на основе клеток теп-
локровных животных (СHO, NS0, Sp2/0, HEK 
293, BHK-21, Per.C6) способны обеспечивать 
высокоэффективный синтез, ПТМ и секрецию 
рекомбинантных белков. Однако для культи-
вирования клеток млекопитающих необходи-
мы дорогостоящие питательные среды и обо-
рудование, что приводит к увеличению цены 
конечных продуктов. Принято считать, что 
использование этих систем оправдано лишь 
для получения особо значимых белков и фер-
ментов [21]. Поэтому основной сферой приме-
нения систем продукции млекопитающих яв-
ляется производство моноклональных антител 
и других терапевтических белков [22, 23].

С момента первых попыток получения 
Хн в клетках млекопитающих прошло более 
30 лет. За это время достигнут серьёзный про-
гресс в развитии технологий конструирования 
продуцентов, накоплен значительный опыт ис-
пользования высокоэффективных промото-
ров, разработаны новые питательные среды. 
Всё это увеличивает доступность систем экс-
прессии в клетках млекопитающих и позволяет 
рассматривать их как перспективный инстру-
мент для получения самого широкого спектра 
рекомбинантных белков научного, технологи-
ческого и терапевтического назначения [21].

По сравнению с другими системами экс-
прессии млекопитающих культура клеток яич-
ника китайского хомячка (СНО) обладает ря-
дом преимуществ, к которым следует отнести 
устойчивую жизнеспособность, возможность 
достижения высокой плотности клеток при 
суспензионном выращивании, продолжитель-
ную практику использования и высокую сте-
пень оптимизации условий культивирования. 
Наличие широкой линейки специализирован-
ных питательных сред позволяет обеспечивать 
длительное поддержание жизнеспособности 
клеток СНО [24].

Ранее нами были получены и исследо-
ваны Хн представителей семейства Оленевые 
(Cervidae) – рХн марала [25–27] и рХн лося [7], 
которые продемонстрировали биохимические 
свойства, перспективные с точки зрения тех-
нологического использования этих фермен-
тов. Это позволяет предполагать, что и другие 
виды, относящиеся к семейству Cervidae, могут 
быть источниками Хн с необычными фермен-
тативными свойствами. Поэтому в качестве 
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объекта для экспрессии в клетках млекопи-
тающих выбран ген ПроХн сибирской косули 
(Capreolus pygargus Pallas, 1771).

Цель данной работы – частичная био-
химическая характеристика рекомбинантного 
Хн косули (рХн-Сар), полученного в системе 
продукции СНО-К1.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Идентификация гена Хн косули. Нуклеотид-
ная последовательность гена Хн (CYM) косули 
была получена в виде ДНК нескольких пере-
крывающихся продуктов ПЦР и секвениро-
вана как напрямую, так и в виде клонов в со-
ставе вектора pJET1.2. Для этого использовали 
суммарную геномную ДНК, выделенную из 
образцов рогов трёхлетнего самца C. pygargus и 
любезно предоставленную лабораторией срав-
нительной геномики ИМКБ СО РАН. Полу-
ченную геномную ДНК косули дополнитель-
но очистили и сконцентрировали на колонках 
Amicon 100 kDa («Millipore», ФРГ).

В среднем размер гена CYM у млекопита-
ющих составляет приблизительно 13 000 п.н. 
Используя полученные нами ранее последо-
вательности гена CYM марала (Cervus elaphus) 
и лося (Alces alces), а также последовательно-
сти CYM коровы (B. taurus), овцы (Ovis aries), 
козы (Capra hircus) и одногорбого верблюда 
(C. dromedarius) из базы GenBank, определи-
ли наиболее консервативные участки гена и 
рассчитали специфичные для CYM олигонук-
леотидные праймеры. Несколько пар дали в 
амплификации перекрывающиеся ПЦР-фраг-
менты гена CYM косули (CYM-Cap) (табл. 1).

Амплификацию проводили с использова-
нием полимеразы Hot Start Q5 («New England 
Biolabs», США). Полученные ампликоны очи-
щали от компонентов ПЦР с помощью сорб-
ции на магнитных частицах Speed Beads («GE 
Healthcare», США) и секвенировали напря-
мую, используя 0,25–0,30 пкмоль ПЦР-фраг-
мента как матрицу ДНК для реакции Сэнгера. 
Затем клонировали полученные ампликоны 
в составе вектора pJET1.2. Плазмидную ДНК 
селектированных клонов-трансформантов на-
рабатывали в препаративном количестве и тоже 
секвенировали по методу Сэнгера на авто-
матических генных анализаторах ABI3130XL 
или ABI3500XL («Applied Biosystems», США). 
Полученные секвенограммы CYM-Cap анали-
зировали и сшивали в контиги с помощью ака-
демической версии программы Vector NTI 10 
(«Invitrogen», Швеция), а затем выравнивали 
с известными для других китопарнокопыт-

ных структурами генов CYM из базы данных 
GenBank для подтверждения принадлежности 
к гену Хн и расчёта праймеров для следующего 
шага секвенирования. В итоге была получена 
полноразмерная нуклеотидная последователь-
ность гена CYM C. pygargus (регистрационный 
номер GenBank – OQ427063).

Подтверждение видовой принадлежности 
проверяли с помощью прямого секвенирова-
ния продукта амплификации фрагмента ми-
тохондриального гена цитохрома b (MTCB) с 
использованием той же геномной ДНК, что и 
для гена CYM.

Конструирование рекомбинантного интегра-
ционного вектора, обеспечивающего экспрессию 
гена CYM косули. Для конструирования плаз-
мидного вектора, обеспечивающего синтез и 
секрецию ПроХн косули в эукариотической 
системе экспрессии, использовались следую-
щие подходы и процедуры. На основе сравни-
тельного анализа гена CYM была установлена 
его интрон/экзонная структура и определена 
кодирующая последовательность, включающая 
пре- и про-фрагменты. Для получения одной 
рамки считывания, содержащей только экзоны, 
были рассчитаны праймеры для амплифика-
ции каждого экзона c последующей бесшовной 
сборкой методом Golden Gate [28] (табл. 2).

Для клонирования полученных фрагмен-
тов использовалась экспрессионная плазмида 
pIP1. Вектор pIP1 имеет в своём составе сле-
дующие основные генетические элементы: 
промотор CMV, сигнал полиаденилирования 
SV40, полилинкер для клонирования по мето-
ду Golden Gate, последовательность IRES ви-
руса энцефаломиокардита и ген устойчивости 
к пуромицину для отбора трансгенных клеток.

Экспрессионная кассета в составе вектора 
pIP1 фланкирована с двух сторон плечами ин-
теграции транспозона Sleeping Beauty. Ампли-
фикация экзонов проводилась с помощью по-
лимеразы Q5 HotStart («NEB», США) согласно 
рекомендациям производителя. Далее получен-
ные ампликоны очищались из реакционной 
смеси набором реагентов Cleanup S-Cap («Евро-
ген», Россия). После измерения концентрации 
ДНК на спектрофотометре NanoDrop 2000C 
(«Thermo Fisher Scientific», США) составлялась 
реакционная смесь в соответствии с рекомен-
дациями производителя набора NEBridge® 
Golden Gate Assembly Kit BsaI-HF®v2 («NEB»). 
Далее реакционная смесь инкубировалась 
в термоциклере со следующей программой: 
(37 °C, 5 мин → 16 °C, 5 мин) × 30 циклов → 60 °C, 
5 мин. После завершения инкубации прово-
дилась трансформация компетентных клеток 
NEBStable 10 мкл реакционной смеси.
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Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры, использован-
ные для амплификации (PCR-) фрагментов ДНК гена 
химозина косули C. pygargus и их секвенирования (SEQ) 
напрямую или в виде клонов в составе вектора pJET1.2

Праймер Последовательность (5′–3′) Назначение

Cap-2614F ggcttcttaaccattgcacca PCR-2

Cap-3839R gctctctgggcagcctaaca SEQ

Cap-6633R ctgagtcccactaaccctgagc SEQ

Cap-6830R aacacgtattgggcacttactacatg SEQ

Cap-6932R cagaccccaggaagaactcaag
PCR-3, 
PCR-9

Cap-7552F aaaccacggcacagagctgaa SEQ

Cap-7877F ctcggtttacatggacaggtagg SEQ

Cap-9554F gagcttgcagcaaggacatgg SEQ

Cap-9724F agtctccctcacatccatggtc
PCR-1, 
PCR-9

Cap-10189F cctgcatctctcttattktttggagc SEQ

Cap-11696R gagaaaacaggaagacaagacgga SEQ

Cap-11745R gttaagtgtctggcatctagtagca SEQ

Cap-11862R tccttgtgaaggtctccacctatc SEQ

Cap-12127R accccaggaccctcagacctt PCR-7

Cap-12311R caggaatgcagccctaaacg SEQ

Cap-12624R tactggggacaagactggctga PCR-8

Cap-14050F ctgaccaactacctggatgtgagt PCR-3

Cap-15290F catgccagtcggttctaagagaat PCR-4

Cap-15300R cctctcactttattctcttagaaccg SEQ

Cap-15475R gccatctctatggtttccagagactag PCR-1

Cap-16024R gctggtggttttctggaacac PCR-2

Cap-16798F atcagatgagctgataacttgctt
PCR-6, 
PCR-8

Cap-17961R tgcttagatgctggtgtccttg SEQ

Cap-19778R cgctcgtcacatccaagtctg SEQ

Cap-20433F tcccttgagatccaagaacttcc
PCR-5, 
PCR-7

Cap-20856R ggctcctctctggagatgcatac
PCR-4, 
PCR-6

Cap-22011R cattctctactcaattccacctcaag PCR-5

Скрининг колоний проводился с помо-
щью пары праймеров, один из которых ком-
плементарен 3′-концу нетранслируемой об-
ласти экспрессирующего вектора, а другой – 
CYM_REV_(9).

После скрининга клонов-трансформан-
тов плазмидная ДНК положительных клонов 
была выделена. Корректность встройки под-
тверждалась секвенированием по Сэнгеру. 
В  результате был получен интеграционный 
экспрессирующий вектор pIP1-Cap.

Получение рПроХн косули в культуре кле-
ток CHO-K1. Клетки CHO-K1 трансфициро-
вали полученным экспрессирующим вектором 
pIP1-Cap совместно с плазмидой pCMV(CAT)
T7-SB100 в среде HyClone HyCell TransFx-C 
(«Cytiva», Швеция) согласно описанному про-
токолу  [29]. Плазмида pCMV(CAT)T7-SB100 
содержит последовательность транспозазы 
SB100, обеспечивающей встройку целевой экс-
прессионной кассеты, фланкированной пле-
чами интеграции, в геном клеток. Селекцию 
проводили в присутствии пуромицина в кон-
центрации 50 мкг/мл. После добавления анти-
биотика к пятому дню селекции жизнеспо-
собность клеток опустилась до 69%. На деся-
тый день жизнеспособность клеток достигала 
значения 95% и селекция была остановлена. 
Полученный пул продуцентов дважды про-
мывали фосфатно-солевым буфером, пере-
носили в 600 мл среды HyClone™ HyCell™ 
CHO («Cytiva») и культивировали при 37 °C, 
185 об./мин и 5% CO2 до достижения концен-
трации жизнеспособных клеток 4·106 клеток/мл. 
После этого понижали температуру до 31 °C 
и продолжали культивирование с питатель-
ными добавками HyClone™ Cell Boost™ Kit 
(«Cytiva») в течение 14 дней, до снижения доли 
жизнеспособных клеток < 75%. Клетки про-
дуцента отделяли центрифугированием при 
8000 g в течение 10 мин и получали осветлён-
ную культуральную жидкость, которую филь-
тровали через фильтр с диаметром пор 0,2 мкм 
(«Thermo Fisher Scientific»).

Активация рПроХн косули. Активацию 
рПроХн косули проводили непосредственно в 
культуральной жидкости путём ступенчатого 
изменения рН [17]. В культуральную жидкость, 
содержащую рПроХн, при постоянном переме-
шивании вносили 2,0 М НCl до рН 3,0. Затем 
останавливали перемешивание и инкубирова-
ли смесь при рН 3,0 в течение 2 ч. По истече-
нии времени инкубации доводили рН образца 
до 5,8, используя 1,0 М NaOH.

Белковый состав культуральных жидко-
стей и фермент-субстратных смесей анализи-
ровали методом электрофореза в присутствии 
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Таблица 2. Олигонуклеотидные праймеры, использованные для бесшовной сборки методом Golden Gate

Праймер Последовательность 5′–3′ Назначение

CYM_FWD_(1) ttacgtctccccatgaggtgtcttgtggtgctac экзон 1

CYM_FWD_(2) ttacgtctcgagatcaccaggatccctctgtacaaaggc экзон 2

CYM_FWD_(3) ttacgtctcggtcagtactttgggaagatctacctcg экзон 3

CYM_FWD_(4) ttacgtctccaaaaccaccagcgcttcg экзон 4

CYM_FWD_(5) ttacgtctccctccgacattgtggatgtcc экзон 5

CYM_FWD_(6) ttacgtctcggaatggccaggggagc экзон 6

CYM_FWD_(7) ttacgtctccagtgtcaccatcagcggtatg экзон 7

CYM_FWD_(8) ttacgtctccggtatggcgagtttgacatcgactgtgacagc экзон 8

CYM_FWD_(9) ttacgtctcccaggatgagggcttctgtacc экзон 9

CYM_REV_(1) ttacgtctccatctcggcgccctggg экзон 1

CYM_REV_(2) ttacgtctcgtgactatccaggtagttggtcaggg экзон 2

CYM_REV_(3) ttacgtctcgtttttgcaggcattgctcttgc экзон 3

CYM_REV_(4) ttacgtctcaggagacagtgacagtgtcgtagcc экзон 4

CYM_REV_(5) ttacgtctccattcctgtccatgtaaaccgagaacac экзон 5

CYM_REV_(6) ttacgtctcgcactgtccacagtgaactgcca экзон 6

CYM_REV_(7) ttacgtctcctaccggttctgggtggct экзон 7

CYM_REV_(8) ttacgtctcccctggttggtataggcggag экзон 8

CYM_REV_(9) ttacgtctcccttacacggctttggccagc экзон 9

додецилсульфата натрия (ЭФ-ДСН) по Лэмм-
ли [30]. В качестве маркеров молекулярных 
масс (ММ) использовали набор LMW-SDS 
Marker Kit («GE Healthcare», США).

В качестве препаратов сравнения использо-
вали коммерческие рХн коровы (CHY-MAX® 
Powder Extra, сухая форма) и одногорбого вер-
блюда (CHY-MAX® M 1000, жидкая форма) 
производства компании «Chr. Hansen» (Да-
ния). Для определения концентрации белка и 
расчёта удельной МА использовали неразве-
дённый препарат рХн верблюда и 1%-ный рас-
твор рХн коровы в 20 мМ Na-ацетатном буфере 
(рН 5,8). При исследовании термостабильно-
сти (ТС) и протеолитической активности (ПА) 
ферменты сравнения разводили 20 мМ Na-
ацетатным буфером (рН 5,8) до значений МА 
8–12  IMCU/мл (IMCU – International Milk 

Clotting Units, международные единицы МА). 
В ходе определения биохимических свойств 
препараты рХн косули (рХн-Сар), рХн коровы 
(рХн-Bos) и рХн одногорбого верблюда (рХн-
Cam) нормировали по МА.

Концентрацию белка в препаратах рХн опре-
деляли по методу Бредфорда [31].

Определение общей и удельной МА. В каче-
стве субстрата использовали сборное непасте-
ризованное коровье молоко, в которое вно-
сили NaN3 до концентрации 0,02% и доводили 
рН до 6,5. Субстрат (1,25 мл), прогретый на во-
дяной бане при 35 °С не менее 10 мин, быстро 
смешивали с 0,1 мл исследуемого рХн и реги-
стрировали время образования первых хлопь-
ев коагулята. В качестве стандарта коагуля-
ционной активности использовали 0,5%-ный 
водный раствор сухого коммерческого рХн ко-
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ровы «Chy-Max» («Chr. Hansen») с заявленной 
МА 2201  IMCU/г. Все измерения повторяли 
не менее трёх раз (n ≥ 3). Общую МА выража-
ли в IMCU/мл и рассчитывали по формуле (1):

МА = МАСт/200 · Т1/Т2, (1)

где МАСт – заявленная МА стандарта в 
IMCU/г; 200 – фактор разведения (мл/г); Т1 – 
время (с) свёртывания субстрата стандартом; 
Т2 – время (с) свёртывания субстрата раство-
ром исследуемого фермента.

Удельную МА рХн рассчитывали после 
определения общей МА и концентрации белка 
и выражали в IMCU/мг.

Определение общей ПА и специфичности. 
Субстратом служил 1%-ный раствор казеи-
на (CN) по Гаммерстену («MP Biomedicals», 
Франция) в 20 мМ Na-фосфатном буфере 
(рН  5,65). Аликвоты субстрата (2,0 мл) поме-
щали в водяную баню (35 °С), прогревали в 
течение 15 мин и добавляли к ним 0,5 мл рас-
твора исследуемого рХн. Фермент-субстратные 
смеси тщательно перемешивали и отмеча-
ли время начала инкубации. Через 30, 90 и 
180 мин инкубации реакцию протеолиза оста-
навливали, добавляя к фермент-субстратным 
смесям 2,5 мл 5%-ной трихлоруксусной кисло-
ты (ТХУ). Содержимое каждой пробирки пере-
мешивали, оставляли на 30 мин при комнатной 
температуре и фильтровали через бумажный 
фильтр («белая лента»). В прозрачном филь-
трате определяли поглощение при длине волны 
280 нм (А280). Для подготовки спектрофото-
метрического контроля компоненты фермент-
субстратной смеси вносили непосредственно в 
5%-ную ТХУ, выдерживали 30 мин и фильтро-
вали через бумажный фильтр. За общую (не-
специфическую) ПА принимали значение А280 
через 180 мин инкубации. Строили графики 
зависимости А280 от продолжительности ин-
кубации. Специфичность определя ли как соот-
ношение удельной МА и общей ПА (МА/ПА). 

Определение ПА методом электрофореза. 
Для подготовки субстрата использовали цель-
ное непастеризованное молоко коровы, в 
которое вносили NaN3 до 0,01%-ной концен-
трации и разводили в соотношении 1 : 4 (v/v) 
20 мМ Na-ацетатным буфером (рН 5,65). Суб-
страт использовали в день приготовления. В 
250 мкл субстрата вносили 5 мкл исследуе-
мого рХн с активностью ≈ 8 IMCU/мл и тща-
тельно перемешивали. Полученные фермент-
субстратные смеси инкубировали при 35 °С 
в течение 1 ч. После завершения инкубации 
смешивали фермент-субстратные смеси с бу-
фером для подготовки образцов перед загруз-

кой в ПААГ (Sam  ple buffer for SDS-PAGE, 
«Serva», ФРГ) в соотношении 1 : 1 (v/v) и 
прогревали на кипящей водяной бане в тече-
ние  90 с. Подготовленные таким способом 
образцы исследовали методом ЭФ-ДСН по 
Лэммли  [30]. В контрольные образцы вместо 
раствора рХн вносили 5 мкл 20 мМ Na-ацетат-
ного буфера (рН 5,65).

Определение ТС. Растворы рХн прогре-
вали на водяной бане в диапазоне температур 
30–70 °С в течение 30 мин, быстро охлаждали 
до комнатной температуры и определяли в них 
остаточную МА. За 100% принимали исходные 
значения МА, полученные в образцах, прогре-
тых при 30 °С. Строили графики зависимости 
остаточной МА от температуры прогревания. 
Порогом ТС считали температуру прогревания, 
при которой исследуемый рХн сохранял не ме-
нее 80% от исходной МА.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили в вычислительной среде таб-
личного процессора Excel («Microsoft Cor po-
ration», США). Результаты определения коли-
чественных переменных представляли в виде 
среднего арифметического (М) с указанием 
среднеквадратического отклонения (± SD).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Идентификация гена CYM косули. На осно-
вании анализа нуклеотидных последователь-
ностей генов CYM, представленных в базе 
данных GenBank, было сделано предположе-
ние о том, что длина целевого гена составляет 
около 13 000 п.н. Было определено, что область 
границы гена CYM-Cap демонстрирует высо-
кую гомологию с аналогичными участками 
генов известных Хн. Поэтому на основе кон-
сенсусной последовательности были рассчи-
таны две пары олигонуклеотидных праймеров, 
необходимые для получения левого и правого 
перекрывающихся фрагментов.

ДНК полученных фрагментов гена после 
препаративной наработки и очистки исполь-
зовалась для прямого секвенирования с обеих 
сторон, по методу Сэнгера. Множество пере-
крывающихся секвенограмм было собрано 
в контиг, включающий оба фрагмента гена. 
Для контроля правильности сборки была ам-
плифицирована и секвенирована напрямую 
центральная область гена. Анализ структуры 
CYM-Cap позволил выявить его высокую сте-
пень гомологии с ранее исследованными гена-
ми CYM представителей семейства Оленевые: 
марала (C. elaphus), лося (A. alces) и северного 
оленя (Rangifer tarandus).
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Рис. 1. Выравнивание аминокислотных последовательностей Хн косули, коровы и верблюда. Положительно заряжен-
ные аминокислотные остатки выделены синим, отрицательно заряженные – красным. Одинаковые аминокислотные 
остатки обозначены точками

Определение нуклеотидной и аминокис-
лотной последовательности гена СYM косули. 
Сравнение полученной последовательности 
гена СYM C. pygargus с известными мРНК, 
кодирующими Хн у млекопитающих, позво-
лило локализовать границы экзонов/интронов 
исследуемого гена и вывести структуру мРНК 
CYM-Cap.

После установления интрон/экзонной 
структуры CYM-Cap была определена его ко-
дирующая последовательность, включающая 
пре- и про-фрагменты. Также был проведён 
сравнительный анализ полученной аминокис-
лотной последовательности ПроХн косули с 
последовательностями ПроХн коровы и одно-
горбого верблюда.

В результате в выведенной аминокислот-
ной последовательности Хн С. pygargus был об-
наружен ряд примечательных замен, отличаю-
щих этот фермент от референсных Хн B. taurus 
и C. dromedarius. Эти замены расположены на 
участках, формирующих субстрат-связываю-
щую полость, и теоретически могут влиять на 
свойства фермента. Так, у Хн косули остат-
ком в положении 221, который формирует суб-
сайт S4, является L, тогда как у коровы мы на-
блюдаем K, а у верблюда – V. В позиции 294, 
относящейся к субсайтам S1′+ S3′, у косули 
находится H, в то время как у коровы это Q, 

а у верблюда – E. Позицию 295 у Хн косули за-
нимает H, в противоположность K у коровы 
и L у верблюда (рис. 1).

Конструирование рекомбинантного вектора, 
обеспечивающего экспрессию гена CYM-Сар в 
клетках CHO-K1. Для бесшовной сборки экс-
прессионной кассеты, содержащей только ко-
 дирующие области гена CYM-Сар, использо-
вали сборку методом Golden Gate. Праймеры 
были рассчитаны таким образом, чтобы на 
5′-конце каждого из них находился сайт IIs 
эндонуклеазы рестрикции Esp3I, который 
узнаёт последовательность CGTCTC и ката-
лизирует гидролиз ДНК через один нуклеотид 
после сайта узнавания с образованием четы-
рёхнуклеотидных «липких» концов. «Липкие» 
концы подбирали так, чтобы они были непа-
линдромными, и каждый из них был компле-
ментарен только одному другому «липкому» 
концу. В результате амплификации на матрице 
гена CYM-Сар с использованием рассчитанных 
олигонуклеотидных праймеров было полу-
чено 9  фрагментов, кодирующих экзоны гена 
ПроХн С. pygargus (рис. 2).

Экспрессионная кассета была клони-
рована в составе вектора pIP1, разрабо-
танного в лаборатории иммунохимии ГНЦ 
«Вектор». Полученный вектор имел в своём со-
ставе плечи интеграции транспозона Sleeping 
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Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР последовательностей экзонов гена ПроХн косули: 1–9  – экзоны  1–9; 
М – маркеры молекулярных масс 100 bp + 50 bp (SE-M33, «СибЭнзайм», Россия)

Beauty, которые фланкируют экспрессион-
ную кассету и ген устойчивости к пуроми-
цину для интеграции в геном клетки CHO 
и дальнейшего отбора трансфицированных 
клеток.

Получение препарата рПроХн косули. Вы-
бор клеточной линии обусловлен следующими 
характеристиками CHO-K1: хорошо прорабо-
танные методы культивирования, устойчи-
вость к изменению концентрации кислорода, 
рН, температуры, а также лёгкость адаптации 
к составу среды. Кроме того, метаболизм кле-
ток СНО-К1 по сравнению с другими часто ис-
пользуемыми линиями (СНО-S и СНО-DG44) 
в большей степени направлен на экспрессию 
белка, чем на образование биомассы [32].

После трансфекции клеток плазмидой 
pIP1-Cap и проведения селекции в присут-
ствии пуромицина в течении 10  дней была 
получена поликлональная культура клеток 
(CHO-K1-CYM-Cap). Дальнейшее полупрепа-
ративное культивирование проводили соглас-
но вышеописанной методике в течение 14 дней 
до снижения доли жизнеспособных клеток 
< 75%. Полученная поликлональная культура 
клеток CHO-K1-CYM-Cap обеспечивала син-
тез и секрецию целевого белка в культураль-
ную жидкость. Электрофоретический анализ 
культуральной среды в процессе культивиро-
вания свидетельствовал о высоком (порядка 
0,4–0,6 мкг/мкл) содержании в ней полипеп-
тидного компонента с ММ около 45 кДа, со-
впадающей с расчётной для рПроХн косули.

Активация зимогена. До активации коагу-
ляционная активность культуральной жидко-
сти, содержащей рПроХн С. pygargus, была <
< 0,1 IMCU/мл. После процедуры ступен-
чатого понижения и повышения рН общая 
МА препарата составила около 468  IMCU/мл. 
В результате активации МА культуральной 
жидкости увеличивалась более чем в 4600 раз, 
что свидетельствовало об эффективности пре-
вращения рПроХн в активный рХн косули.

Концентрация рХн косули в культуральной 
жидкости. После активации зимогена концен-

трация рХн-Сар в культуральной жидкости 
СНО-К1 равнялась 0,50 ± 0,03 мг/мл.

Выход рХн косули. Впервые возможность 
экспрессии гена ПроХн коровы в клетках мле-
копитающих были показана 1986 г. в работе 
Gottlieb et al. [19]. Авторы использовали транс-
генные по ПроХн клетки почек собак линии 
MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) и реги-
стрировали секрецию целевого белка в культу-
ральную среду. Активацию зимогена не произ-
водили, поэтому оценить выход Хн в системе 
экспрессии MDCK невозможно.

В работе Kolmer et  al.  [20] сообщалось о 
получении рХн коровы в системе продукции 
клеток HeLa. Отобранные клоны-продуценты 
секретировали ПроХн в культуральную среду. 
Выход целевого белка достигал 10–20 мг/л.

В данной работе выход рХн косули в си-
стеме продукции СНО-К1 составил 500 мг/л 
или ≈ 468 000 IMCU/л, что превышает пока-
затели выхода генно-инженерных Хн даже в 
случае использования наиболее эффективных 
продуцентов этих ферментов на основе ме-
тилотрофных дрожжей (Komagataella (Pichia) 
pastoris) более чем в 2  раза  [33–35]. Получен-
ный нами поликлон CHO-K1-CYM-Cap при-
мерно в 2,6  раза уступал по продуктивности 
(в мг/л) хлорат-устойчивому мутанту As pergillus 
niger var. Awamori (штамм GC1HF1-3; dgr246 
ChR 25), который создавался для получения 
рХн коровы  [36]. При этом необходимо отме-
тить, что выход по МА рХн коровы, получен-
ного с использованием штамма GC1HF1-3; 
dgr246 ChR 25, составлял ≈ 90 000 IMCU/л [37], 
что в 5,2 раза меньше, чем в случае рХн косули, 
полученного нами в СНО-К1.

Анализ белкового состава культуральной 
жидкости. Согласно электрофоретическим дан-
ным, рХн-Сар являлся доминирующим поли-
пептидным компонентом культуральной жид-
кости СНО-К1 (рис. 3). При ЭФ-ДСН полоса 
рХн косули мигрировала как полипептид с 
ММ  ≈ 39 кДа. Таким образом, условия экс-
прессии гена Хн C. pygargus в клетках CHO-K1 
обеспечивали высокоэффективный синтез 
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и секрецию целевого белка. После активации зи-
могена электрофоретическая чистота рХн косу-
ли в культуральной среде СНО-К1 была ≥ 95%.

Удельная МА. При определении парамет-
ров коагуляционной активности рХн косули и 
ферментов сравнения показатели рХн коровы 
принимали за 100% (табл. 3). По удельной МА 
рХн косули занял промежуточное положение 
в ряду исследованных ферментов: в ~ 1,4 раза 
превзошёл рХн коровы, но в ~ 1,2 раза уступил 
рХн одногорбого верблюда. Наибольшую коа-
гуляционную эффективность продемонстри-
ровал рХн верблюда, чья удельная МА была 
выше, чем у рХн коровы и косули, в ~ 1,7 и 
~ 1,2  раза соответственно. Это согласуется с 
данными работы Kappeler et al. [13], в которой 
было показано, что соотношение удельной 
МА рХн B. taurus и рХн C. dromedarius состав-
ляет 1 : 1,7.

Таким образом, рХн C. pygargus, получен-
ный в системе экспрессии СНО-К1, является 
высокоэффективным коагулянтом коровьего 
молока, а по удельной МА сопоставим с вы-
сококачественными коммерческими препара-
тами рХн.

ПА и коагуляционная специфичность. Ос-
новными белками молока являются α-, β- и 
κ-казеины (α-CN, β-CN и κ-CN). В натив-
ном молоке взаимодействие всех групп CN 
и коллоидного фосфата кальция приводит к 
формированию стабильных белковых агре-
гатов, которые называются казеиновыми 
мицеллами  [38,  39]. Одной из первостепен-
ных физиологических функций Хн является 
его способность свёртывать молоко в желудке 
новорожденного. В результате белки и другие 
молочные нутриенты дольше задерживаются в 
желудочно-кишечном тракте, что обеспечивает 
их полноценное усвоение [40]. Поскольку в ос-
нове МА аспартатных протеиназ лежит способ-
ность гидролизовать определённые пептидные 
связи, биохимическая характеристика любого 
нового молокосвёртывающего фермента (МФ) 
включает в себя оценку его ПА.

ПА коагулянтов молока условно подразде-
ляют на специфическую и неспецифическую. 
Специфическая или МА направлена на гидро-

лиз только одной (ключевой) связи в молекуле 
κ-СN. Протеолиз этой единственной связи 
дестабилизирует казеиновые мицеллы, что по-
зволяет им сблизиться и образовать трёхмер-
ную сетчатую структуру – молочный сгусток. 
В случае κ-CN коровы ключевой является 
связь F105-M106. Неспецифическая или об-
щая ПА характеризует способность МФ гидро-
лизовать широкий спектр пептидных связей, 
за исключением связи F105-M106 или её ана-
лога. Соотношение МА и общей ПА (МА/ПА) 
называется специфичностью и используется 
для сравнения коагуляционной эффективно-
сти молокосвёртывающих протеиназ [41].

Неспецифическая ПА рХн косули оказа-
лась в 1,4–4,5 раза выше, чем у рХн сравнения 
(рис. 4). По динамике накопления продуктов 
протеолиза CN рХн косули напоминает рХн 
коровы и заметно отличается от рХн верблю-
да. В особенности эти различия проявляются 

Рис. 3. Электрофорез препаратов культуральной жид-
кости СНО-К1 после активации зимогена рХн косули. 
Условные обозначения: 1 – маркеры молекулярных масс; 
2 – 0,5 мкл препарата культуральной жидкости CHO-K1; 
3 – 0,75 мкл препарата культуральной жидкости CHO-K1; 
4 – 1,0 мкл препарата культуральной жидкости CHO-K1. 
Справа обозначено положение рХн-Сар. Слева указаны 
значения молекулярных масс маркеров в кДа

Таблица 3. Общая и удельная МА препаратов рХн

Препарат Общая МА (IMCU/мл) Концентрация белка (мг/мл) Удельная МА (IMCU/мг) Удельная МА (%)

рХн-Сар 468,4 ± 11,1 0,500 ± 0,030 938 ± 22 141

рХн-Bos 22,0 ± 0,7 0,033 ± 0,005 667 ± 21 100

рХн-Cam 1037,3 ± 13,0 0,936 ± 0,023 1108 ± 14 166
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Рис. 4. Общая протеолитическая активность (А280) ре-
комбинантных химозинов. Условные обозначения: рХн-
Сар  – рХн косули; рХн-Bos  – рХн коровы; рХн-Cam  – 
рХн одногорбого верблюда

Рис. 5. Протеолитическая активность рекомбинантных 
химозинов по отношению к белкам цельного молока ко-
ровы при рН  5,65. Условные обозначения: 1  – маркеры 
молекулярных масс; 2  – молоко + 20  мМ Na-ацетатный 
буфер, рН 5,65, непрогретое (контроль 1); 3 – молоко + 
+ рХн-Bos; 4  – молоко + рХн-Cam; 5  – молоко + рХн-
Cap; 6 – молоко + 20 мМ Na-ацетатный буфер, рН 5,65, 
прогретое, как и опытные образцы – 60 мин, 35 °С (кон-
троль 2). Слева указаны значения молекулярных масс 
маркеров в кДа. Справа обозначены полосы α-, β-, κ-CN 
и пара-κ-CN (ММ ≈ 16 кДа, на треках 3–5).

через 60 мин инкубации. Полученные нами 
низкие значения ПА характерны для рХн од-
ногорбого верблюда и подтверждаются данны-
ми работы Kappeler et al.  [13], в которой было 
показано, что рХн верблюда обладает вчетверо 
меньшей неспецифической ПА, чем рХн ко-
ровы. В работе Belenkaya et  al.  [6] приводятся 
данные о том, что при одинаковой МА общая 
ПА рХн ближайшего филогенетического род-
ственника одногорбого верблюда – альпака 
(Vicugna pacos) – примерно в 3 раза ниже, чем 
у рХн коровы. По-видимому, низкая общая 
ПА и высокая специфичность характерны для 
Хн представителей семейства Верблюдовые 
(Camelidae).

Для сравнения специфичности рХн ко-
сули и коммерческих генно-инженерных Хн 
использовали данные об их удельной МА (%) 
и общей ПА (%), при этом за 100% принима-
ли показатели рХн коровы (табл. 4). По соот-
ношению МА/ПА ферменты косули и коровы 
почти не различались и примерно в 5,5  раз 
уступали рХн одногорбого верблюда.

Высокая коагуляционная специфичность 
(МА/ПА) служит одним из главных крите-
риев эффективности и отбора МФ для сыро-
делия  [41,  42]. Большинство известных моло-
косвёртывающих аспарагиновых протеиназ 
различного генеза, за исключением Хн одно-
горбого верблюда, альпака и свиньи  [6,  13], 
не могут сравниться по этому показателю с Хн 
коровы [18]. Поэтому значение МА/ПА = 1,04, 
полученное для рХн-Сар, синтезированного 
в системе экспрессии СНО-К1, представляет 
интерес с точки зрения перспектив практиче-
ского применения этого фермента.

Протеолитическую специфичность рХн по 
отношению к белкам цельного коровьего мо-
лока исследовали методом ЭФ-ДСН (рис.  5). 
В результате инкубации молока с исследуемыми 
рХн в фермент-субстратных смесях накапли-
вается пара-κ-CN (ММ ≈ 16 кДа), что является 
результатом специфической ПА, направленной 

Таблица 4. Удельная МА, общая ПА и специфичность рекомбинантных химозинов

Препарат Удельная МА (%) Общая ПА (А280) Общая ПА (%) Специфичность (МА/ПА)

рХн-Cар 141 0,266 ± 0,013 136 1,04

рХн-Bos 100 0,196 ± 0,013 100 1,00

рХн-Cam 166 0,059 ± 0,004 30 5,53
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Рис. 6. Зависимость остаточной МА рекомбинантных 
химозинов от температуры прогревания (ТС). Услов-
ные обозначения: рХн-Сар – рХн косули; рХн-Bos – рХн 
коровы; рХн-Cam – рХн одногорбого верблюда

на гидролиз связи F105-M106 в молекуле κ-CN 
(рис. 5, треки 3–5). Рекомбинантные Хн косу-
ли и коровы обладают похожей протеолитиче-
ской специфичностью, и за время проведения 
анализа успевают гидролизовать не только 
κ-CN, но также α- и β-СN. В результате на 
электрофореграммах, полученных с исполь-
зованием этих ферментов, появляются слабые 
белковые полосы с ММ 28–29 кДа и низко-
молекулярные полипептидные компоненты 
с ММ << 14 кДа, которые мигрируют в зоне 
лидирующего красителя (рис. 5, треки 3, 5). 
В случае рХн верблюда из полипептидного про-
филя белков молока исчезает только полоса 
κ-CN (рис. 5, трек 4), что является отражением 
низкой неспецифической ПА этого фермента.

Термостабильность. ТС определяется как 
способность белка противостоять денатурации 
при повышении температуры и является важ-
ной биохимической характеристикой любого 
фермента. Результаты исследования ТС рХн 
косули, коровы и одногорбого верблюда пред-
ставлены на рис. 6.

Порогом термоинактивации исследуемых 
рХн считали температуру (°С), при которой 
МФ сохранял ≥ 80% от исходной коагуляци-
онной активности, измеренной при 30 °С. 
Согласно этому критерию, пороги ТС рХн ко-
ровы и косули были одинаковыми и составили 
55 °С. Несмотря на то, что профили ТС этих 
ферментов похожи, полная термоинактивация 
рХн коровы происходила при 60 °С, тогда как 
рХн косули при этой температуре ещё сохра-
нял 0,8% от исходной МА.

Порог термоинактивации рХн одногорбо-
го верблюда был выше и равнялся 60 °С.

Полученные нами профили термоинакти-
вации рХн коровы и верблюда подтверждаются 
результатами калориметрических исследова-
ний, согласно которым ТС рХн C. dromedarius 
выше, чем у рХн B. taurus: точки плавления (Tm) 
этих ферментов различаются на 3 °С и равны 
57,7 и 60,7 °С соответственно  [41]. О том, на-
сколько значимы такие различия, говорят ре-
зультаты применения этих ферментов в сыро-
делии. Показано, что повышение температуры 
обработки молочного сгустка с 50 до 56 °С при-
водит к снижению интенсивности неспецифи-
ческого протеолиза в сырах, произведённых с 
применением рХн коровы и верблюда. Тем не 
менее в сырах, выработанных с температурой 
нагревания сгустка 56 °С, в случае применения 
рХн верблюда обнаруживалась более высокая 
концентрация продуктов протеолитической де-
градации α-CN, чем при использовании рХн 
коровы. На основании этих данных был сделан 
вывод о том, что рХн верблюда, чья общая ПА 
на 75% ниже, чем у рХн коровы, а Тm на 3 °С 
выше, вызывает более интенсивный протеолиз 
α-CN в созревающих и хранящихся сырах [43].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведённого исследования 
впервые установлена структура гена Хн сибир-
ской косули и определена его экзон/интронная 
организация. Проведён сравнительный анализ 
последовательностей ПроХн косули, коровы 
и одногорбого верблюда, который выявил ряд 
аминокислотных замен на участках, форми-
рующих субстрат-связывающую полость фер-
мента и затрагивающих субсайты S4 и S1′+ S3′.

С использованием интеграционного век-
тора pIP1 сконструирована рекомбинантная 
плазмида pIP1-Cap для экспрессии гена CYM 
косули в клетках CHO-K1. Получена поликло-
нальная культура клеток CHO-K1-CYM-Cap, 
обеспечивающая синтез и секрецию в культу-
ральную жидкость рПроХн косули.

После активации зимогена получен пре-
парат рХн косули с общей МА 468,4 ± 
± 11,1  IMCU/мл. Выход рХн косули в систе-
ме продукции СНО-К1 составил 500 мг/л или 
≈ 468 000 IMCU/л, что в 2–5  раз превышает 
показатели выхода генно-инженерных Хн в 
системах экспрессии дрожжей и плесневых 
грибов.

Определены основные биохимические 
свойства полученного фермента. Удельная МА 
рХн C. pygargus составила 938 ± 22  IMCU/мг 
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белка и была сопоставима с показателями ком-
мерческих рХн коровы и верблюда. Неспе-
цифическая ПА рХн косули оказалась в 1,4–
4,5  раза выше, чем у рХн сравнения. Тем не 
менее за счёт высокой удельной МА рХн-Сар 
занимал промежуточное положение по коагу-
ляционной специфичности (отношению МА/
ПА) между генно-инженерными Хн коровы и 
одногорбого верблюда. Порог ТС рХн косули 
был равен 55 °С. При 60 °С фермент сохранял 
< 1% МА от исходной, а его полная термоин-
активация наблюдалась при 65 °С.

Исключительно высокая продуктивность 
культуры СНО-К1 по рХн косули является ос-
новным результатом данной работы и свиде-
тельствует о необходимости дальнейшего изуче-
ния возможностей использования систем экс-
прессии млекопитающих для получения реком-
бинантных молокосвёртывающих протеиназ.
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ANALYSIS OF SOME BIOCHEMICAL PROPERTIES OF RECOMBINANT 
SIBERIAN ROE DEER (Capreolus pygargus) CHYMOSIN OBTAINED 

IN THE MAMMALIAN CELL CULTURE (CHO-K1)

D. E. Murashkin1, S. V. Belenkaya1,2*, A. A. Bondar3, 
V. V. Elchaninov4, and D. N. Shcherbakov1,5

1 State Research Center of Virology and Biotechnology ”Vector”, 630559 Koltsovo, Russia
2 Novosibirsk State University, 630090 Novosibirsk, Russia

3 Genomics Core Facility, Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, 
Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 630090 Novosibirsk, Russia

4 Federal Altai Scientific Center of Agrobiotechnologies, Siberian Research Institute of cheese making, 
656910 Barnaul, Russia

5 Altai State University, 656049 Barnaul, Russia

The structure of the Siberian roe deer (Capreolus pygargus) chymosin gene has been established for the first 
time and its exon/intron organization has been determined. The coding part of the C.  pygargus chymosin 
gene was reconstructed and obtained as a DNA clone using the Golden Gate method. Comparative analysis 
of the sequences of prochymosins of roe deer, cow and single-humped camel revealed a number of amino 
acid substitutions in the sites forming the substrate-binding cavity of the enzyme and affecting the specificity 
subsites S4 and S1′ + S3′. The recombinant plasmid pIP1-Cap was constructed using the integration vector 
pIP1 for the expression of the roe deer prochymosin gene in CHO-K1 cells. A polyclone of CHO-K1-CYM-
Cap cells was obtained, providing synthesis and secretion of recombinant prochymosin into the culture f luid 
of the producer. As a result of zymogen activation, a recombinant roe deer chymosin preparation with a total 
milk-clotting activity of 468.4 ± 11.1 IMCU/ml was obtained. The yield of recombinant roe deer chymosin 
was 500 mg/liter or ≈ 468,000 IMCU/liter, which exceeds the yield of genetically engineered chymosins in 
most of the expression systems used. The main biochemical properties of the obtained enzyme were com-
pared with commercial preparations of recombinant chymosins of single-humped camel (Camelus drome-
darius) and cow (Bos taurus). The specific milk-clotting activity of recombinant C. pygargus chymosin was 
938 ± 22 IMCU/mg of protein and was comparable with the indicators of comparison enzymes. The non-
specific proteolytic activity of recombinant roe deer chymosin was 1.4-4.5 times higher than that of cow and 
camel enzymes. In terms of coagulation specificity, the recombinant C. pygargus chymosin occupied an in-
termediate position between the genetically engineered analogues of B. taurus and C. dromedarius chymosins. 
The threshold of thermal stability of recombinant roe deer chymosin was equal to 55°C. At 60°C, the enzyme 
retained <1% of the initial milk-clotting activity, and its complete thermal inactivation was observed at 65°C.

Keywords: mammalian expression system, CHO-K1, recombinant chymosin, Siberian roe deer, milk-clotting activity, 
proteolytic activity, thermal stability
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