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В настоящее время возрастает интерес к ферментным препаратам, применяемым в области 

сельского хозяйства, в частности как компоненты кормов для сельскохозяйственных животных и птиц. 
К ним, в частности, относятся ферменты протеиназы, которые расщепляют высокомолекулярные 
белковые соединения до коротких пептидов и аминокислот. Субтилизиноподобная протеиназа B. 
pumilus 3–19 обладает широкой субстратной специфичностью, сохраняет стабильность в широком 
диапазоне рН и температуры и проявляет максимальную активность при температуре 37о С и рН 9.0 [1]. 
Это позволяет предположить, что использование сериновой протеиназы B. pumilus 3–19 в качестве 
кормовой добавки может значительно улучшить качество кормов. На сегодняшний день, упрощение и 
снижение стоимости промышленного производства ферментов является актуальной задачей для 
биотехнологии. Одним из решений данной проблемы является использование гетерологичных систем 
экспрессии на основе клеток дрожжей Pichia pastoris. Система экспрессии на основе метилотрофных 
дрожжей P. pastoris обладает такими преимуществами, как низкая стоимость и легкость 
культивирования, способность производить функционально активные белки с правильной 
посттрансляционной модификацией, безопасный статус дрожжей, а так же высокая скорость 
увеличения биомассы за относительно короткое время [2]. 

Целью данного исследования являлось получение стабильной экспрессии оптимизированного 
гена протеиназы в дрожжах P. pastoris. В работе использовали сигнальные пептиды киллер-белка 
Saccharomyces сerevisiae, лизоцима Gallus gallus и интегративные вектора pPINK-HC/pPINK-LC. 
Клонирование конструкций проводили в клетках E. coli DH5a, целостность конструкций подтверждали 
секвенированием. Для эффективной экспрессии белка, клетки P. pastoris трансформировали 
дрожжевыми векторами с интегрированным геном протеиназы. Эффективность трансформации для 
конструкций с вектором pPINK-HC составила ~0.97х103 трансформантов/мкг ДНК, для конструкций с 
вектором pPINK-LC ~1.42х103 трансформантов/мкг ДНК. С помощью ПЦР анализа подтвердили 
наличие интегрированного в геном дрожжей гена бактериальной протеиназы. Внеклеточное 
накопление рекомбинантного фермента проверяли с помощью белкового электрофореза и измерения 
протеолитической активности по гидролизу специфического субстрата Z-Ala-Ala-Leu-pNa. Было 
показано, что активность протеиназы у штаммов дрожжей, в геном которых были клонированы 
конструкции на основе низкокопийного вектора рPINK-LC показали более высокую специфическую 
активность, чем конструкции на основе вектора рPINK-НC. Максимальная активность была 
установлена у штамма дрожжей, в геном которого интегрировали ген протеиназы под контролем 
сигнального пептида лизоцима – 5.4 Ед./мл. 
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