
БИОТЕХНОЛОГИЯ, 2024, том 40, № 1, с. 3–14

3

УВЕЛИЧЕНИЕ СКОРОСТИ МЕТАБОЛИЗМА СОРБИТОЛА 
НЕГАТИВНО ВЛИЯЕТ НА МЕТАНОЛ-ИНДУЦИРУЕМЫЙ 

СИНТЕЗ РЕКОМБИНАНТНЫХ ФЕРМЕНТОВ 
В ДРОЖЖАХ Komagataella kurtzmanii И Komagataella phaffii

© 2024 г.   Ф. И. Акентьев1, 2, *, Д. Д. Соколова1, И. И. Губайдуллин1, 2, С. В. Рыков2, 
О. В. Березина2, Н. О. Черноморова2, Е. Н. Элпидина3, Д. Г. Козлов1

1Национальный исследовательский центр “Курчатовский институт”, Москва, 123182 Россия
2“Курчатовский геномный центр”, Национальный исследовательский центр 

“Курчатовский институт”, Москва, 123182 Россия
3Научно-исследовательский институт физико-химической биологии имени А.Н. Белозерского, Московский 

государственный университет имени М.В. Ломоносова, Москва, 119234 Россия
*e-mail: akentyevfil@gmail.com

Поступила в редакцию 13.10.2023 г.
После доработки 01.11.2023 г.

Принята к публикации 13.02.2024 г.

Известно, что метаболизм сорбитола в дрожжах K. kurtzmanii и K. phaffii ограничен уровнем экспрессии
сорбитолдегидрогеназы. В настоящей работе получена серия трансформантов K. kurtzmanii и K. phaffii,
которые осуществляли синтез термостабильной эндоглюканазы Egh12 Thielavia terrestris, ксилоглю-
каназы Xgh12b Aspergillus cervinus и катепсина-L CathL Tribolium castaneum под контролем метанол-
индуцируемого промотора PАОХ1, и обладали различной скоростью метаболизма сорбитола за счет
дополнительной экспрессии гена сорбитолдегидрогеназы. Секрецию целевых ферментов исследо-
вали на средах с содержанием метанола и сорбитола в разных соотношениях. Установлено, что по-
вышение скорости метаболизма сорбитола у продуцентов оказывало негативное влияние на синтез
целевых белков. В то же время низкоэффективное усвоение сорбитола этими штаммами, ограни-
ченное уровнем экспрессии сорбитолдегидрогеназы или концентрацией сорбитола в среде, способ-
ствовало повышению секреции Egh12 и увеличению продукции фермента до 30% за счет стимули-
рования роста клеточной биомассы. Таким образом, оптимальное использование сорбитола в каче-
стве дополнительного субстрата может приводить к увеличению рекомбинантной продукции
ферментов модифицированными штаммами K. kurtzmanii, что может найти практическое примене-
ние при промышленном использовании таких продуцентов.
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На базе дрожжей Komagataella kurtzmanii, отно-
сящихся к метилотрофным организмам, разрабо-
тана система экспрессии генов [1, 2]. Как показа-
ло ее практическое использование, она представ-
ляет собой эффективную альтернативу широко
распространенным коммерческим системам экс-
прессии на основе дрожжей Komagataella phaffii
(ранее Pichia pastoris), обладая преимуществами в
биосинтезе и секреции рекомбинантных белков и
получении промышленно значимых ферментных
препаратов [3, 4].

Для экспрессии целевых генов в дрожжах рода
Komagataella часто применяют мощный индуци-
руемый метанолом промотор гена AOX1 [5, 6]. В
то же время индукция PAOX1 репрессируется в при-
сутствие большинства других, наиболее предпо-
чтительных для дрожжей источников углерода,
таких как глюкоза или глицерин [7]. Данная осо-
бенность заставляет, с целью повышения произ-
водительности продуцентов, разделять между со-
бой этапы наращивания клеточной биомассы с
использованием легко усваиваемых источников
углерода и синтеза целевых продуктов в условиях
индукции метанолом. Тем не менее, некоторые уг-
леродные субстраты, к которым относится сорби-
тол, позволяют осуществлять эффективную индук-

Список сокращений: КЖ – культуральная жидкость,
SDH115 и SDH727 – гены сорбитолдегидрогеназы K. phaffii
и K. kurtzmanii, соответственно.
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цию метанолом одновременно со стимулированием
роста клеточной биомассы за счет дополнительно-
го субстрата [8, 9]. При этом, использование сор-
битола при ферментации, способно вызывать ряд
дополнительных положительных эффектов, к ко-
торым относятся увеличение синтеза рекомби-
нантных белков, снижение потребления метано-
ла и кислорода, уменьшение клеточного стресса и
снижение температуры во время ферментации, в
результате чего снижаются затраты на охлажде-
ние биореакторов при крупномасштабном произ-
водстве [8, 10–13].

Как было показано, дрожжи K. kurtzmanii в от-
личие от родственных K. phaffii не способны эффек-
тивно утилизировать сорбитол [1]. Сравнительное
исследование показало, что лимитирующей стади-
ей его метаболизма в дрожжах K. kurtzmanii является
экспрессия гена сорбитолдегидрогеназы [14]. Уве-
личение числа копий этого гена в геноме K. kurtz-
manii или K. phaffii позволила увеличить скорость
роста дрожжей (μmax) на среде с сорбитолом с 0 до
0.06 и с 0.02 до 0.06, соответственно. С учетом упо-
мянутых выше положительных эффектов пред-
ставлялось актуальным исследовать влияние это-
го соединения на продукцию рекомбинантных
белков штаммами дрожжей с увеличенной скоро-
стью роста на сорбитоле. С этой целью в качестве
рекомбинантных белков были выбраны промыш-
ленно значимые ферменты: термостабильная эн-
доглюканаза Egh12 Thielavia terrestris, ксилоглюка-

наза Xgh12b Aspergillus cervinus и катепсин-L (CathL)
Tribolium castaneum [15, 16]. Синтез и секрецию
этих ферментов анализировали в клетках моди-
фицированных штаммов K. kurtzmanii и K. phaffii с
измененной скоростью метаболизма сорбитола,
которые культивировали на средах, содержавших
разные соотношения метанола и сорбитола.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Конструирование плазмид

Конструирование двухкассетных плазмид, со-
державших целевые гены, проводили с использо-
ванием стандартных генно-инженерных проце-
дур. Амплификацию плазмидных ДНК проводили
в клетках штамма E. coli Top10 (Invitrogen, США),
которые выращивали при 37°С в течение 18 ч в
среде LB (1% триптон, 0.5% NaCl, 0.5% дрожже-
вой экстракт) с добавлением ампициллина до ко-
нечной концентрации 100 мкг/мл.

В дополнение к генам целевых белков, находив-
шихся под контролем промотора АОХ1 дрожжей
K. kurtzmanii, сконструированные двухкассетные
плазмиды (табл.1) содержали ген SDH115, обеспечи-
вавший синтез в клетках трансформантов сорбитол-
дегидрогеназы Sdh115 дрожжей K. phaffii. Секрецию
прокатепсина CathL обеспечивала лидерная об-
ласть artHH [2]. Секрецию зрелых целевых бел-
ков Egh12 и Xgh12b в клетках дрожжей направ-
ляла стандартная препрообласть

Таблица 1. Плазмиды, сконструированные для экспрессии генов Egh12, Xgh12b и CathL в клетках K. kurtzmanii и
K. phaffii
Table 1. Plasmids for expressing Egh12, Xgh12b, and CathL genes in K. kurtzmanii and K. phaffii cells

Примечание: *** – ранее плазмиду называли pPH727T2-rpTcCathL [17]; 
* – кассета SDH115 содержала нативные промоторный PSDH115 и терминаторный TSDH115 элементы гена SDH115 дрожжей

K. phaffii;
** – в кассете SDH115 вместо TSDH115 использован терминаторный элемент TAOX1 гена АОХ1 дрожжей K. phaffii.
Note: ***—the plasmid was previously called pPH727T2-rpTcCathL [17]; 

*—SDH115 cassette contains the native promoter PSDH115 and terminator TSDH115 elements of the SDH115 gene from yeast K. phaffi;
**—in the SDH115* cassette, the terminator element TAOX1 from the AOX1 gene of yeast K. phaffii is used instead of TSDH115.

Название плазмиды Кассета для экспрессии гена 
сорбитолдегидрогеназы Целевой белок

pPH727_CathL*** –

pPH727_CathL_SDH115 SDH115* CathL

pPH727_CathL_SDH115_TA SDH115**

pPH727_Egh12 –

pPH727_Egh12_SDH115 SDH115* Egh12

pPH727_Egh12_SDH115_TA SDH115**

pPH727_Xgh12b –

pPH727_Xgh12b_SDH115 SDH115* Xgh12b

pPH727_Xgh12b_(SDH115_TA) SDH115**
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(https://tools.thermofisher.com/content/sfs/man-
uals/ppiczalpha_man.pdf) α-фактора дрожжей S.
cerevisiae (табл. 1).

Для получения плазмид pPH727_CathL_SDH115
и pPH727_CathL_SDH115_TA, вектор pPH727T2-
rpTcCathL [17] обрабатывали рестриктазами AatII
и BglII и получали фрагмент ДНК длиной 2756 н.п.,
который кодировал последовательность белка
CathL, слитого с лидерной областью artHH. Век-
торы pPH727–SOR1(GS115) и pPH727- PAS_chr1-
1_0490-TAOX1, в последнем из которых терминация
гена PAS_chr1-1_0490 (SOR1) осуществляется с по-
мощью TAOX1 [14], обрабатывали теми же рестрикта-
зами, затем проводили лигирование с полученным
фрагментом ДНК, кодирующим последователь-
ность CathL, в результате чего получали pPH727_-
CathL_SDH115 и pPH727_CathL_SDH115_TA соот-
ветственно.

Для конструирования pPH727_Egh12 вектор
pPICZαA–Egh12 [15] обрабатывали по сайтам
HindIII и BamHI и лигировали по этим же сай-
там с частью базового вектора pPH727 [2] дли-
ной 6348 н.п. Векторы pPH727_Egh12_SDH115
и pPH727_Egh12_SDH115_TA получали путем ли-

гирования трех фрагментов: фрагмент 1383 н.п.
после обработки pPICZαA–Egh12 рестриктазми
HindIII и BamHI, фрагмент промежуточного век-
тора 110-01 (Дополнительные материалы, рис. 1)
длиной 1148 н.п. после обработки AatII и HindIII и
фрагмент 6847 н.п. вектора pPH727–SOR1(GS115)
или фрагмент 6684 н.п. pPH727–PAS_chr1-1_0490-
TAOX1 соответственно, полученные после рестрик-
ции этих векторов по сайтам AatII и BglII. Анало-
гично конструировали плазмиды pPH727_Xgh12b,
pPH727_Xgh12b_SDH115 и pPH727_Xgh12b_S-
DH115_TA с тем отличием, что вместо pPICZαA -
Egh12 использовали pPICZαA–Xgh12b [15]. Общая
схема полученных плазмид изображена на рис. 1.

Трансформация дрожжей

Для синтеза рекомбинантных ферментов ис-
пользовали штаммы K. phaffii GS115 Δhis4 (Invitro-
gen, США) и K. kurtzmanii Y-727 Δhis4 (НИЦ “Кур-
чатовский институт”, Россия).

Плазмидные ДНК перед трансформацией обра-
батывали рестриктазой MluI, после чего переосаж-
дали на колонке Cleanup S-Cap (Кат. #BC041L,

Рис. 1. Принципиальная схема плазмид, сконструированных в настоящей работе на базе вектора pPH727 [2] для экс-
прессии генов целевых белков CathL, Egh12 или Xgh12b. Перед трансформацией дрожжей плазмидные ДНК обраба-
тывали рестриктазой MluI, высвобождая из их состава интегративные фрагменты, содержащие целевые кассеты. Инте-
грацию кассет в дистальную часть промотора PAOX1 направляют области гомологии, обозначенные на схеме цифрами 1 и 2.
Fig. 1. Schematic diagram of plasmids constructed in this study based on the pPH727 vector [2] for expressing CathL, Egh12, or
Xgh12b proteins. Prior to yeast transformation, plasmid DNAs were treated with MluI to release integrative fragments containing
target cassettes. Integration of the cassettes into the distal part of the PAOX1 promoter is directed by the regions of homology in-
dicated by numbers 1 and 2 in the diagram.
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“Евроген”, Россия) в соответствии с рекомендаци-
ями производителя (https://evrogen.ru/products/iso-
lation/cleanup).

Подготовку компетентных клеток и их транс-
формацию проводили методом электропорации
[18]. Трансформанты отбирали на минимальной
селективной среде без гистидина YNBD следующе-
го состава: Yeast nitrogen base с добавлением сульфа-
та аммония (Amresco, США) – 6,7 г/л; глюкоза
(Molekula Ltd., Великобритания) – 20 г/л; агар
(Thermo Fisher Scientific, США) – 20 г/л.

Условия культивирования и оценка скорости роста
Трансформированные штаммы дрожжей выра-

щивали в пробирках объемом 22 мл, содержавших
3 мл жидкой среды, с использованием роторного
шейкера (CERTOMAT® BS-1, Sartorius, Германия)
при температуре 30°C со скоростью перемешива-
ния 250 об./мин. Для индукции метанолом свежие
культуры штаммов ресуспендировали в стериль-
ном буфере PBS, после чего одинаковый объем
суспензии клеток засевали в 3 мл жидкой среды
YPGM (1% дрожжевой экстракт, 2% пептон-140,
0.5% (v/v) глицерин, от 0.5% до 2% (v/v) метанол)
или этой же среды с добавлением от 10 до 300 мМ
сорбитола до конечной оптической плотности
(OD600) 0.5–1.0 и инкубировали 72 ч. Каждые 24 ч
в пробирки вносили одинаковый объем метанола
и сорбитола из исходных стоковых растворов с
различной концентрацией до требуемой конеч-
ной концентрации в каждой пробирке (подроб-
ности указаны ниже). Оптическую плотность сус-
пензий клеток измеряли в конце культивирования
на спектрофотометре (UV mini 1240, Shimadzu,
Япония) при длине волны λ = 600 нм в диапазоне
поглощения от 0.15 до 0.7 используя одинаковую
степень разведения для всех образцов. Все экспери-
менты по культивированию проводили трижды.

Анализ продукции и измерение ферментативной 
активности

Электрофорез белков, содержащихся в культу-
ральной жидкости дрожжей, проводили в 15%-ном
ДСН-ПААГ в денатурирующих условиях с ис-
пользованием системы Mini-PROTEAN Tetra Cell
(BioRad, США) согласно инструкции производите-
ля (https://www.bio-rad.com/sites/default/files/web-
root/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_2144.pdf). В ра-
боте использовали окрашенные белковые марке-
ры (Арт. #26616, Thermo Fisher Scientific).

Активность фермента Egh12 определяли путем
инкубации при 50°С аликвоты КЖ с 0.5% (m/v)
раствором β-глюкана (P-BGBM, Megazyme, Ир-
ландия) в 20 мМ натрий-ацетатном буфере с pH 4.6.
Субстрат и исследуемые образцы перед началом
реакции предварительно инкубировали при 50°С
в течение 2 мин. Время реакции варьировали от 1

до 30 мин при условии линейной зависимости ко-
личества образующихся редуцирующих сахаров
от времени. Количественное определение прово-
дили с помощью 3,5-динитросалициловой кислоты
в соответствии с ГОСТ 31662-2012, для калибровки
использовали стандартные растворы D-глюкозы,
разведенные в соответствующей среде для куль-
тивирования. За одну единицу ферментативной
активности (Eд) принимали 1 мкМ глюкозного
эквивалента редуцирующих сахаров, образован-
ных из субстрата за 1 мин.

Статистическая обработка данных
Каждое количественное значение усредняли

по результатам, как минимум, трех независимых
экспериментов. Для определения статистически
значимых различий (α = 0.05) применяли диспер-
сионный анализ. При сравнении значений экспе-
риментальных выборок с контрольной группой
использовали критерий Даннета (α = 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Получение трансформантов 
и отбор однокопийных клонов

Ранее было показано, что увеличения удель-
ной скорости роста (μmax) штаммов K. kurtzmanii и
K. phaffii на минимальной среде с сорбитолом
можно достичь путем интеграции в их геном по-
следовательности гена сорбитолдегидрогеназы
SDH115 (SOR1) K. phaffii. Причем использование
в составе интегрируемого гена нативной промо-
торной области и терминатора TAOX1 обеспечивает
повышение значения μmax до 0.06 у K. phaffii и
K. kurtzmanii, а интеграция SDH115 с полностью на-
тивными промоторными и терминаторными регио-
нами увеличивает μmax до 0.02 у K. kurtzmanii [14].

В этой связи, с целью одновременного синтеза
репортерных белков и изменения скорости усво-
ения сорбитола клетками дрожжей был сконстру-
ирован набор двухкассетных плазмид (табл. 1).
Каждая двухкассетная плазмида содержала уни-
кальный набор генов, один из которых обеспечи-
вал PAOX1-зависимый синтез и секрецию целевого
белка, а другой отвечал за изменение скорости усво-
ения сорбитола. Целевыми белками служили тер-
мостабильная эндоглюканаза Egh12 Thielavia terres-
tris, ксилоглюканаза Xgh12b Aspergillus cervinus и
прокатепсин-L CathL Tribolium castaneum [15, 16].

Сконструированными плазмидами транс-
формировали реципиентные штаммы дрожжей
K. kurtzmanii и K. phaffii, и полученные трансфор-
манты (табл. 2) использовали для выращивания
на средах с сорбитолом и метанолом для дальней-
шего анализа продукции целевых белков.

После трансформации каждой из плазмид
большинство отобранных клонов, как правило,



БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 40  № 1  2024

ВЛИЯНИЕ СОРБИТОЛА НА СИНТЕЗ ФЕРМЕНТОВ В ДРОЖЖАХ 7

демонстрировали одинаковый уровень секреции
целевого белка. Однако, в ряде случаев в геном
трансформанта интегрировалось, вероятно, бо-
лее одной копии рекомбинантной ДНК, что соот-
ветствующим образом отражалось на продукции.
В этой связи, для отбора заведомо однокопийных
штаммов в каждом случае анализировали не ме-
нее 3 трансформантов, и для дальнейшей работы
отбирали не менее 2 независимо полученных
штаммов, показавших наименьшую продукцию
белка (рис. 2). Для ПААГ-анализа использовали
образцы КЖ, полученные в условиях индукции
метанолом.

Как видно на рис. 2 в отсутствие в среде сорби-
тола трансформанты как K. kurtzmanii, так и
K. phaffii демонстрировали сходный уровень про-
дукции каждого белка. Однако при этом в каждом
случае штаммы K. kurtzmanii оказывались заметно
более эффективными продуцентами, чем соот-
ветствующие штаммы K. phaffii. Данный резуль-
тат еще раз свидетельствовал в пользу высокой

конкурентоспособности системы экспрессии ге-
нов на базе дрожжей K. kurtzmanii по сравнению с
прототипом на основе K. phaffii.

Синтез целевых белков на средах с различным 
соотношением метанола и сорбитола

Сконструированные штаммы (табл. 2) исполь-
зовали для изучения влияния сорбитола на синтез
целевых ферментов и рост биомассы дрожжей. С
этой целью штаммы выращивали в течение 72 ч
на комплексной среде YPGSM с исходной кон-
центрацией сорбитола 300 мМ. Такой его избы-
ток не оказывает негативного влияния на рост
клеток K. kurtzmanii, что также было показано ра-
нее и для K. phaffii. В то же время его концентра-
ция остается достаточной для поддержания роста
клеток в течение всего времени культивирования
[10]. В качестве контроля штаммы без дополни-
тельного гена SDH культивировали на среде YPGM
без сорбитола. Индукцию во всех случаях прово-

Таблица 2. Штаммы дрожжей, сконструированные в настоящей работе
Table 2. Yeast strains constructed in this study

Примечание: *, ** Обозначение, как в табл. 1.
*** Удельная скорость роста штамма на минимальной среде с сорбитолом, которая также отражена в названии штамма в виде
индекса. μ = 2.3 (lgX/lgX0)/t, где μ – удельная скорость роста микроорганизмов (ч–1); Х0 и Х – начальная и конечная концен-
трация микробных клеток (КОЕ/см3); t – время культивирования микроорганизмов (ч).
Note: *, ** Designation same as in Table 1.
*** Specific growth rate of the strain on minimal medium with sorbitol, which is also ref lected in the name of the strain as an index.
μ = 2.3 (log X/log X0)/t, where μ—specific growth rate of microorganisms (h–1); X0 and X—initial and final concentration of mi-
crobial cells (CFU/cm3); t—time of microorganisms cultivation (h).

Название 
штамма-продуцента

Реципиентный 
штамм

Интегрированный 
вариант SDH115

Продуцируемый 
целевой белок

μmax***

GS_CathL02

K. phaffii

–
CathL

0.02

GS_CathL06 SDH115** 0.06

GS_Egh1202 –
Egh12

0.02

GS_Egh1206 SDH115** 0.06

GS_Xgh12b02 –
Xgh12b

0.02

GS_Xgh12b06 SDH115** 0.06

Y_CathL

K. kurtzmanii

–

CathL

0

Y_CathL02 SDH115* 0.02

Y_CathL06 SDH115** 0.06

Y_Egh12 –

Egh12

0

Y_Egh1202 SDH115* 0.02

Y_Egh1206 SDH115** 0.06

Y_Xgh12b –

Xgh12b

0

Y_Xgh12b02 SDH115* 0.02

Y_Xgh12b06 SDH115** 0.06
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дили разным количеством метанола, который
вносили каждые 24 ч до конечной концентрации
от 0.5 до 2% (v/v), По окончании процесса изме-
ряли оптическую плотность выращенных дрож-
жевых культур и активность Egh12 в КЖ соответ-
ствующих штаммов. Полученные результаты
представлены в табл. 3 и на рис. 3 и 4.

Как как следует из результатов, представлен-
ных на рис. 3 и 4, штаммы K. kurtzmanii и K. phaffii
имели разные профили индукции. Удельная про-
дукция Egh12 клетками дрожжей K. kurtzmanii до-
стигала максимума при индукции 1% (v/v) метано-
лом, в то время как максимум индукции K. phaffii
был сдвинут в область больших его концентраций

Рис. 2. ПААГ-анализ целевых белков, синтезированных трансформированными штаммами дрожжей в условиях ин-
дукции метанолом. На форез наносили образцы, содержавшие 10 мкл КЖ, штаммов-продуцентов. 1 – GS_CathL02, 2 –
GS_CathL06, 3 – Y_CathL, 4 –Y_CathL02, 5 – Y_CathL06. Нумерация штаммов-продуцентов Egh12 и Xgh12b аналогич-
ная.
Fig. 2. PAAG analysis of target proteins synthesized by transformed yeast strains under methanol induction conditions. Sam-
ples containing 10 μl of culture medium of producing strains were applied to the electrophoresis. 1 – GS_CathL02, 2 –
GS_CathL06, 3 – Y_CathL, 4 – Y_CathL02, 5 – Y_CathL06. The numbering of Egh12 and Xgh12b-producing strains is similar.

CathL

Egh12

Xgh12b

kDa
55

43

34

26

26

M 1 2 3 4 5

M 1 2 3 4 5

M 1 2 3 4 5

Таблица 3. Оптическая плотность дрожжевых культур (OD600), продуцентов Egh12, после 72 ч индукции различ-
ными концентрациями метанола. 
Table 3. Optical density of yeast cultures (OD600) producing Egh12 after 72 hours of induction with different concentra-
tions of methanol.

Примечание: * Среда YPGSM содержала 300 мМ сорбитола.
** Указана расчетная концентрация (v/v), устанавливаемая в среде культивирования дрожжей YPGM за счет внесения мета-
нола каждые 24 ч. 
Note: * YPGSM medium contained 300 мМ sorbitol.
** The calculated concentration (v/v) of methanol added to the YPGM yeast culture medium every 24 hours is indicated.

Целевой белок Штамм-
продуцент

Наличие
в среде 

сорбитола*

OD600

Концентрация метанола в среде**

0.5% 1% 1.5% 2%

Egh12

GS_Egh1202 – 36 ± 2 53 ± 1 57 ± 1 67 ± 3

GS_Egh1202 + 92 ± 9 86 ± 1 81 79 ± 6

GS_Egh1206 + 100 ± 5 90 ± 1 86 ± 4 85 ± 2

Y_Egh12 – 43 ± 4 55 ± 1 63 ± 5 70 ± 20

Y_Egh12 + 71 ± 3 80 ± 1 75 ± 5 80 ± 20

Y_Egh1202 + 117 ± 8 82 ± 2 116 ± 7 77 ± 9

Y_Egh1206 + 123 ± 5 120 ± 20 102 ± 4 81 ± 7
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Рис. 3. Удельная активность Egh12 (Ед/мл/OD600) в образцах КЖ штаммов-продуцентов K. phaffii. Названия штаммов
и среда культивирования приведены внизу диаграммы. Синтез целевого фермента индуцировали метанолом, который
вносили в среду до концентрации (v/v), указанной на рисунке. На диаграмме указаны стандартные ошибки среднего
для каждого показателя.
Fig. 3. Specific activity of Egh12 (U/mL/OD600) in culture medium samples of K. phaffii strains. Strain names and culture me-
dium are given at the bottom of the diagram. Synthesis of the target enzyme was induced by methanol, which was added to the
medium at concentrations (v/v) indicated in the figure. The chart shows the standard errors of the mean for each indicator
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Рис. 4. Удельная активность Egh12 (Ед/мл/OD600) в образцах КЖ штаммов-продуцентов K. kurtzmanii. Подробности
эксперимента указаны в подписи к рис. 3.
Fig. 4. Specific activity of Egh12 (U/ml/OD600) in samples of culture medium of K. kurtzmanii strains. Experimental details are
indicated in the caption of Fig. 3.
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(1.5–2%). При этом, в оптимальных условиях
штамм K. kurtzmanii синтезировал в 1.4 раза боль-
шее количество Egh12 по сравнению с K. phaffii
(рис. 3 и 4).

На среде YPGSM с сорбитолом оптические
плотности исследуемых штаммов в конце культи-
вирования ожидаемо превышали соответствующие
показатели, достигавшиеся на не содержащей его
среде (табл. 3, дополнительные материалы – табл. 2).
Причем этот эффект был характерен, в том числе,
для штаммов Y_CathL, Y_Egh12 и Y_Xgh12b, не по-
лучивших дополнительных копий гена SDH.
Прирост оптической плотности этих штаммов на
среде YPGSM был в 1.5–2 раза выше по сравне-
нию с результатами контрольного культивирова-
ния на YPGM. (табл. 3, дополнительные матери-
алы – табл. 2). Можно предположить, что крайне
низкая экспрессия функционального гена SDH727
в дрожжах K. kurtzmanii дикого типа, которой не
достаточно для роста клеток на сорбитоле в услови-
ях стандартного фенотипического теста, оказалась
достаточной, чтобы обеспечить медленный рост

дрожжей в более благоприятных условиях дли-
тельного культивирования в жидкой среде [1, 14].

У всех штаммов-продуцентов Egh12, в геном
которых были интегрированы дополнительные
копии гена SDH удельная продукция фермента на
среде YPGSM была снижена по сравнению с соот-
ветствующими значениями на контрольной среде
без сорбитола. Так, например, показатели штам-
ма GS_Egh1202 дикого типа на среде с сорбитолом
снижались всего в 2–3 раза, тогда как у штамма
GS_Egh1206 – уже в 5–7 раз (рис. 3). Данный эф-
фект был характерен для продуцентов, полученных
на базе обоих видов дрожжей K. phaffii и K. kurtz-
manii (рис. 3 и 4). В то же время, в одном случае, этот
эффект отсутствовал у штамма Y_Egh12, производ-
ного K. kurtzmanii без дополнительной копии SDH.
При индукции 0.5% метанолом уровень удельного
синтеза Egh12 этого штамма на обоих средах был
одинаковым (рис. 4), хотя, очевидно, он был спо-
собен усваивать сорбитол, поскольку на содержа-
щей его среде оптическая плотность была в 1.5 ра-
за выше. Равенство показателей удельной про-
дуктивности означает, что на среде с сорбитолом

Рис. 5. Удельная продукция белков CathL (а) и Xgh12b (b) в КЖ штаммов дрожжей K. phaffii и K. kurtzmanii. На форез
наносили нормированные образцы КЖ, которые соответствовали 10 мкл КЖ каждой культуры с оптической плотно-
стью OD600 = 50, полученные в результате 72 ч индукции метанолом. Метанол вносили в среду каждые 24 ч в концен-
трации 0.5, 1, 1.5 или 2% от объема культуры. Названия штаммов и среды указаны сверху и снизу от каждого изобра-
жения, соответственно. На диаграмме приведена характерная картина удельной продукции целевых белков в одном
из экспериментов.
Fig. 5. Specific production of CathL (a) and Xgh12b (b) proteins in the culture medium (CM) of yeast strains K. phaffii and
K. kurtzmanii. Normalized samples of CM were applied to the electrophoresis, corresponding to 10 μL of CM from each culture
with an optical density of OD600 = 50, resulting from 72 hours of methanol induction. Methanol was added to the medium every
24 hours at concentrations of 0.5, 1, 1.5, or 2% of the culture volume. The strain names and medium are indicated at the top and
bottom of each image, respectively. The diagram shows the specific production of target proteins in one of the experiments.
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дрожжи Y_Egh12 увеличили синтез Egh12 про-
порционально приросту биомассы. Однако важ-
но отметить, что такой эффект проявлялся только
во время индукции 0.5% метанолом; при исполь-
зовании более высоких концентраций индуктора
удельная продуктивность штаммов на среде
YPGSM снижалась.

Уровень продукции белков CathL и Xgh12b в
КЖ исследуемых трансформантов оценивали ме-
тодом ДСН-ПААГ. Как следует из результатов,

представленных на рис. 5, у трансформирован-
ных штаммов K. phaffii и K. kurtzmanii профили за-
висимости синтеза CathL и Xgh12b от уровня ме-
танола в среде, аналогичные таковым для Egh12.
Так, максимальные уровни синтеза этих фермен-
тов достигались на среде YPGM без сорбитола.
Добавление его в среду, как и увеличение скоро-
сти роста штаммов на такой среде, сопровожда-
лось значительным снижением их удельной про-
дуктивности (рис. 5). При этом максимумы удель-

Рис. 6. Удельная активность Egh12 (Ед/мл/OD600) в образцах КЖ штаммов K. kurtzmanii в зависимости от содержания
сорбитола в среде. Названия штаммов указаны на диаграмме. Для сравнения на диаграмме приведены показатели этих
же штаммов, полученные ранее на среде YPGSM с 300 мМ сорбитолом (рис. 4), который вносили однократно перед
культивированием. Для всех диаграмм указано стандартное отклонение. Звездочками обозначены достоверные отли-
чия между показателями штамма на среде с сорбитолом по сравнению с контрольным выращиванием без сорбитола
(0 мМ).
Fig. 6. Specific activity of Egh12 (U/mL/OD600) in culture medium samples of K. kurtzmanii strains depending on the sorbitol
concentration in the medium. The strains are indicated in the diagram. For comparison, the chart shows the performance of the
same strains obtained previously on YPGSM medium with 300 мМ sorbitol (Figure 4), which was added once before culturing.
Standard deviation is indicated for all diagrams. Asterisks indicate significant differences between strain parameters on medium
with sorbitol compared to control cultivation without sorbitol (0 мМ).

* * * * *
*

*
*

*

Сорбитол в среде, мМ
2 4 6 8 10 20 30 40 3000

Y_Egh12 Y_Egh1202 Y_Egh1206

0

0.5

1.0

1.5

2.0

3.0

2.5

Уд
ел

ьн
ая

 а
кт

ив
но

ст
ь 

E
gh

12
,

Е
д/

м
л/

O
D

60
0

Рис. 7. Объемная активность Egh12 (Ед/мл) в образцах КЖ продуцентов на основе K. kurtzmanii в зависимости от со-
держания сорбитола в среде. Подробности эксперимента указаны в подписи к рис. 6.
Fig. 7. Volumetric activity of Egh12 (U/mL) in culture medium samples of K. kurtzmanii-based producers depending on the sor-
bitol content in the medium. Experimental details are indicated in the caption of Fig. 6.
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ных показателей продуктивности у большинства
трансформантов K. kurtzmanii соответствовали
концентрациям метанола в среде 0.5–1.0%, в то
время как у производных K. phaffii они были сдви-
нуты в область повышенных значений 1.5–2.0%.

Таким образом, согласно полученным результа-
там увеличение скорости роста штаммов K. phaffii и
K. kurtzmanii на среде с сорбитолом в основном не-
гативно влияло на их удельную продуктивность,
независимо от особенностей секретируемых бел-
ков, использованных в качестве репортеров. В то
же время, все указанные эффекты были обнару-
жены на среде с высокой концентрацией сорби-
тола (300 мМ), и они могли отражать его влияние
на продуктивные свойства штаммов именно в
этих условиях. В этой связи требовалось провести
изучение продукции целевых белков сконструи-
рованными штаммами в более широком диапазо-
не концентраций сорбитола в среде.

Влияние концентрации сорбитола 
на продукцию Egh12

На основание изложенных выше результатов
для оценки синтеза Egh12 в широком диапазоне
концентраций сорбитола были выбраны штаммы
K. kurtzmanii. Для культивирования этих штам-
мов, различавшихся скоростью роста в его при-
сутствии, использовали набор сред YPGSM, в ко-
торые каждые 24 ч вносили сорбитол до его ко-
нечной концентрации в диапазоне от 0 до 40 мМ
(рис. 6) и метанол до концентрации 1% (v/v).

Штаммы культивировали в течение 72 ч, после
чего измеряли OD600 и активность Egh12 в КЖ.
Результаты измерений, представленные в виде
удельной (Ед/мл/OD600) и объемной (Ед/мл) ак-
тивности, отражены на рис. 6 и 7, соответственно.

Как следует из результатов, представленных на
рис. 6, достоверное снижение продуктивности
исследуемых штаммов наблюдалось лишь на сре-
дах, содержавших 20 мМ сорбитола и более. При
этом чем выше была скорость роста штамма на
содержащей его среде, тем меньшая его концен-
трация требовалась для снижения продуктивно-
сти. Так, уменьшение удельной продукции штам-
мом Y_Egh1206 наступало уже при внесении 20 мМ
сорбитола, для Y_Egh1202 – при 30 мМ, а для
Y_Egh12 – при 40 мМ (рис. 6).

Увеличение объемной активности Egh12 в КЖ
(Ед/мл) наблюдалось для штамма Y_ Egh1202 при
концентрациях сорбитола от 10 до 40 мМ, а для
Y_ Egh1206 при его регулярном добавлении до ко-
нечной концентрации 20 мМ. Наибольшую ак-
тивность фермента определили для обоих штам-
мов Y_ Egh1202 и Y_ Egh1206 на среде, в которую
ежедневно вносили 20 мМ сорбитола. Она соста-
вила 166 и 163 Ед/мл соответственно, что прибли-
зительно на 30 и 15% превышало их показатели на

среде без этого дополнительного субстрата соот-
ветственно (рис. 7; дополнительные материалы –
табл. 2 и 3).

Таким образом, можно сказать, что при исполь-
зовании сорбитола в условиях индукции метано-
лом, любое увеличение экспрессии SDH, определя-
ющее способность роста штаммов на содержащей
его среде [14], как и его высокая концентрация
(300 мМ) оказывали негативное влияние на удель-
ные показатели продуктивности дрожжей K. phaffii
и K. kurtzmanii. При этом уровень репрессии на-
прямую зависел от интенсивности метаболизма
сорбитола этими клетками. Это говорит о том, что
он, как и другие источники углерода, вызывает ре-
прессию промотора РАОХ1, хотя и не так выраженно,
как, например, глюкоза или глицерин. Важно также
отметить, что зависимость синтеза белков от кон-
центрации метанола может быть различной у штам-
мов одного и того же вида, которые отличаются
только интенсивностью полиолового метаболизма.

Однако, когда в среду вносили различное ко-
личество сорбитола, удалось определить, что в
некоторых условиях плотность клеточной био-
массы и общее количество синтезированного ре-
портерного белка для некоторых модифициро-
ванных штаммов с разным уровнем экспрессии
сорбитолдегидрогеназы были выше, чем на кон-
трольной среде. В этих условиях удельная про-
дуктивность штаммов не снижалась, при этом на-
личие дополнительного субстрата стимулировало
рост биомассы, что в итоге и привело к увеличе-
нию объемной продукции. Похоже, что положи-
тельные эффекты сорбитола, продемонстриро-
ванные ранее на дрожжах рода Komagataella, были
обязаны относительно низкой скорости его мета-
болизма, где эффект репрессии PAOX1 был не столь
выражен. Штаммы с ускоренным метаболизмом,
полученные в текущей работе, наглядно проде-
монстрировали такой вид репрессии.

В то же время следует отметить, что сконстру-
ированные штаммы не только сохранили, но, воз-
можно, даже расширили возможности по использо-
ванию сорбитола для ускорения роста дрожжей и
увеличения их объемной продуктивности. В осо-
бенности это касается производных штамма
K. kurtzmanii, которые, как показано в настоящей
и предыдущих работах, превосходят K. phaffii в
эффективности синтеза рекомбинантных белков.
Поскольку оба аспекта имеют важнейшее биотех-
нологическое значение, применение модифици-
рованных штаммов для рекомбинантного синтеза
требует дальнейшего исследования, в особенно-
сти в условиях биореакторного культивирования.
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Increased Rate of Sorbitol Metabolism Negatively Affects Methanol-induced Synthesis 
of Recombinant Enzymes in Yeast Komagataella kurtzmanii and Komagataella phaffii

P. I. Akentyeva, b, #, D. D. Sokolovaa, I. I. Gubaidullina, b, S. V. Rykovb, O. V. Berezinab, 
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Abstract–It is known that sorbitol metabolism in yeast K. kurtzmanii and K. phaffii is limited by the level of
sorbitol dehydrogenase expression. In the present work, we obtained transformants of K. kurtzmanii and
K. phaffii that synthesized the thermostable endoglucanase Egh12 of Thielavia terrestris, xyloglucanase
Xgh12b of Aspergillus cervinus and cathepsin-L CathL of Tribolium castaneum under the control of the methanol-
inducible promoter PAOX1, and had different rates of sorbitol metabolism due to additional expression of the sorbitol
dehydrogenase gene. Synthesis and secretion of the target enzymes were investigated on media containing metha-
nol and sorbitol in different ratios. The results obtained showed that an increase in the rate of sorbitol metabolism
in the producers had a negative effect on the synthesis of target proteins up to complete inhibition of their produc-
tion. At the same time, low-efficiency sorbitol assimilation by these strains, limited by the expression of sorbitol
dehydrogenase or by the concentration of sorbitol in the medium, promoted an increase in the secretion of
Egh12 and increased the enzyme production up to 30% by stimulating the growth of cell biomass.

Keywords: Komagataella kurtzmanii, sorbitol, yeast, methanol induction, recombinant enzymes, sorbitol me-
tabolism
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