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В метаболической инженерии дрожжевых штаммов-продуцентов промоторы относятся к ключе-
вым элементам. Благодаря высокому уровню активности промотор гена RPL25, кодирующего белок
L25 большой субчастицы рибосомы Yarrowia lipolytica, – это перспективный объект исследования и
оптимизации. Для исследования структуры этого промотора нами сконструирована библиотека
рандомизированных последовательностей с шагом в 100 нуклеотидов. Используя в качестве белка-
репортера зеленый флуоресцентный белок, мы оценили активность полученных промоторных по-
следовательностей. Показано, что среди исследованных производных промотора pRPL25 мини-
мальная функциональная длина составляет 199 п.н., а оптимальная – 497 п.н. Также выявлено суще-
ственное снижение уровня экспрессии производных промотора pRPL25 при уменьшении длины от 497
до 400 п.н., на основании чего мы предполагаем, что между 400 и 500 нуклеотидами промотора гена
RPL25 находится активирующая последовательность (upstream activating sequence, UAS). Промотор
pRPL25 и его производные можно использовать в биоинженерии метаболических путей с требуемым
уровнем экспрессии генов. Сконструированные на их основе штаммы могут быть более эффективными
продуцентами целевых молекул, чем классические системы экспрессии, например на основе Saccharo-
myces cerevisiae.
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Дрожжи Yarrowia lipolytica относятся к важным
нетрадиционным продуцентам широкого спектра
соединений промышленной биотехнологии, вклю-
чая олеохимические соединения, терпены, органи-
ческие кислоты, многоатомные спирты и рекомби-
нантные белки [1–4]. При конструировании штам-
мов-продуцентов Y. lipolytica необходима сборка
одной или нескольких экспрессионных кассет –
единиц транскрипции, каждая из которых состо-
ит из промотора, кодирующей последовательно-
сти и терминатора [1, 5].

Типичная промоторная последовательность
дрожжей включает основной (коровый) промо-

тор и вышерасположенную регуляторную область
[2, 6], что схематично изображено на рис. 1.

Коровый промотор ‒ основная детерминанта
экспрессии гена, он обеспечивает базовый, ми-
нимально необходимый уровень транскрипции
[7]. Его длина составляет около 100–200 п.н., вклю-
чая ТАТА-последовательность, с которой связыва-
ется РНК-полимераза II и начинается процесс
транскрипции [7–9]. Регуляторная область содер-
жит один или несколько сайтов связывания факто-
ров транскрипции, которые могут взаимодей-
ствовать друг с другом и с основными транскрип-
ционными белковыми комплексами, регулируя
активность промотора [6, 10].

В настоящее время исследованы и модифици-
рованы различные эндогенные или гибридные
промоторы дрожжей Y. lipolytica [2]. Увеличение
разнообразия доступных промоторов, варьирую-

Сокращения: hrGFP (humanized Renilla reniformis green fluo-
rescent protein) – ген, кодирующий зеленый флуоресцент-
ный белок; RPL25 – ген, кодирующий белок L25 60S суб-
частицы рибосомы; TEF1 – ген, кодирующий фактор
элонгации трансляции 1α.

УДК 579.663

ПРОДУЦЕНТЫ, БИОЛОГИЯ, СЕЛЕКЦИЯ, 
ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИНЖЕНЕРИЯ



БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 39  № 5  2023

РИБОСОМНЫЙ ПРОМОТОР pRPL25 ДРОЖЖЕЙ Yarrowia lipolytica 53

Рис. 1. Схематичное строение дрожжевого промотора. Адаптировано из работы [2]. 
Fig. 1. Schematic structure of a yeast promoter. Adapted from [2].

Регуляторная область
Коровый промотор

Кодирующая последовательность

Сайты факторов транскрипции ТАТА-последовательность

щих по транскрипционным характеристикам, спо-
собствует расширению инструментальной базы
для метаболической инженерии штаммов-проду-
центов. Ввиду сложности и специфичности си-
стемы регуляции эукариотических промоторов в
работах по метаболической инженерии Y. lipolyti-
ca чаще всего выбирают эндогенные промотор-
ные последовательности [2, 11].

Потенциальным источником дрожжевых про-
моторов с сильной конститутивной экспрессией
могут быть гены, кодирующие белки рибосом. В
исследованиях Saccharomyces cerevisiae показано,
что 50% транскриптов, синтезированных РНК-
полимеразой II, относится к пулу генов рибосом-
ных белков, а активность промоторов этих генов
максимальна в фазе экспоненциального роста
клеток, тогда как при переходе к стационарной
фазе заметно снижается [12, 13]. В недавно прове-
денном скрининге эндогенных и гибридных про-
моторов Y. lipolytica [14] показано, что в экспонен-
циальной фазе роста, при выращивании как в бо-
гатой, так и в минимальной питательной среде, из

64 исследованных промоторов рибосомных бел-
ков только активность промотора гена RPL25
превышала таковую для известного “сильного”
промотора гена TEF1 (кодирует фактор элонга-
ции трансляции 1α) [15].

В проведенной нами работе нативный рибо-
сомный промотор pRPL25 был использован как
объект получения рандомизированных последо-
вательностей с различной активностью, которые
в дальнейшем можно использовать при конструи-
ровании штаммов-продуцентов Y. lipolytica с требу-
емым уровнем экспрессии генов.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Штаммы микроорганизмов и плазмиды

В работе использовали штаммы микроорганиз-
мов и плазмиды, представленные в табл. 1.

Нуклеотидная последовательность промотора
гена RPL25, кодирующего белок L25 60S субчасти-
цы рибосомы (локус YALI1_F32792g), представле-
на на рис. 2.

Рис. 2. Нуклеотидная последовательность промотора гена RPL25 Y. lipolytica. Направление 5' → 3'. 
Fig. 2. Nucleotide sequence of the Y. lipolytica RPL25 gene promoter. Direction 5' → 3'.

TTCAACCGCCACTTTCGCACCTCTGGATGCAAGAAGCCCCACATCACCATTGTCAACAGAGCAACGGT

AGAAGCCCGAATGATGGCCGATAGATACGAATTTCATTAGTAATGAACTTGAATAGTGTATCTGCGTG

GCGGGCCTTATACCTGTGCTTTTATTCCACAATGTTCAGTGAGATATTAACCTGCAGTACATCCGCGGT

TAAATAAGTTTAGTTGGGAGTACTTGTTGTATGTCAACAGACGACCTACTGACTCTGTATTGTAGGGCA

ACAGTTCGCACAAGTAGACGTTTAGCACATTAATCTTCGAAGTAATGCTTTATCACGTGACATAATCTG

CAAAAAGTCATATGACGCTCCTGGGCAATAACATGCAACAAGTCCGGAGAATAAGGCCCATTATTTAG

TGCATGGCGATCTTCGAACGCGCACTTCTATAGCTCCATCCATCCATCCCATCACCAAGTCCAAACTCC

GTCTACCAATAAGGGTTTAAGGTTCGTCCTTT TTGGGGTCATCTATCCACGTGACCTATTTTAGACGAC

CCTAAATATAGCTCTAGAAATCGTCATTATGGTTGAATGTTTCTGTCCACATGCCACTACAAGACAAAT

ATTTACCTGGTAATAATTCCCCTACCACATCTTCCGCTCCCACACAGAGTTACCCTGCCTTTAGTCTAG

GGTTAGCCCTAAAGACAGTCACAGGCTAACCTAAAGCGGTGCCAAACTTTTCACTACATCAAATCCGC

CGGCTCAAAAATC TTAGTTCCTCAGCTCACACTCACGACATCAAC
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Таблица 1. Штаммы и плазмиды 
Table 1. Strains and plasmids

Штамм или плазмида Характеристика Источник или 
ссылка

Штаммы Escherichia coli

TOP10 F‒ mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) ϕ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 
araD139 Δ(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ‒

[16]

Штаммы Y. lipolytica

Y-3178 W29 MatA, дикий тип БРЦ ВКПМа

Y-4972 W29 ∆ku70::URA3 БРЦ ВКПМ

Y-4973 W29 ∆ku70 ∆URA3 БРЦ ВКПМ

Y-1156 W29 ∆ku70 IntC2::PTEF-hrGFP-TLIP2 ‒ с интегрированным в C2-локус 
генома промотором pTEF1, транскрипционно слитым с геном-репор-
тером hrGFP

[14]

Y-1384 W29 ∆ku70 IntC2::PRPL25-hrGFP-TLIP2 ‒ с интегрированной в C2-локус 
генома полноразмерной последовательностью промотора pRPL25, 
транскрипционно слитой с геном-репортером hrGFP

[14]

RP100 W29 ∆ku70 IntC2::PdRPL25_100-hrGFP-TLIP2 ‒ как Y-1384, но содержит про-
изводное промоторной последовательности pRPL25 длиной 100 п.н.

Данная работа

RP199 W29 ∆ku70 IntC2::PdRPL25_199-hrGFP-TLIP2 ‒ как Y-1384, но содержит про-
изводное промоторной последовательности pRPL25 длиной 199 п.н.

Данная работа

RP300 W29 ∆ku70 IntC2::PdRPL25_300-hrGFP-TLIP2 ‒ как Y-1384, но содержит про-
изводное промоторной последовательности pRPL25 длиной 300 п.н.

Данная работа

RP400 W29 ∆ku70 IntC2::PdRPL25_400-hrGFP-TLIP2 ‒ как Y-1384, но содержит про-
изводное промоторной последовательности pRPL25 длиной 400 п.н.

Данная работа

RP497 W29 ∆ku70 IntC2::PdRPL25_497-hrGFP-TLIP2 ‒ как Y-1384, но содержит про-
изводное промоторной последовательности pRPL25 длиной 497 п.н.

Данная работа

RP600 W29 ∆ku70 IntC2::PdRPL25_600-hrGFP-TLIP2 ‒ как Y-1384, но содержит про-
изводное промоторной последовательности pRPL25 длиной 600 п.н.

Данная работа

Плазмиды

pProUA-mScarlet Плазмидный вектор содержит ген зеленого флуоресцентного белка 
(hrGFP), который оптимизирован по кодонам для экспрессии в Y. lipoly-
tica, а также селективный маркер URA3, представляющий собой ген син-
теза урацила. Вектор разработан для встраивания исследуемого промотора 
методом Golden Gate Assembly непосредственно перед геном hrGFP; Apr b

 [14]

pCasNA-IntC2 Хелперная плазмида содержит ген белка Cas9, последовательность 
ДНК-мишени (sgRNA) для встраивания в С2-локус хромосомы и ген 
устойчивости к ноурсетрицину; Apr

 [14]

pProUA-dRPL25_100 Производное промоторной последовательности pRPL25 длиной 100 п.н., 
встроенное в вектор pProUA-mScarlet; Apr

Данная работа

pProUA-dRPL25_199 Производное промоторной последовательности pRPL25 длиной 199 п.н., 
встроенное в вектор pProUA-mScarlet; Apr

Данная работа

pProUA-dRPL25_300 Производное промоторной последовательности pRPL25 длиной 300 п.н., 
встроенное в вектор pProUA-mScarlet; Apr

Данная работа
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Питательные среды и реактивы

Клетки E. coli TOP10 растили в бульоне Лу-
риа‒Бертани (LB) при 37°С в течение 2 ч до средней
логарифмической фазы роста. Селекцию транс-
формированных штаммов TOP10 проводили на
L-агаре с добавлением ампициллина (100 мкг/мл).
Клетки Y. lipolytica растили в богатой среде YP
(пептон ‒ 10 г/л, дрожжевой экстракт ‒ 5 г/л) или
минимальной среде YNB (Yeast Nitrogen Base; M139,
HIMEDIA 6.75 г/л) c добавлением в качестве источ-
ника углерода 1% об. глюкозы. Для получения ага-
ризованных сред дополнительно вносили 20 г/л
агар-агара.

Ноурсетрицин (Jena Bioscience, Германия) ис-
пользовали для селекции трансформированных
штаммов Y. lipolytica в концентрации 50 мкг/мл ага-
ризованной среды YP c добавлением 1% об. глюкозы.

Создание библиотеки рандомизированных 
последовательностей промотора pRPL25

Рандомизированные последовательности про-
мотора pRPL25 с шагом в 100 п.н. синтезировали
методом ПЦР с использованием праймеров, по-
следовательности которых указаны в табл. 2. В ка-
честве матрицы использовали хромосомную ДНК
дрожжей Y. lipolytica Y-3178.

ПЦР-продукты встраивали по сайтам рестрик-
ции BpiI в плазмидный вектор pProUA-mScarlet ме-
тодом Golden Gate Assembly непосредственно перед
геном hrGFP. Трансформацию клеток E. coli TОР10
проводили кальциевым методом по ранее опи-
санному протоколу [16]. Полученные плазми-
ды: pProUA-dRPL25_100, pProUA-dRPL25_199,
pProUA-dRPL25_300, pProUA-dRPL25_400,
pProUA-dRPL25_497 и pProUA-dRPL25_600 ‒ про-
веряли на правильность сборки с помощью аналити-
ческой рестрикции и секвенированием по Сэнгеру.

Конструирование штаммов
Полученные плазмиды линеаризовали по сай-

там рестрикции NotI и встраивали в хромосому С
штамма Y-4973 Y. lipolytica. Трансформацию дрож-
жей проводили совместно с хелперной плазмидой
pCasNA-IntC2 по ранее описанному протоколу [14].

Схематичное изображение интегрированных в
С2-локус генома конструкций представлено на
рис. 3.

Измерение оптической плотности 
и флуоресценции биомассы Y. lipolytica

Измерение оптической плотности и флуорес-
ценции дрожжевых культур проводили на планшет-
ном люминометре CLARIOstar Plus (BMG Labtech,

Примечание: аНациональный биоресурсный центр “Всероссийская коллекция промышленных микроорганизмов”; bApr –
устойчивость к ампициллину. 
Note: а National bioresource center “All-Russian Collection of Industrial Microorganisms”; b Apr – ampicillin resistance.

pProUA-dRPL25_400 Производное промоторной последовательности pRPL25 длиной 400 п.н., 
встроенное в вектор pProUA-mScarlet; Apr

Данная работа

pProUA-dRPL25_497 Производное промоторной последовательности pRPL25 длиной 497 п.н., 
встроенное в вектор pProUA-mScarlet; Apr

Данная работа

pProUA-dRPL25_600 Производное промоторной последовательности pRPL25 длиной 
600 п.н., встроенное в вектор pProUA-mScarlet; Apr

Данная работа

Штамм или плазмида Характеристика Источник или 
ссылка

Таблица 1. Окончание

Таблица 2. Праймеры, использованные для создания рандомизированной библиотеки промотора pRPL25 
Table 2. Primers used to generate the randomized pRPL25 promoter library

Праймер Нуклеотидная последовательность (5' → 3')

RPL1F GCAGAAGACTCACGGGACAGTCACAGGCTAACC
RPL2F GCAGAAGACTCACGGGCCACTACAAGACAAATATTTAC
RPL3F GCAGAAGACTCACGGGGTTCGTCCTTTTTGGGGT
RPL4F GCAGAAGACTCACGGCCATTATTTAGTGCATGGCG
RPL5F GCAGAAGACTCACGGTTAATCTTCGAAGTAATGCTTTA
RPL6F GCAGAAGACTCACGGGCGGTTAAATAAGTTTAGTTGG
RPL_R ATGGAAGACAGCATTGTTGATGTCGTGAGTGTGA
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Германия). Для этого 200 мкл дрожжевой культу-
ры осаждали центрифугированием, полученный
осадок промывали 200 мкл дистиллированной
воды, после чего ресуспендировали в таком же
объеме дистиллированной воды. Для корректно-
го измерения значений оптической плотности и
флуоресценции пробы с дрожжевыми клетками
разводили в 10 раз и 100 мкл полученной суспензии
клеток переносили в черный 96-луночный планшет
(#655096; Greiner Bio-One, Германия) для исклю-
чения перекрестного засвечивания. Планшет по-
мещали в люминометр и измеряли оптическую
плотность при длине волны 600 нм (OD600) и флу-
оресценцию (λex/λem 495/535 нм). Коэффициент
усиления фотоумножителя автоматически регу-
лировался функцией расширенного динамиче-
ского диапазона. Измеренные значения норми-
ровали на время накопления ‒ 1 с. В качестве об-
разца сравнения использовали лунки с 200 мкл
дистиллированной воды. Обработку полученных
данных проводили с использованием программ-
ного обеспечения MARS (BMG Labtech).

Оценка активности промоторов

Измеренные значения оптической плотности
(OD600) и флуоресценции обрабатывали с помо-
щью программного обеспечения Excel (Microsoft
Office 2010). Относительную флуоресценцию (Rela-
tive Fluorescence, RF) для каждой лунки рассчи-
тывали путем деления значения измеренной флу-
оресценции на OD600. Активность исследуемого

(i-го) промотора (Pi) рассчитывали по следующе-
му уравнению:

где RFPi и RFpTEF1 – значения относительной флуо-
ресценции штаммов с интегрированными i-м про-
мотором и pTEF1 соответственно; RFparent – зна-
чение относительной флуоресценции родительско-
го штамма Y-4972 без интеграции;  – среднее
арифметическое значение для трех повторов.

Активность каждого промотора (Pi) рассчиты-
вали по шкале, где аутофлуоресценция родитель-
ского штамма Y-4972 без интеграции равна 0%,
а флуоресценция штамма Y-1156 (W29 ∆ku70
IntC2::PTEF-hrGFP-TLIP2) с сильным промото-
ром pTEF1 равна 100%. Стандартное отклонение
для полученных значений силы i-го промотора
рассчитывали на основе трех повторов с ис-
пользованием независимых трансформантов с
каждой конструкцией.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для исследования активности промоторов ран-

домизированной библиотеки в сравнении с исход-
ным промотором pRPL25 полученные дрожжевые
трансформанты с каждой конструкцией инкуби-
ровали в богатой (YP) и минимальной (YNB) сре-
дах до экспоненциальной и стационарной фаз ро-
ста. Три изолированных колонии каждого штамма
инокулировали в 20-миллилитровые стеклянные

( ) )
( ))

−
= ×

−
  parent

 
pTEF1 parent

RF (RF
% 100,

RF (RF
iP

i
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P
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Рис. 3. Схематичное изображение интегрированных в хромосому С Y. lipolytica конструкций, содержащих рандомизи-
рованные последовательности промотора pRPL25. Обозначения: P – промотор; hrGFP – ген зеленого флуоресцент-
ного белка; TerLIP2 – терминатор гена LIP2. 
Fig. 3. Schematic representation of Y. lipolytica C chromosome-integrated constructs containing randomized pRPL25 promoter
sequences. Designations: P, promoter; hrGFP, green fluorescent protein gene; TerLIP2, terminator of the LIP2 gene.
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пробирки, содержащие 1 мл YP с 1% об. глюкозы,
и культивировали в течение 16–20 ч при 30°С и
перемешивании со скоростью 250 об/мин. Полу-
ченную культуру засевали в 50-миллилитровые
стеклянные пробирки, содержащие 2 мл YP или
YNB с 1% об. глюкозы, доводили оптическую плот-
ность до 0.1 OD600 и растили при 30°C и 250 об/мин
до экспоненциальной и стационарной фаз роста
(соответственно 16/32 ч для богатой среды и 24/48 ч
для минимальной среды). Из каждой культуры
отбирали по 200 мкл суспензии, осаждали клетки
центрифугированием (12000 g в течение 1 мин) и
промывали в 200 мкл дистиллированной воды. На
этом этапе визуально оценивали активность ис-
следуемых промоторов ‒ по флуоресценции био-
массы штамма в синем светодиодном трансиллю-
минаторе DR46B (Clare Chemical Research, США)
с оранжевым фильтром (рис. 4).

На следующем этапе измеряли оптическую
плотность и флуоресценцию биомассы штаммов
и рассчитывали активность промоторов по алго-
ритму, приведенному в разделе “Условия экспе-
римента”. Полученные результаты представлены
на рис. 5.

Как видно из результатов, представленных
на рис. 4 и 5, при длине последовательности
pRPL25 в 100 п.н. интенсивность флуоресценции
трансформанта аналогична контрольному штам-
му Y. lipolytica 4972. При увеличении длины до 199
п.н. активность промотора усиливается и дости-
гает 30–40% (зависит от среды культивирования
и стадии роста) от pTEF1. При увеличении длины
промотора до 400 п.н. интенсивность флуорес-
ценции и активность промотора практически не

меняются. Исходя из этого, можно заключить,
что последовательность dRPL25 длиной 199 п.н.
представляет собой коровый элемент промотора
pRPL25, обеспечивающий базовый уровень экс-
прессии.

При дальнейшем увеличении длины промо-
торной последовательности до 497 п.н. наблюда-
ли резкое усиление интенсивности флуоресцен-
ции и, следовательно, активности промотора: с 50
до 120% от активности pTEF1. На основе наблюдае-
мой разницы в силе dRPL25_400 и dRPL25_497
можно предположить, что между 400 и 500 нуклео-
тидами pRPL25 находится активирующая последо-
вательность (upstream activating sequence, UAS).

Дальнейшее увеличение длины промотора
pRPL25 до 600 п.н. не приводило к усилению его
активности как в минимальной, так и в богатой
среде. Таким образом, можно заключить, что по-
следовательность dRPL25 длиной 497 п.н. может
выступать в качестве оптимального укороченного
варианта полноразмерного промотора pRPL25
без существенного снижения его силы.

Следует заметить, что для всех исследованных
промоторов рандомизированной библиотеки вы-
явлено снижение экспрессии репортерного гена
при переходе от экспоненциальной к стационар-
ной фазе роста штаммов Y. lipolytica, что характер-
но и для нативного промотора гена RPL25. Это
видно как визуально ‒ по ослаблению зеленой
флуоресценции биомассы (рис. 4), ‒ так и по дан-
ным гистограмм (рис. 5). Данная закономерность
наблюдается при выращивании дрожжевой куль-
туры как в богатой, так и в минимальной пита-
тельной среде. Сопоставимость результатов, полу-

Рис. 4. Визуальная оценка флуоресценции биомассы штаммов Y. lipolytica, культивированных в среде YP с 1% об. глюкозы
в течение 16 (a) и 32 (b) ч. Слева направо: родительский штамм Y-4972 без интеграции; штаммы с интегрированными в ге-
ном промоторными последовательностями: dRPL25_100, _199, _300, _400, _497, _600, RPL25 и TEF1. 
Fig. 4. Visual assessment of biomass fluorescence of Y. lipolytica strains cultivated in YP medium with 1% vol. glucose for 16 (a) and
32 (b) h. From left to right: parent Y-4972 strain without integration; strains with the genome integrated promoter sequences:
dRPL25_100, _199, _300, _400, _497, _600, RPL25, and TEF1.

a

b 199 300 400 497 600 RPL25 TEF1100Y-4972

199 300 400 497 600 RPL25 TEF1100Y-4972
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ченных для сред различного состава, может свиде-
тельствовать об одинаковой регуляции активности
исследуемых промоторов в разных условиях роста
клеток дрожжей [13]. Полученные результаты по
снижению активности рибосомных промоторов в

стационарной фазе роста клеток согласуются с
данными исследований, проведенных на S. cerevi-
siae [12, 13].

Стабильный уровень экспрессии сильных кон-
ститутивных промоторов обеспечивает высо-

Рис. 5. Оценка активности промоторов (Pi) в штаммах Y. lipolytica, культивированных в средах YP (a) и YNB (b) с
1% об. глюкозы до экспоненциальной и стационарной фаз роста (16/32 и 24/48 ч соответственно для a и b). Планки
погрешностей отображают стандартное отклонение, рассчитанное на основе трех независимых трансформантов. 
Fig. 5. Evaluation of promoter activity (Pi) in Y. lipolytica strains cultivated in YP (a) and YNB (b) media with 1% vol. glucose to
exponential and stationary growth phases (16/32 and 24/48 h for a and b, respectively). Error bars represent the standard devia-
tion calculated for three independent transformants.
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кие выходы целевых продуктов, что было показа-
но для эндогенных промоторов Y. lipolytica pFBA1,
pTDH1, pGPM1 [17], задействованных в катабо-
лических реакциях, а также для рибосомных про-
моторов pTEF1 и pRPS7 [15]. Для приведенных
“катаболических” промоторов высокую активность
регистрировали как в экспоненциальной, так и в
стационарной фазах роста дрожжевой культуры,
что позволяет применять их для синтеза гетеро-
логичных белков или накопления липидных со-
единений [17], где важно сохранение высокого
уровня экспрессии ключевых генов в стационар-
ной фазе роста культуры.

Характерное для рибосомных промоторов дрож-
жей снижение активности в стационарной фазе
роста можно использовать как инструмент для
конструирования метаболических путей, в кото-
рых синтез конечных или промежуточных про-
дуктов необходим на стадии экспоненциального
роста [3, 18, 19]. Однако из рибосомных промото-
ров Y. lipolytica, помимо широкого используемого
сильного промотора pTEF1, применение находит
только значительно уступающий ему по активно-
сти промотор гена RPS7, кодирующего белок S7
малой субчастицы рибосомы [15, 20].

Исследованные нами нативный рибосомный
промотор pRPL25 и его производное dRPL25_497
проявляют сопоставимые с pTEF1 уровни актив-
ности и дополняют набор сильных конститутив-
ных промоторов, доступных для метаболической
инженерии дрожжей Y. lipolytica. Сконструиро-
ванные на их основе штаммы могут быть более
эффективными продуцентами биологически ак-
тивных молекул, чем классические системы экс-
прессии, такие как S. cerevisiae [15, 21, 22]. Более
короткие производные промотора pRPL25, со
сниженной активностью, также могут найти при-
менение для решения задач метаболической ин-
женерии, например, когда использование силь-
ного промотора может привести к снижению вы-
хода целевого продукта [23].
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Yarrowia lipolytica Ribosomal Promoter pRPL25 
as a Perspective Object for Metabolic Engineering of Producer Strains
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Abstract—Promoters are crucial components of yeast producer strain metabolic engineering. Due to its high
activity, the promoter of the RPL25 gene, which encodes L25 protein of large ribosomal subunit, is a pro-
mising object for investigation and optimization. Here, to investigate the Yarrowia lipolytica pRPL25 promot-
er structure, a randomized library of its sequences was generated in 100 nucleotide increments. The strength
of the obtained promoters was evaluated using green fluorescent protein as a reporter. The results showed that
the minimum functional length of the studied pRPL25 derivatives was 199 bp, the optimal functional length
was 497 bp, and when the sequence was shortened to 400 bp, the expression level of the reporter decreased
significantly. Based on this, we propose that the 400‒500 bp region of the pRPL25 comprises an upstream
activating sequence (UAS). The pRPL25 promoter and its derivatives potentially can be used in bioengineer-
ing to create metabolic pathways with a precise level of gene expression. Strains constructed on their basis
may be more efficient producers of target compounds compared to classical expression systems, such as Sac-
charomyces cerevisiae.

Keywords: Yarrowia lipolytica, metabolic engineering, ribosomal promoters, synthetic promoters, fluorescence
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