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Проведена оценка способности дрожжей Yarrowia lipolytica утилизировать ряд многоатомных спир-
тов в качестве единственных источников углерода. Для исследования эффективности промотора
нативного гена Y. lipolytica AraDH2, кодирующего фермент D-маннит/D-арабитол-дегидрогеназу,
при культивировании рекомбинантных дрожжей на минимальных средах с разными источниками
углерода промоторная область гена AraDH2 была транскрипционно слита с геном зеленого флуо-
ресцентного белка hrGFP и трансформирована в Y. lipolytica. Используя описанный промотор, был
сконструирован продуцирующий β-каротин штамм дрожжей Y. lipolytica, несущий гены Mucor circi-
nelloides CarRP и CarB, кодирующие бифункциональный фермент фитоен синтазу/ликопин β-цик-
лазу (carRP) и фитоен дегидрогеназу (carB), а также ген GGPPSs7 Synechococcus sp., кодирующий ге-
ранилгеранилпирофосфат синтазу. Введение в геном дрожжей нуклеотидной последовательности,
кодирующей слитые carRP и GGPPSs7, под регуляцией промотора pAraDH2, и гена CarB под кон-
тролем промотора рTEF привело к получению трансформанта, способного продуцировать 66.3,
121.2 и 148.9 мг/л β-каротина на 5 сутки культивирования в тестовых пробирках на среде с глицери-
ном, сахарозой и глюкозой, соответственно. Полученные результаты свидетельствуют о высоком
потенциале промотора pAraDH2 в сфере генетического конструирования.

Ключевые слова: Yarrowia lipolytica, промотор, многоатомные спирты, β-каротин, флуоресцентный
анализ
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ВВЕДЕНИЕ
Маслянистые дрожжи Yarrowia lipolytica пред-

ставляют особый интерес в области биотехноло-
гии. Метаболизм дрожжей характеризуется высо-
кими потоками ацетил-КоА и цикла трикарбоно-
вых кислот [1]. Управлением по санитарному
надзору за качеством пищевых продуктов и меди-
каментов США (FDA) дрожжи Y. lipolytica класси-
фицируются как безопасные (GRAS) [1]. Статус
непатогенного и безопасного микроорганизма
связан с тем, что эти дрожжи могут вызывать

только легкие инфекции у пациентов с тяжелым
иммунодефицитом и неспособны расти при тем-
пературе выше 34°C. Дрожжи Y. lipolytica растут
при широком диапазоне значений pH, а также на
разных источниках углерода, в том числе на не
содержащих глюкозу углеводах сельскохозяй-
ственных или биотехнологических отходов [2].
Спектр потребляемых источников углерода у это-
го вида весьма широк: это как гидрофобные (ал-
каны, алкены, жирные кислоты, метиловые эфи-
ры жирных кислот и триглицериды), так и гидро-
фильные соединения (моносахариды, этанол,
многоатомные спирты, органические кислоты)
[2, 3]. К тому же благодаря новым успехам в мета-
болической инженерии список веществ, которые
может ассимилировать Y. lipolytica, продолжает
пополняться [4]. И наконец, расширение методо-
логий метаболической инженерии и конструиро-
вания рекомбинантных штаммов с помощью

Список сокращений: (по алфавиту) AraDH2 – ген, кодирую-
щий фермент D-маннит/D-арабитол-дегидрогеназу; CarB –
ген, кодирующий фермент фитоен дегидрогеназу; CarRP –
ген, кодирующий бифункциональный фермент фитоен
синтазу/ликопин β-циклазу; GGPPs7 – ген, кодирующий
фермент геранилгеранилпирофосфат синтазу; hrGFP - зе-
леный флуоресцентный белок; ScSUC2 – ген, кодирующий
фермент инвертазу.
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CRISPR-Cas9 редактирования генома и метода
сборки ДНК Golden Gate, повышают привлека-
тельность дрожжей в области применения их в
биотехнологии [5].

В связи с выше описанным преимуществом,
дрожжи Y. lipolytica способны c высоким выходом
производить продукты липидной и не липидной
природы, включая жирные и органические кис-
лоты, белки, многоатомные спирты, терпены и
терпеноиды [6, 7]. Благодаря генной инженерии
дрожжи Y. lipolytica способны синтезировать β-ка-
ротин – терпеноид, относящийся к группе каро-
тиноидов, вещество с высокими антиоксидант-
ными свойствами, провитамин А. В работе Shu-
liang Gaoa с соавторами в дрожжах Y. lipolytica под
регуляцией конститутивных промоторов рEXP1 и
рGPD1 проведена гетерологичная экспрессия ге-
нов, кодирующих бифункциональные ферменты
фитоенсинтазу/ликопенциклазу (carRP) и фито-
ендегидрогеназу (carB) из Mucor circinelloides, соот-
ветственно, что позволило получить базовый ре-
комбинантный штамм, синтезирующий 0.3 мг/г су-
хого веса (4.05 мг/л) β-каротина [8]. Последующей
сверхэкспрессией ряда генов мевалонатного пути
и интеграцией пяти копий генов CarRP, CarB по-
лучен итоговый штамм, продуцирующий 4.0 г/л
β-каротина в биореакторе. Другой группой уче-
ных во главе с M. Larroude благодаря сверхэкс-
прессии генов пути синтеза внутриклеточных ли-
пидов и гена повышающего пул предшествен-
ника β-каротина GGS1 геранилгеранилдифосфат
синтазы, а также введению одной копии гетеро-
логичных генов CarRP и CarB под контролем про-
мотора pTEF, получен штамм, который смог на-
капливать 35.7 мг/л (8.9 мг/г сухого веса) β-каро-

тина [9]. Конечный сконструированный штамм с
интегрированным геном HMG1, кодирующим
гидроксиметилглутарил-КоА редуктазу и тремя
копиями генов CarRP, CarB и GGS1 в ферментере
накапливал титр β-каротина 6.5 г/л (90 мг/г сухо-
го веса).

Исследовательской группой во главе с Nan Wang
был идентифицирован и охарактеризован ряд ге-
нов, включая ген AraDH2 (g3858.t1, YALI0E05643g)
с активностью NAD(H)-зависимой D-маннит/D-
арабитол-дегидрогеназы [10]. Целью данной ра-
боты являлось использование впервые выявлен-
ного и описанного нами промотора гена AraDH2
для конструирования штамма Y. lipolytica, проду-
цирующего β-каротин.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Штаммы и среды

В работе использованы штаммы дрожжей Y. li-
polytica, перечисленные в табл. 1.

Для стандартных генно-инженерных работ
(конструкция плазмид, наработка плазмидной
ДНК) использовали штамм E. coli XL1-Blue (re-
cA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F'
proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)]). Бактерии выра-
щивали при 37°C в среде LB (г/л): триптон – 10;
дрожжевой экстракт – 5; NaCl – 5, при необходи-
мости добавляли ампициллин (100 мкг/мл), хло-
рамфеникол (120 мкг/мл) или спектиномицин
(50 мкг/мл).

Дрожжи Y. lipolytica культивировали при 30°C
на минимальных средах: YNB, Himedia G091 –
0.67% yeast nitrogen base (Difco, США) с добавле-
нием 0.1M калий-фосфатного буфера pH 6.7 и ис-

Таблица 1. Штаммы дрожжей Y. lipolytica 
Table 1. Y. lipolytica strains

Штамм Генотип Родительский 
штамм

Интегрируемая 
кассета

Вспомогательная 
плазмида pCasNa-

ВКПМ Y-3178 W29 MATa – – –

ВКПМ Y-4967 W29 MATa ∆pex10 ∆ku70::URA3 Php4d-
ZWF1 Php4d-ACBP Php4d-ACC1 PTEFin-
DGA1 PTEFin-ScSUC2 PTEFin-HXK1

– – –

G1 W29 MATa ∆pex10 ∆ku70::URA3 Php4d-
ZWF1 Php4d-ACBP Php4d-ACC1 PTEFin-
DGA1 PTEFin-ScSUC2 PTEFin-HXK1 
IntE8::PAraDH2-GFP

ВКПМ Y-4967 pE8US1.1-PAraDH2-
GFP-TLIP2 (SmiI)

pCasNA-IntE8

ВКПМ Y-5032 W29 MATa ∆pex10 ∆ku70::URA3 Php4d-
ZWF1 Php4d-ACBP Php4d-ACC1 PTEFin-
DGA1 PTEFin-ScSUC2 PTEFin-HXK1 
IntE8::PAraDH2-CarRP-GGPPs7-PTEF-CarB

ВКПМ Y-4967 pE8UA2.2-PAraDH2-
CarRP-GGPPs7-
TScADH1-PTEF-CarB-
TLIP2 (SmiI)

pCasNA-IntE8
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точников углерода как описано в табл. 2; и на
полноценных средах: (YP – пептон 10 г/л, дрож-
жевой экстракт 5 г/л) с добавлением источников
углерода как описано в табл. 2. При необходимо-
сти добавляли нурсеотрицин (Nat) в концентра-
ции 250 мкг/мл или урацил 150 мкг/мл). Все плот-
ные среды содержали агар в концентрации 20 г/л.

Конструирование плазмид

Стандартные генно-инженерные манипуля-
ции (обработка ДНК ферментами, трансформа-
ция E. coli) проводились в соответствии с лабора-
торным руководством по молекулярному клони-
рованию [11]. Все ферменты для молекулярных
работ были получены от компании Thermo Fisher

Таблица 2. Состав сред культивирования 
Table 2. Composition of culture media

Название среды Состав среды

YNBSuc2 YNB c сахарозой 20 г/л

YNBD2 YNB c глюкозой 20 г/л

YNBMan2 YNB c D-маннитом 20 г/л

YNBAra2 YNB c L-арабитолом 20 г/л

YNBSorb2 YNB c D-сорбитолом 20 г/л

YNBSuc YNB c сахарозой 10 г/л

YNBD YNB c глюкозой 10 г/л

YNBSuc/Fru, YNB c сахарозой 10 г/л, D-фруктозой 10 г/л

YNBSuc/Man YNB c сахарозой 10 г/л, D-маннитом 10 г/л 10 г/л

YNBSuc/Sorb YNB c сахарозой 10 г/л, D-сорбитолом 10 г/л

YPSuc2 YP с добавлением сахарозы 20 г/л

YPSuc9 YP с добавлением сахарозы 90 г/л

YPGly9 YP с добавлением глицерина 90 г/л

YPD9 YP с добавлением глюкозы 90 г/л

Таблица 3. Праймеры, используемые в этом исследовании 
Table 3. Primers used in this study

Нуклеотидная последовательность, 5'-3'  

Oligo02 
Oligo03 

Oligo04 

Oligo05 
Oligo06  
Oligo07  

Oligo08 
Oligo09 

Oligo10 
Oligo11  
Oligo12 
Oligo13 

НазваниеНомер
AraDH2-F
AraDH2-R

GGA-solo-F

GGA-solo-R

CarRP-F
CarRP-R

GGPPs7-F

GGPPs7-R
IntE8-20bp

IntE8-chr-F
IntE8-chr-R

OligUp-R
OligDn-F

Oligo01
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Scientific (США). Праймеры для наработки фраг-
ментов синтезированы фирмой “Евроген” (Рос-
сия) и приведены в табл. 3. Все плазмиды, участ-
вующие в работе перечислены в табл. 4.

Для интеграции в локус IntE8 хромосомы E
дрожжей Y. lipolytica методом Golden Gate Assembly
[12] как описано в табл. 4 был сконструирован на-
бор экспрессионных плазмид, содержащий участки

гомологии (IntUp и IntDn) к локусу IntE8, промото-
ры PAraDH2, PTEF и терминаторы TLIP2, TScADH1.

Гены CarB, CarRP M. сircinelloides и GGPPs7
Synechococcus sp. были кодон-оптимизированы
для Y. lipolytica c помощью GenSmart Codon Opti-
mization (https://www.genscript.com) и синтезирова-
ны в виде фрагментов ДНК компанией Twist Biosci-
ence Corporation (США) (нуклеотидная генетиче-
ская последовательность приведена в табл. 5).

Таблица 4. Плазмиды, используемые в этом исследовании 
Table 4. Plasmids used in this study

Названия плазмид Детали сборки

Вспомогательные плазмиды для сборки методом Golden Gate

pCasNA-RK №175708 Addgene

pYTK001 №175709 Addgene

pE8US1.1 №175741 Addgene

pE8US1.2 №175742 Addgene

pE8UA2.2 №175700 Addgene

pGenC-hrGFP №175722 Addgene

pProC-TEF1 №175721 Addgene

pYTK001-PAraDH2 Golden Gate Assembly – Esp3I: pYTK001 + ПЦР продукт (Oligo01/Oligo02; 
ВКПМ Y-4967 штамм)

pYTK001-CarB Golden Gate Assembly – Esp3I: pYTK001 + ПЦР продукт (Oligo03/Oligo04; 
CarB фрагмент)

pYTK001-CarRP-fus Golden Gate Assembly – Esp3I: pYTK001 + ПЦР продукт (Oligo05/Oligo06; 
CarRP-fus фрагмент)

pYTK001-fus-GGPPs7 Golden Gate Assembly – Esp3I: pYTK001 + ПЦР продукт (Oligo07/Oligo08; –
fus-GGPPs7 фрагмент)

pTerC-LIP2 №175723 Addgene

pTerC-ScADH1 №175724 Addgene

pE8US1.1-PAraDH2-CarRP-
GGPPs7-TScADH1

Golden Gate Assembly – Eco31I: pE8US1.1 + pYTK001-PAraDH2 + pYTK001–
CarRP-fus + pYTK001-fus-GGPPs7 + pTerC-ScADH1

pE8US1.2-PTEF-CarB-TLIP2 Golden Gate Assembly – Eco31I: pE8US1.2 + pProC-TEF1 + pYTK001-CarB + 
pTerC-LIP2

Эписомальные Cas9-вспомогательные плазмиды

pCasNA-IntE8 (Addgene №175704)
Рекомбинирование плазмиды с олигонуклеотидом: pCasNA-RK и Oligo09

Экспрессионные плазмиды

pE8US1.1-PAraDH2-GFP-TLIP2 Golden Gate Assembly – Eco31I: pE8US1.1 + pYTK001-PAraDH2 + pGenC-
hrGFP + pTerC-LIP2

pE8UA2.2-PAraDH2-CarRP-
GGPPs7-TScADH1-PTEF-CarB-TLIP2

Golden Gate Assembly - Esp3I: pE8UA2.2 + pE8US1.1-PAraDH2-CarRP-GGPPs7-
TScADH1 + pE8US1.2-PTEF-CarB-TLIP2
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Таблица 5. Синтезированные фрагменты ДНК. Нуклеотидные последовательности для сборки методом Golden
Gate выделены шрифтом с подчеркиванием
Table 5. Synthesized fragments of DNA used in this study. Nucleotide sequences for Golden Gate assembly are in under-
lined font

CarB

CarRP-fus
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Эписомальная Cas9-вспомогательная плазми-
да pCasNA-IntE8 несущая ген Cas9 Streptococcus
pyogenes и 20 п. н. ДНК-мишени к локусу IntE8
(табл. 6), предназначенная для интеграции экс-
прессионных кассет на хромосому дрожжей Y. li-
polytica с помощью CRISPR-Cas9 системы редакти-
рования генома, была получена рекомбинировани-
ем плазмиды pCasNA-RK с олигонуклеотидом
Oligo09 (табл. 3), как описано в табл. 4.

Нуклеотидные последовательности клониро-
ванных ПЦР продуктов были определены секве-
нированием по обеим цепям ДНК.

Конструирование штаммов
В качестве исходного штамма использовался

штамм дрожжей Y. lipolytica ВКПМ Y-4967
W29(∆pex10 ∆ku70::URA3 Php4d-ZWF1 Php4d-ACBP
Php4d-ACC1 PTEFin-DGA1 PTEFin-ScSUC2 PTEFin-

Таблица 6. Эффективность интеграции экспрессионных кассет в заданный локус на хромосоме E дрожжей Y. lipolytica 
Table 6. Efficiency of integration of expression cassettes into a certain locus on the E chromosome of yeast Y. lipolytica

Хромосома E

Локус интеграции IntE8

Участок гомологии IntUp на хромосоме 1739277–1739776

Участок гомологии IntDn на хромосоме 1740717–1741216

20 п.н. sgRNA используемых в Cas9-впомогательной плазмиде AGGATAGTGCTTGTGTCCAG

Эффективность интеграции, % (количество правильных клонов 
среди проверенных

83% (10/12)

Таблица 5. Окончание
fus-GGPPs 7

IntE8 Up

IntE8 Dn
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HXK1). Трансформацию штамма дрожжей Y. lipo-
lytica проводили методом с использованием аце-
тата лития [12].

Штамм ВКПМ Y-4967 ко-трансформировали
экспрессионной кассетой pE8US1.1-PAraDH2-GFP-
TLIP2 совместно с вспомогательной кольцевой
плазмидой pCasNA-IntE8 в локус IntE8 хромосо-
мы E (табл. 1). Конструирование осуществляли
по методике, представленной в работе [12]. Экс-
прессионную кассету получали обработкой плаз-
миды pE8US1.1-PAraDH2-GFP-TLIP2 эндонуклеазой
рестрикции SmiI. Здесь и далее все трансформан-
ты отбирали на среде YPSuc2 Nat (табл. 2) по
устойчивости к нурсеотрицину. Для всех нижепе-
речисленных трансформантов была изолирована
геномная ДНК 6 клонов и проведен ПЦР-анализ
на правильность интеграции генетической кассе-
ты по двум парам праймеров. Правильность инте-
грации оценивали по праймерам Oligo10/Oligo12
и Oligo13/Oligo11. Трансформант с интегрирован-
ной кассетой в нужный локус был отобран и обо-
значен как G1.

Штамм ВКПМ Y-4967 ко-трансформировали
экспрессионной кассетой pE8UA2.2-PAraDH2-Car-
RP-GGPPs7-TScADH1-PTEF-CarB-TLIP2 совместно с
вспомогательной кольцевой плазмидой pCasNA-

IntE8 в локус IntE8 хромосомы E (табл. 1). Экс-
прессионную кассету получали обработкой плаз-
миды pE8UA2.2-PAraDH2-CarRP-GGPPs7-TScADH1-
PTEF-CarB-TLIP2 эндонуклеазой рестрикции SmiI
Правильность интеграции оценивали по прайме-
рам Oligo10/Oligo12 и Oligo13/Oligo11). Один ото-
бранный трансформант с интегрированной кас-
сетой в нужный локус был депонирован как
штамм дрожжей Y. lipolytica ВКПМ Y-5032 в Био-
ресурсном Центре Всероссийской Коллекции
Промышленных Микроорганизмов (БРЦ ВК-
ПМ) НИЦ “Курчатовский институт”.

Измерение флуоресценции

Активность промотора pAraDH2 дрожжей Y. li-
polytica оценивали с помощью экспрессии кодон-
оптимизированного гена, кодирующего зеленый
флуоресцентный белок Renilla (hrGFP) [13]. Для
этого посевную культуру растили в жидкой YP-
Suc2 среде в течение 24 ч, после чего в концентра-
ции 3 × 105 кл/мл высевали в пробирки c жидкой
средой YNBSuc и культивировали 16 ч при
275 об/мин и 30°C. Затем в 96-луночный планшет
(Greiner Bio-One, Германия) переносили по
100 мкл культуры. В качестве бланка для каждого
типа среды использовали лунку со 100 мкл среды

Рис. 1. Рост штаммов на третьи сутки на минимальной агаризованной среде с использованием в качестве единствен-
ного источника углерода: a – D-глюкозы (20 г/л), b – сахарозы (20 г/л), c – L-арабитола (20 г/л), d – D-маннита
(20 г/л), e – D-сорбитола (20 г/л). Белые штаммы ВКПМ Y-3178 (W29, CLIB 89) (1), ВКПМ Y-4967 (2) и оранжевый
штамм ВКПМ Y-5032 (3). 
Fig. 1. Growth of strains on a minimal agarized medium with: a – D-glucose (20 g/L), b – sucrose (20 g/L), c – L-arabitol
(20 g/L), d – D-mannitol (20 g/L), e – D-sorbitol (20 g/L), as the only carbon source. White strains VKPM Y-3178 (W29, CLIB 89) (1),
VKPM Y-4967 (2) and the orange strain VKPM Y-5032 (3).
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без клеток. OD600 и зеленую флуоресценцию из-
меряли с помощью планшетного люминометра
CLARIOstar Plus (BMG Labtech, Германия) в те-
чение 24 ч, т.к. плотность клеток не позволяла де-
тектировать флуоресценцию на приборе после
24 ч культивирования. Измерения проводили при
длине волны возбуждения 495 нм и испускания
при 535 нм. Коэффициент усиления фотоумно-
жителя автоматически контролировался функци-
ей расширенного динамического диапазона. Из-
меренные значения были нормированы на время
накопления 1 с. Полученные данные анализирова-
ли с использованием программного обеспечения
MARS. Значения бланков вычитали из необрабо-
танной OD600 и относительных единиц флуорес-
ценции (FLU). Скорректированные показания
FLU в каждой точке делили на соответствующие
значения OD600, чтобы нормализовать FLU на
клеточную массу для каждой лунки.

Культивирование

Культивирование рекомбинантных штаммов
проводили в 50-миллилитровых пробирках с ра-
бочим объемом 10 мл при температуре 30°С и по-
стоянном перемешивании при 250 об/мин на про-
тяжении 5 сут. в богатых средах YPGly9, YPSuc9,
YPD9 (табл. 2). Посев инокулята вели до концен-
трации 3 × 105 клеток/мл. Посевную культуру вы-
ращивали в жидкой среде YPSuc2 в течение 24 ч.

Количественное определение содержания
β-каротина и астаксантинa

Каротиноиды экстрагировали из лиофилизо-
ванных клеток. Для этого к 7–13 мг лиофилизо-
ванного образца добавляли 150 мкл стеклянных
шариков диаметром 425–600 мкм (Sigma-Aldrich,
США) и 500 мкл ацетона (“Ясхим”, Россия), содер-
жащего 0.01% 2,6-дитретбутил-4-метилфенола. Об-
разцы встряхивали на гомогенизаторе Precellys®24
(Bertin Technologies, Франция) при 5500 об/мин
2 цикла по 20 с, центрифугировали при 18 000 g и
собирали супернатант. Процедуру экстракции
проводили четыре раза. Полученный объединен-
ный экстракт анализировали методом ВЭЖХ с
использованием системы Waters (Waters, Мил-
форд, Массачусетс, США), оснащенной колон-
кой WAT086344 C18 (3.9 × 150 мм, 4 мкм, 60А,
1/pk Nova-Pak, США), со скоростью потока
1.0 мл/мин. Измерение проводили на диодно-
матричном детекторе при 470 нм. Образцы были
идентифицированы путем сравнения времени
удерживания со стандартами β-каротина (Supel-
co, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Утилизация многоатомных спиртов 
дрожжами Y. lipolytica

Y. lipolytica утилизирует широкий спектр суб-
стратов, включая многоатомные спирты, среди

Рис. 2. Показатели флуоресценции штамма G1 с геном зеленого флуоресцентного белка hrGFP под контролем промо-
тора рAraDH2 при росте на минимальных средах с добавлением в качестве единственного источника углерода сахаро-
зы (YNBSuc) или D-глюкозы (YNBD). 
Fig. 2. Fluorescence indices of the G1 strain with the gene of the green fluorescent protein hrGFP under the control of the pro-
moter pAraDH2 when growing on minimal medium with the addition of sucrose (YNBSuc) or D-glucose (YNBD) as the only
carbon source.
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которых выделяется глицерин, который является
более предпочтительным субстратом по сравнению
с глюкозой [14]. Мы оценили способность Y. lipoly-
tica расти на манните, сорбитоле и арабитоле в ка-
честве единственных источников углерода (рис. 1).
Рост природного изолята дрожжей W29 Y. lipolytica
(ВКПМ Y-3178), а также штаммов ВКПМ Y-4967 и
ВКПМ Y-5032, участвующих в исследовании, при
использовании в качестве единственного источ-
ника углерода L-арабитола был несколько сни-
жен, по сравнению с D-маннитом и D-сорбито-
лом. Дрожжи Y. lipolytica способны утилизировать
широкий спектр многоатомных спиртов в том чис-
ле за счет описанных ранее ферментов D-ман-

нит/D-арабитол-дегидрогеназ, которые кодируют-
ся генами AraDH1 и AraDH2 [10]. Анализ субстрат-
ной специфичности данных ферментов показал
более высокую активность в направлении окисле-
ния маннита, арабитола и сорбитола до фруктозы,
ксилулозы и сорбозы, соответственно, нежели на-
оборот восстановление перечисленных сахаров до
соответствующих многоатомных спиртов [10].

Изучение pAraDH2 промотора

Продемонстрированный рост Y. lipolytica при
использовании в качестве единственного источ-
ника углерода многоатомных спиртов (рис. 1) мо-

Таблица 7. Результаты 5 дневного культивирования штамма ВКПМ Y-5032 в богатой среде с разными источни-
ками углерода 
Table 7. The results of 5-day cultivation of strain VKPM Y-5032 on rich medium with various carbon sources

Примечание: a В расчете на сухую массу. 
Note: a Calculated to dry weight.

Источник углерода Биомассаa, г/л β-каротин, мг/г сухого веса β-каротин, мг/л

Глицерин 9% 21.5 ± 0.6 3.1 ± 0.3 66.3 ± 7.8

Сахароза 9% 22.7 ± 0.5 5.3 ± 0.4 121.2 ± 6.8

Глюкоза 9% 23.7 ± 0.1 6.3 ± 0.6 148.9 ± 13.9

Рис. 3. Показатели флуоресценции штамма G1 с геном зеленого флуоресцентного белка hrGFP под контролем промо-
тора pAraDH2 при росте на минимальных средах с сахарозой с добавлением в качестве единственного источника уг-
лерода D-маннита (YNBSuc/Man), D-сорбитола (YNBSuc/Sorb) или D-фруктозы (YNBSuc/Fru). Усредненные показате-
ли флуоресценции штамма G1 в минимальной среде с добавлением сахарозы показаны красной пунктирной линией. 
Fig. 3. Fluorescence indices of the G1 strain with the hrGFP green fluorescent protein gene under the control of the AraDH2p
promoter when growing on minimal sucrose medium with the addition of D-mannitol (YNBSuc/Man), D-sorbitol (YNBSuc/Sorb)
or D-fructose (YNBSuc/Fru) as the only carbon source. The average G1 strain f luorescence values in a minimal medium with
the addition of sucrose are shown by the red dotted line.
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жет говорить о высоком уровне экспрессии генов,
участвующих в их утилизации, в том числе гена
AraDH2. Уровень экспрессии этого гена при куль-
тивировании Y. lipolytica на минимальных средах с
разными источниками углерода не был ранее ис-
следован. Добавление маннита, сорбитола или
арабитола в среду культивирования могло суще-
ственно повлиять на экспрессию этого гена.

Для изучения промоторной области гена AraDH2
был сконструирован штамм G1 (W29 MATa ∆pex10
∆ku70::URA3 ZWF1 ACBP ACC1 DGA1 ScSUC2
HXK1 IntE8::PAraDH2-GFP), в котором ген зеленого
флуоресцентного белка hrGFP Renilla был инте-
грирован в геном в локус IntE8 на хромосому Е
под контролем pAraDH2 промотора. Чтобы исклю-
чить значения аутофлуоресценции в ходе анализа
из полученных значений всегда вычитали значе-
ния флуоресценции родительского штамма –
ВКПМ Y-4967, не содержащего гена GFP. Изме-
рение флуоресценции проводили на минималь-
ных средах YNB с добавлением в качестве един-
ственного источника углерода сахарозы (YNBSuc),
D-глюкозы (YNBD), а также смеси сахаров: саха-
розы и D-фруктозы (YNBSuc/Fru), сахарозы и D-
сорбитола (YNBSuc/Sorb), сахарозы и D-маннита
(YNBSuc/Man) (табл. 2). Полученные результаты
представлены на рис. 2 и 3.

При использовании глюкозы и сахарозы на-
блюдается различие в показателях флуоресценции в
период с 5 по 14 час культивирования (pис. 2). Более
высокий уровень флуоресценции на среде с глю-
козой в ранние часы культивирования может
быть связан с особенностями роста культуры на
среде с сахарозой. Для утилизации сахарозы, в
штамме G1 экспрессирован ген, кодирующий
фермент инвертазу ScSUC2 Saccharomyces cerevi-
siae [15]. Инвертаза ScSUC2 принадлежит к Gh32
семейству гликозидгидролаз и при секреции в среду
культивирования катализирует внеклеточный гид-
ролиз сахарозы с образованием эквимолярной сме-

си D-глюкозы и D-фруктозы [16]. Только после
гидролиза происходит транспорт глюкозы и
фруктозы в клетки и последующий катаболизм.

Добавление D-сорбитола или D-фруктозы в
среду культивирования несколько (в среднем на
10 и 18%, соответственно, в период с 15 по 23 час
культивирования) снижает флуоресценцию по
сравнению с таковой при росте только на сахаро-
зе (рис. 3). Наблюдается небольшое повышение
флуоресценции в среднем на 8%, начиная с 15 ча-
са культивирования, при добавлении D-маннита.
Таким образом, добавление маннита или сорби-
тола в среду культивирования не оказывает суще-
ственного влияния на экспрессию pAraDH2 про-
мотора.

Использование промотора рAraDH2 для 
конструирования продуцента β-каротина на 

дрожжах Y. lipolytica
Поскольку при экспрессии гена hrGFP промо-

тор рAraDH2 оказался достаточно эффективен,
было решено протестировать его в рамках генети-
ческого конструирования штамма дрожжей Y. lip-
olytica, продуцирующего β-каротин. С этой целью
была осуществлена гетерологичная экспрессия
слитых генов CarRP-GGPPSs7 (RU 2794980), где
ген CarRP M. circinelloides кодирует бифункцио-
нальный фермент фитоен синтазу/ликопин β-
циклазу, ген GGPPSs7 Synechococcus sp. кодирует
геранилгеранилпирофосфат синтазу, а ген CarB
M. circinelloides, кодирует фитоен дегидрогеназу.
В данной конструкции экспрессия слитых генов
CarRP-GGPPSs7 регулировалась промотором
pAraDH2, а гена CarB промотором рTEF (рис. 4).
Полученный в результате штамм ВКПМ Y-5032
культивировали в богатой среде YP с добавлени-
ем разных источников углерода: сахарозы 90 г/л
(YPSuc9), глицерина 90 г/л (YPGly9), или глюко-
зы 90 г/л (YPD9). Результаты культивирования
представлены в табл. 7.

Рис. 4. Слева: белый штамм ВКПМ Y-4967 (1) и оранжевый штамм ВКПМ Y-5032 (2) на богатой агаризованной среде
YPSuc2. Справа: схема введенной конструкции в штамм ВКПМ Y-4967 с получением штамма ВКПМ Y-5032. Слитые
гены CarRP-GGPPSs7 находятся под контролем промотора pAraDH2, ген CarB под контролем рTEF. 
Fig. 4. Left: white strain VKPM Y-4967 (1) and orange strain VKPM Y-5032 (2) on rich YPSuc2 agarized medium. Right: scheme
of the introduced construct in VKPM Y-4967 strain to obtain VKPM Y-5032 strain. The fused CarRP-GGPPSs7 genes are under
the control of the pAraDH2 promoter, the CarB gene by the pTEF promoter.
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Так, на среде с глюкозой продукция β-кароти-
на характеризовалась самым высоким уровнем –
148.9 мг/л (6.3 мг/г сухого веса), на среде с глице-
рином – 66.3 мг/л (3.1 мг/г сухого веса), на среде
с сахарозой – 121.2 мг/л (5.3 мг/г сухого веса).

Таким образом, был выявлен и исследован но-
вый промотор гена AraDH2. Установлено, что
промотор pAraDH2 экспрессируется при культи-
вировании дрожжей Y. lipolytica на минимальной
среде с добавлением разных источников углеро-
да, при этом добавление маннита или сорбитола в
среду культивирования не оказывает существен-
ного влияния на экспрессию. Использование
промотора pAraDH2 в целях контроля экспрес-
сии генов CarRP и GGPPSs7 позволило получить
рекомбинантный штамм, хорошо растущий на
богатых средах с глюкозой, сахарозой или глице-
рином, и продуцирующий β-каротин с титром (до
148.9 мг/л), превышающим результаты, получен-
ные при использовании промоторов pEXP1 и pG-
PD1 [8], а также pTEF [9] – 4.05 и 35.7 мг/л соот-
ветственно.
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New pAraDH2 Promoter for Metabolic Engineering of the Yarrowia lipolytica Yeast
M. O. Taratynovaa, #, Yu. M. Fediayevaa, D. A. Dementieva, 
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Abstract‒The ability to utilize a number of polyhydric alcohols as a sole carbon source has been studied in
the Y. lipolytica yeast. The efficiency of the promoter of the Yarrowia lipolytica native AraDH2 gene encoding
the enzyme D-mannitol/D-arabitol dehydrogenase was assessed during yeast growth on a minimal medium
with different carbon sources. For this purpose, the promoter region of the AraDH2 gene was transcriptionally
fused with the green fluorescent protein hrGFP gene, and the construct was used to transform Y. lipolytica. A
β-carotene producing strain of Y. lipolytica was created using the described promoter; the strain carried the
Mucor circinelloides CarRP and CarB genes encoding the bifunctional enzyme phytoene synthase/lycopene
β-cyclase (CarRP) and phytoene dehydrogenase (CarB), as well as the GGPPSs7 Synechococcus sp. gene en-
coding. geranylgeranyl pyrophosphate synthase. The nucleotide sequence encoding the fused CarRP and
GGPPSs7 under the regulation of the pAraDH2 promoter and the CarB gene under the control of the pTEF
promoter were introduced into the yeast genome. As a result, a transformant was obtained capable of produc-
ing 66.3, 121.2, and 148.9 mg/L of β-carotene after 5 days of cultivation in test tubes on media containing
glycerol, sucrose, and glucose, respectively. The obtained results testify to the high potential of the pAraDH2
promoter in the field of genetic engineering.

Keywords: Yarrowia lipolytica, promoter, polyhydric alcohols, β-carotene, f luorescence analysis
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