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Фосфор - один из существенных микроэлементов, который необходим для осуществле-
ния множества важных обменных процессов в организме. Известно, что некоторая часть
фосфора, содержащегося в кормовом сырье, нерастворима и неусвояема, поскольку связа-
на фитиновой кислотой. Организм животных не способен синтезировать ферменты, спо-
собные расщеплять фитаты. Одним из качественных направлений решения проблемы де-
фицита фосфора в питании животных является возможное внесение в корма экзогенного
фермента микроорганизмов — фитазы, которая осуществляет гидролиз фитата и высво-
бождает фосфор, который затем легко усваивается в пищеварительном тракте. Высоко-
экспрессионная система на основе дрожжей Pichia pastoris широко используется в био-
инженерии для получения рекомбинантных белков в исследовательских и прикладных
целях.

Цель работы - получение дрожжевых систем экспрессии на основе гена бациллярной
фитазы.

Для экспрессии бактериальных ферментов в дрожжевых клетках Pichia pastoris ис-
пользовали последовательности генов бета- пропеллерной фитазы Bacillus ginsengihumi
M2.11 - phyC, к структурным областям которых добавляли С-терминальный His-таг, поз-
воляющий проводить очистку фермента из культуральной жидкости. Для корректной
экспрессии бактериальных ферментов в дрожжах проводили оптимизацию кодонов нук-
леотидных последовательностей генов, после чего гены ферментов были синтезированы
и по отдельности клонированы в вектор pUC57 компанией Genscript (США). В работе
использовали интегративные дрожжевые вектора pPINK-HC (высококопийный вектор) и
pPINK-LC (низкокопийный вектор), а так же нуклеотидную последовательность высоко-
эффективного сигнального пептида 𝛼 amilase.

Проводили трехступечатое лигирование вектора (pPINK-HC/ pPINK-LC), последова-
тельности сигнального пептида и гена фитазы (phyC), с последующей трансформацией
лигазной смеси в клетки E.coli DH5𝛼. Отбор трансформантов проводили на среде с ам-
пициллином (100 мкг/мл). Наличие генов идентифицировали с помощью ПЦР-анализа
колоний трансформантов. Результаты секвенирования подтвердили корректность встраи-
вания сигнального пептида и целевого гена в дрожжевые вектора. Затем были получены
рекомбинантные штаммы Pichia pastoris под контролем индуцибельного дрожжевого про-
мотора гена АОХ1, содержащим области, обеспечивающие активацию транскрипции в
присутствии метанола в культуральной среде, а также область инициации транскрипции.

Дальнейшее выделение и очистка фермента, изучение экспрессии и свойств данного
фермента станет одним из этапов в решении фундаментальных проблем, связанных с
регулированием фосфорного обмена и может стать важным этапом развития биотехноло-
гического производства фитаз.
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