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Выделение природного химозина сопряжено с этическими проблемами и высокими экономическими затратами. В связи с этим 
цель нашего исследования – очистка рекомбинантного химозина Camelus dromedarius (rChn-Cam), полученного в экспрессионной 
системе Pichia pastoris, с оптимизацией к росту клеточных колоний к различным питательным средам в присутствии различных 
концентраций зеоцина и анализ ферментативной активности. Последовательность гена прохимозина получена из NCBI BLAST. 
В качестве штамма-продуцента использовали GS115/his4 P. рastoris. Для конструирования экспрессионной кассеты использовали 
вектор pPICZ(alpha)B с промотором AOXI. В работе применяли генно-инженерные методы; культивирование штамма; выделение 
рекомбинантных His-Tag-меченных белков методом металл-аффинной хроматографии, ПААГ-электрофореза и Western-blot анализ. 
Молекулярную массу определяли методом MALDI-TOF MS, концентрацию – спектрофотометрически. После разработки челночной 
экспрессионной плазмиды pPICZ(alpha)B/proCYM_camel_pp_IDT отмечено, что наращивание клеточной массы P. рastoris GS115/his4 
(фенотип Mut+) целесообразнее проводить с предварительным внесением 0,5 % метанола. После трансформации P. pastoris GS115/his4 
и получения штамма-продуцента P. рastoris/pPICZ(alpha)B/proCYM_camel_pp_IDT отмечена сопряженность между скоростью прироста 
клеточной массы и концентрациями зеоцина в среде YPD («не обогащенная» с 50, 100 и 200 мкг/мл зеоцина) и YPD («обогащенная», 
биотин 0,00004 % и 1 % глицерина, с 50, 100 и 200 мкг/мл зеоцина), согласно которой штамм-продуцент целесообразно выращивать 
в «обогащенной» среде с концентрацией зеоцина 50 мкг/мл. После выделения и очистки масса rChn-Cam составила 35,673 кДа. 
При повышении рН субстрата с 5,0 до 6,5 коагуляционная активность снижалась на 24 %. Порог термической инактивации 
rChn-Cam составил 40–45 °C. Единица активности свертываемости снижается при увеличении концентрации зеоцина. Выявлена 
противоположная зависимость концентрации rChn-Cam от времени начала свертывания субстрата. Таким образом, полученный нами 
rChn-Cam в экспрессионной системе P. рastoris является хорошей альтернативой rChn, который используется при производстве сыров.
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Введение
Химозин (EC 3.4.23.4; Chn) представляет собой аспа-
рагиновую протеазу группы эндопептидаз, проду-
цируемую железистыми клетками сычуга новоро-
жденных млекопитающих, способный к гидролизу 
внутримолекулярных пептидных связей [1–8]. Нату-
ральный Chn, получаемый из желудков новоро-
жденных сельскохозяйственных животных, а также 
его генно-инженерные аналоги широко исполь-
зуются при производстве сыров. Выделение при-
родного химозина из желудка новорожденных 
животных ограничено этическими проблемами 
и сопряжено с высокими экономическими затра-
тами. Одновременно с ежегодным ростом произ-
водства сыра повышается спрос на этот фермент. 

Активный центр Chn несет два остатка аспараги-
новой аминокислоты в положениях 34 и 216 [8, 9]. 
Фермент отличается необычным сочетанием фер-
ментативных свойств – проявляет высокую специ-
фичность к пептидной связи в молекуле каппа-ка-
зеина (κ-CN) и низкую общую протеолитическую 
активность, что определяет его биологические функ-
ции. Chn эффективно свертывает молоко, что спо-
собствует его полному усвоению в желудочно-ки-
шечном тракте новорожденных [10]. В свою очередь, 
низкий общий уровень протеолитической активно-
сти химозина предотвращает повреждение анти-
тел и других белков, содержащихся в материнском 
молоке, которые обладают антибактериальными 
и противовирусными свойствами. В результате ново-
рожденные тех млекопитающих, у которых к постна-
тальному периоду не сформировалась собственная 
иммунная система, обеспечиваются материнскими 
факторами пассивного иммунитета. У видов, дете-
ныши которых рождаются с уже развитым иммуни-
тетом, ген Chn не экспрессируется [11]. Chn, в частно-
сти, воздействует на κ-CN пептидную связь между 
Phe105 и Met106, вызывая образование дестабили-
зированных мицелл казеина, свертывание молока 
и разделение молока на творог и сыворотку [2, 12].

Chn является одним из самых ранних биотехнологиче-
ских применений ферментов для производства сыра. 
Во второй половине XX века объемов производства 
сычужного фермента было недостаточно для удо-
влетворения потребностей сыродельной промыш-

ленности, и его генно-инженерные аналоги заменили 
натуральный, используя рекомбинантные техноло-
гии в микроорганизмах, эукариотах [13–16] и расте-
ниях [7, 17–20]. Экспрессия химозина в грибах и дрож-
жах очень эффективна, поскольку ферментация 
в биореакторах позволяет производить большое коли-
чество фермента за короткий период [21]. Экспрес-
сионные системы одноклеточных грибов (дрожжей) 
характеризуются простотой генетических манипу-
ляций и стабильной геномной интеграцией экспрес-
сионных кассет, способностью осуществлять пост-
трансляционные модификации, отсутствием вирусных 
инфекций, токсинов, пирогенов и патогенов. К преиму-
ществам также можно отнести короткий цикл роста, 
относительно простой состав питательной среды, спо-
собность к биосинтезу как одного (преобладающего) 
фермента, так и мультиферментных систем1 [22–24].

Chn был первым рекомбинантным ферментом, одоб-
ренным FDA [13]. Производство коровьего (Bos tau-
rus) Chn в генетически модифицированных микроор-
ганизмах и его внедрение в производство сыра стало 
одним из первых успешных применений технологий 
рекомбинантной ДНК в пищевой промышленности. 
Позже появился рекомбинантный Chn (rChn) одногор-
бого верблюда (Camelus dromedarius), который пре-
восходит коровий фермент по удельной активности, 
способствующей свертыванию молока и специфич-
ности [25]. На сегодняшний день официально приме-
няются два генно-инженерных химозина – коровы 
и одногорбого верблюда, синтезируемые в системах 
экспрессии Aspergillus niger var. awamori и Kluyveromyces 
lactis. Генно-инженерные сычужные ферменты коров 
и верблюдов являются высококачественной альтер-
нативой сычужному ферменту и в настоящее время 
широко представлены на рынке промышленных молоч-
ных коагулянтов [7, 26]. К настоящему времени про-
ведены исследования биохимических свойств rChn 
парнокопытных и других млекопитающих, получен-
ные в экспрессионных системах микроорганизмов, 
растений, эукариот и прокариот [4, 8, 12, 15, 21, 27–30].

Верблюжий химозин может быть использован 
для производства сыра из коровьего [28] и вер-
блюжьего молока [29], и является более многообе-
щающим [2, 4, 28, 29], так как обладает более высо-
кой термостабильностью по сравнению с бычьим 

1Антонова, Е. И. Генетические конструкции как источник получения рекомбинантного химозина / Е. И. Антонова, 
А. Н. Аббязова, Н. В. Фирсова [и др.] // Фундаментальные и прикладные исследования по приоритетным направлениям 
биоэкологии и биотехнологии: Сборник материалов VII Всероссийской научно-практической конференции. – 
Чебоксары: ИД «Среда», 2024. – С. 49–55. https://doi.org/10.31483/r-112097; https://elibrary.ru/bboeyl
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химозином и на 70 % с более высокой активностью 
свертывания молока [4, 6], что делает его привлека-
тельным для коммерческого производства сыра. 

Для оценки биохимических свойств молокосвер-
тывающих протеиназ используют: коагуляционную 
или молокосвертывающую активность, общую про-
теолитическую активность, специфичность, термо-
стабильность, зависимость молокосвертывающей 
активности от рН и концентрации ионов кальция. 
Хорошо известен «парадокс» – Chn коровы не коагу-
лирует верблюжье молоко (или коагулирует, но очень 
медленно) или Chn коровы не способен коагулиро-
вать молоко лошади и одного из представителей 
инфракласса сумчатых млекопитающих – лисьего 
кузу (Trichosurus vulpecula), намного медленнее свер-
тывает молоко крысы и кролика, чем молоко коровы, 
козы и северного оленя. Поэтому изучение любого 
нового молокосвертывающего фермента для пер-
спективы использования в сыроделии начинается 
с определения его молокосвертывающей активно-
сти по отношению к коровьему молоку, которое явля-
ется основным сырьем для производства сыров. 

Протеолитическая активность молокосвертывающего 
фермента выражается в двух формах. Первая – это 
специфическая молокосвертывающая активность, 
равная степени протеолиза в отношении расщепле-

ния связи Phe105-Met106 в молекуле каппа-казеина 
в единицах IMCU (International MilkClotting Units). Вто-
рая – общая протеолитическая активность, равная 
степени неспецифического протеолиза в отношении 
расщепления любых пептидных связей в казеинах 
молока [25]. Критерием, определяющим пригодность 
молокосвертывающего фермента для свертыва-
ния молока в сыроделии, является соотношение его 
молокосвертывающей активности к общей протео-
литической активности. Соотношение выражает 
долю «полезной» активности фермента, повышение 
соотношения обеспечивает высокую скорость свер-
тывания молока, повышается выход сыра, устра-
няются пороки сыра (избыточный протеолиз – горь-
кий вкус) и увеличивается срок хранения сыра [5]. 

Термостабильность – это диапазон температур, 
при которых молокосвертывающий фермент прояв-
ляет высокую (≥ 80 %) молокосвертывающую актив-
ность. В результате гидролиза казеинов образу-
ются пептиды и аминокислоты, а также продукты 
их деградации и биохимической модификации, кото-
рые влияют на формирование физико-химических 
и органолептических показателей сыра. Поэтому дан-
ные о термостабильности коагулянта молока позво-
ляют регулировать степень протеолиза и сроки 
созревания сыров путем варьирования темпера-
туры обработки сырного зерна [27]. Верблюжий rChn 
имеет более высокий порог термоинактивации, чем 
rChn коровы, а общая протеолитическая активность 
этих ферментов возрастает при повышении темпе-
ратуры. Пороги полной температурной инактива-
ции для rChn верблюда, синтезированного в системах 
высших плесневых грибов (Aspergillus niger) и дрож-
жей (Pichia pastoris), различаются на 10 °С. Термо-
стабильность известных рекомбинантных химози-
нов может варьировать в зависимости от метода 
и условий определения этого технологического пара-
метра, вида источника гена и системы экспрессии, 
в которой получен молокосвертывающий фермент. 

Технология производства большинства 
сыров – в исходное цельное молоко с рН ≈ 6,7, 
добавляют концентрат молочнокислых бакте-
рий и инкубируют полученную смесь в течение 
30–40 мин при 32–35 °С. Развивающаяся микро-
флора закваски приводит к снижению рН молока. 
Как правило, для получения сгустка фермент вно-
сится в молочную смесь при рН 6,5–6,6. В связи 
с этим, одним из основных требований к молокосвер-
тывающему ферменту является способность эффек-
тивно коагулировать молоко при слабокислом рН.

Источник изображения: freepik.com
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Цель работы – очистка верблюжьего рекомби-
нантного химозина Camelus dromedarius, полу-
ченного в экспрессионной системе Pichia рasto-
ris, трансформированной челночной плазмидой 
pPICZ(alpha)B/proCYM_camel_pp_IDT, с оптимиза-
цией к росту клеточных колоний на различных пита-
тельных средах в присутствии различных концентра-
ций зеоцина и анализ ферментативной активности.

Объекты и методы исследования
Для конструирования экспрессионной кассеты 
использовали вектор pPICZ(alpha)B с промотором 
AOXI (Invitrogen, США). Ген был синтезирован ком-
панией ООО «Евроген» (Россия). Ген прохимозина 
был клонирован в вектор pPICZ(alpha)B в сайтах 
Eco XhoI/XbaI, в результате чего была получена чел-
ночная плазмида pPICZ(alpha) B-proCYM_camel_pp_IDT. 
Кодируемый белок прохимозина несет N-кон-
цевой сигнальный пептид α -фактора для секре-
ции в культуре дрожжей. Нуклеотидная после-
довательность гена прохимозина C. dromedarius 
(NP_001290503.1) была получена из базы данных 
NCBI BLAST. Ген состоит из 9 экзонов и 8 интронов 
и кодирует белок из 381 аминокислотного остатка. 
Коммерческий штамм GS115/his4 P. рastoris (Invitrogen, 
США) служил в качестве штамма-продуцента.

Для наработки плазмидной ДНК использо-
вали Escherichia coli (E.coli) штамм XL1-Blue (Евро-
ген, Россия). Культуру растили при 37 °С в среде LB 
(состав, г/л: триптон – 10; дрожжевой экстракт – 5; 
NaCl – 5), при необходимости добавляли зеоцин.

Наработка культуры P. рastoris. Коммерческий 
штамм GS115/his4 P. рastoris культивировали в тер-
мошейкере (LabTech, Италия) 48 ч, 30 °С, 200 об/мин 
в колбе Эрленмейера объемом 2 л на жидкой пита-
тельной среде YPD (состав, г/л: пептон – 20; дрож-
жевой экстракт – 15; глюкоза – 20) в объеме 
200 мл. Для достижения оптимального баланса 
между составом питательных сред и жизнеспо-
собностью штаммов-продуцентов P. рastoris моде-
лировали две экспериментальные модели:
• первая группа – наработка культуры P. рasto-
ris в «не обогащенной» питательной среде YPD 
(без дополнительного внесения биотина и гли-
церина) в присутствии 0,5 % метанола;
• вторая группа – наработка культуры P. рasto-
ris в «обогащенной» питательной среде YPD (допол-
нительное внесения 0,00004 % биотина и 1 % гли-
церина) в присутствии 0,5 % метанола.

Метанол добавляли к культуре каждые 24 часа. 
Через 3 дня культивирования культуру центрифу-
гировали при 1800g в течение 10 минут на центри-
фуге Microfuge 22R (Beckman-Coulter, США). Предпо-
лагается, что содержание метанола в питательной 
среде существенно влияет на плотность дрожже-
вой культуры, который быстро потребляется расту-
щими клетками в качестве источника углерода [12].

Трансформация клеток P. рastoris и получе-
ние штамма-продуцента. Процедуру трансфор-
мации GS115/his4 P. рastoris методом электропо-
рации проводили согласно руководству EasySelect 
Pichia Expression Kit (Invitrogen, Россия). Полу-
ченные устойчивые к зеоцину колонии P. рasto-
ris/pPICZ(alpha)B/proCYM_camel_pp_IDT инокулиро-
вали в 2 мл жидкой среды YPD, а также пересевали 
на чашки Петри с плотной селективной средой 
(YPD: 1 % дрожжевого экстракта, 2 % пептона, 2 % 
декстрозы, 1,5 % агара) с различным содержанием 
зеоцина – 50, 100 и 200 мкг/мл. Наличие гена подтвер-
ждали методом ПЦР с образцами ДНК, выделенными 
из колоний или суспензии клеток, на термоциклере 
CFX96 в режиме «реального времени» (BioRad, США). 
Серии экспериментов проводили в трех повторностях.

Видовую принадлежность полученных колоний кле-
ток проводили с использованием программно-ап-
паратного комплекса MALDI-TOF времяпролетной 
масс-спектрометрии серии FLEX (MALDI-TOF MS) с при-
менением панели MALDI BioTyper (Bruker Daltonics, Гер-
мания). Концентрацию плазмидной ДНК (нг/мкл), 
оптическую плотность (МcF/Мак-Фарланда), клеточ-
ной массы определяли на спектрофотометре Micro 
Spectrophotometer Nano-500 (Hangzhou Allsheng Instru-
ments Co., Ltd., Китай) при длине волны 260–280 нм.

Отбор супернатанта для анализа рекомбинантного 
белка. На 3 сутки суспензию с трансформирован-
ной P. рastoris центрифугировали в пробирках объе-
мом 50 мл 5000g в течение 10 минут на центрифуге 
Microfuge 22R, супернатанты оставляли для анализа.

Выделение и очистка рекомбинантного химозина. 
Электрофорез в ПААГ и Western-blot. Электрофо-
рез проводили по Лэммли [31]. Готовили концентри-
рующий (2,7 мл воды; 0,67 мл акриламидной смеси; 
0,5 мл 1М Tris-HCl с pH 6,8; 40 мкл 10 % ДСН; 40 мкл 
10 % персульфата аммония; 4 мкл темеда) и разде-
ляющий (2,3 мл воды; 5 мл акриламидной смеси; 
2,5 мл 1,5М Tris-HCl с pH 8.8; 100 мкл 10 % ДСН; 100 мкл 
10 % персульфата аммония; 4 мкл темеда) гели. 
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В систему для вертикального электрофореза зали-
вали разделяющий гель, далее наслаивали 200 мкл 
воды, для выравнивания поверхности геля. После 
его полимеризации остатки воды убирали и зали-
вали концентрирующий гель. Образцы смешивали 1/1 
с 2× буфером для образцов (ДСН – 0,5 г; 1М Tris-HCl 
с pH 6,8 – 5 мл; глицерин – 2 мл; меркаптоэтанол – 1 мл; 
вода – 2 мл), нагревали до 95 °С в течение 10 мин.

Электрофорез проводили в буфере TGB при силе тока 
18 мА (= 180В). При необходимости гель окрашивали 
Coomassie Briliant Blue R-250 (Servicebio, Китай). Для фик-
сации 10 минут инкубировали в растворе, содержа-
щем 10 % уксусной кислоты и 40 % этанола. Затем 
гель окрашивали 20 минут в растворе, содержащем 
4 % Coomassie Briliant Blue R250, 10 % уксусной кислоты 
и 40 % этанола, далее отмывали в растворе 10 % уксус-
ной кислоты. Перенос белков на нитроцеллюлозную 
мембрану проводили полусухим методом – на смочен-
ный водой анод помещали 8 слоев фильтровальной 
бумаги, смоченной буфером TGB c 20 % этанолом (буфер 
для переноса). Сверху помещали смоченную буфером 
для переноса нитроцеллюлозную мембрану, на кото-
рую заливают гель. Затем сверху помещали 8 слоев 
фильтровальной бумаги, смоченной буфером для пере-
носа. Перенос проводили 40 мин при силе тока 75 мА. 

Выделение рекомбинантных His-Tag – меченных бел-
ков на Ni-NTA сефарозе (металл-аффинная хромато-
графия). Методика выделения основана на руководстве 
The QIAexpressionist (Qiagen). Для выделения рекомби-
нантных белков, содержащих His-Tag на Ni-NTA сефа-
розе, предварительно проводили концентрирование 
культуральной жидкости на концентраторах Vivaspin 20 
(Sartorius Biotech). Затем полученный концентрат раз-
водили в 10 раз буфером для нанесения на колонку 
(50 mM фосфата натрия с pH 8,0; 300 mM хлорида натрия; 
10 mM имидазола). В полученную смесь вносили 2 мл 
уравновешенной Ni-NTA агарозы (Ni-NTA Agarose 30210, 
QIAGEN), инкубировали на шейкере 1 ч и наносили 
на колонку. Колонку промывали буфером для нанесения 
и промывочным буфером (50 mM фосфата натрия с pH 
8,0; 300 mM хлорида натрия; 20 mM имидазола). Целевой 
белок элюировали элюирующим буфером (50 mM фос-
фата натрия с pH 8,0; 300 mM хлорида натрия, 250 mM 
имидазола). Наличие белков проверяли смешива-
нием с 5 мкл буфера, выходящего из колонки с Bradford 
solution. Анализировали фракции элюции с помощью 
ПААГ электрофореза в денатурирующих условиях.

Измерение оптимального рН субстрата для актив-
ности свертывания молока. Сухое обезжиренное 
молоко растворяли в 50 mM Tris-HCl буфере (рН 7,0–8,0). 
Молочные растворы помещали в качестве субстрата 
в пробирки объемом 2 мл [32]. Максимальная актив-
ность фермента определялась как 100 % активность, 
остальные образцы оценивались на основании этого.

Определение концентрации белка. Концентрацию 
белка в препаратах rChn определяли спектрофотоме-
трически в соответствии с Варбургом и Кристианом2 
на спектрофотометре Micro Spectrophotometer Nano-500 
для оптической плотности при длине волны 280 нм.

Анализ свертываемости молока. Сухое коровье 
обезжиренное молоко разводили до 12 % в 0,025 М 
натриево-ацетатном буфере с рН 6,0 в качестве суб-
страта. Ферментативные реакции для отбора кло-
нов проводили в трех повторностях при 40 °C в про-
бирках с 20 мкл раствора фермента и 1 мл субстрата. 
Сгустки молока визуализировали, переворачивая про-
бирки вверх дном [35]. Единицу активности свертыва-
ния молока (A) определяли, как количество фермента, 
необходимое для свертывания 1 мл коровьего обез-
жиренного молока за 40 мин при 40 °C по формуле: 

 ,

где Vmilk – объем молока, мл; Vchymosin – объем добавлен-
ного химозина, мл; Tmc  – время свертывания молока, с.

Определение оптимальной температуры для актив-
ности свертывания молока. Активность свертывания 
молока измеряли в диапазоне температур 35–50 °C 
в 200 mM натрий-ацетатном буфере (pH 5,0). Растворы 
субстрата и фермента предварительно нагревали 
до температуры реакции в течение 5 минут, после чего 
растворы смешивали. Максимальная активность фер-
мента определялась как 100 % активность, и осталь-
ные образцы оценивались на основании этого.

Статистическая обработка полученных данных 
проводилась с использованием пакета программ-
ного обеспечения Prism 8.0.1 (Graphpad, USA). Нор-
мальность распределения данных оценивали 
с помощью критерия Шапиро-Уилка. Оценка досто-
верности различий выборок проведена с исполь-
зованием T-критерия Стьюдента. Различия счита-
лись достоверными при уровне значимости р < 0,05.

2Warburg, O. Isolierung und Kristallisation des Gärungsferments Enolase / O. Warburg, W. Christian // 
Naturwissenschaften. 1941. Vol. 29. P. 589–590. https://doi.org/10.1007/BF01482279
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Результаты и их обсуждение
Наработка культуры P. рastoris. Коммерческий 
штамм GS115/his4 P. рastoris (чистая линия, кото-
рая служила контролем) культивировали в двух про-
бирках в объеме 10 мл жидкой питательной среды 
YPD (dd Н2О – 200 мл, бульон LB по Miller (Диаэм, Рос-
сия) – 40 г/л, дрожжевой экстракт тип Б – 1 г, пептон 
(Диаэм, Россия) – 2 г). В первой пробирке к питательной 
среде добавляли 0,5 % метанола, во второй – клетки 
росли без метанола. Обе модели эксперимента куль-
тивировали в термошейкере 30 °С, 200 об/мин с допол-
нительным внесением в первую модель через 
24 часа 0,5 % метанола в течение 4 суток. Отмечено, 
что показатель оптической плотности культур, кото-
рые росли на среде без добавления метанола, за пер-
вые сутки культивирования увеличился в 6 раз, 
ко вторым суткам – на 13 %, к третьим – на 40 %, к чет-
вертым – на 6 %. Показатель оптической плотности 
культуры клеток, которые росли на среде с добав-
лением метанола, за первые сутки культивирова-
ния увеличился в 14 раз, ко вторым суткам – на 33 %, 
к третьим – на 18 %, к четвертым – на 6 %. Дисперси-
онный анализ выявил достоверно значимое влия-
ние метанола как фактора на вариабельность оптиче-
ской плотности (F = 27,98, р < 0,0001). Штамм P. рastoris 
GS115/his4, который мы используем в работе, признан 
как Mut+-фенотип утилизации метанола [34], и клеточ-
ная линия с дополнительным внесением метанола 
показала более высокие значения плотности культуры, 
используя метанол в качестве источника углерода.

Трансформация клеток P. раstoris и получе-
ние штамма-продуцента. Процедуру трансфор-
мации GS115/his4 P. рastoris двух эксперименталь-
ных моделей методом электропорации проводили 
согласно руководству EasySelect Pichia Expression Kit. 

Эффективность трансформации контролировали 
методом Real-time ПЦР с колоний. Далее P. рastoris/
pPICZ(alpha)B/proCYM_camel_pp_IDT колонии инокули-
ровали по 200 мкл суспензии клеток в чашки Петри 
со средами, содержащими зеоцин (500–2000 мкг/мл): 
первая среда YPD, «не обогащенная» глицерином 
и биотином, и вторая YPD, «обогащенная» 0,00004 % 
биотином и 1 % глицерином. Колонии, выращен-
ные в двух экспериментальных моделях, были ото-
браны и подвергнуты скринингу на плотной и жидкой 
селективной среде (YPD: 1 % дрожжевого экстракта, 
2 % пептона, 2 % декстрозы, 1,5 % агара) с зеоци-
ном в концентрациях 50, 100 и 200 мкг/мл, в каче-
стве антибиотика, для отбора трансформированных 
клеток под контролем промотора рAOX1. Культи-
вировали колонии клеток в течение трех суток. 

В ходе исследования в сравнительном аспекте выяв-
лено (рис. 1), что оптическая плотность клеточной куль-
туры трансформированного штамма P. рastoris, выра-
щенной на «не обогащенной» среде с 50 мкг/мл зеоцина 
(группа 1), увеличивается в 8,2 раза (р = 0,0011), тогда 
как на «обогащенной» среде (группа 4) – в 9,1 раз (р = 
0,00004). Таким образом, оптическая плотность 
на третьи сутки культивирования составляет в пер-
вой группе 2,37 ± 0,09 McF, в четвертой 2,85 ± 0,07 McF, 
что на 20 % выше относительно группы 1 (р = 0,03).

Оптическая плотность клеточной культуры, выра-
щенной на «не обогащенной» среде с 100 мкг/мл зео-
цина (группа 2), увеличивается в 6,8 раз (р = 0,0005), 
что составляет 2,147 ± 0,08 McF. Оптическая плотность 
клеточной культуры, выращенной на «обогащенной» 
среде (группа 5) увеличилась в 7,2 раз (р = 0,00006) 
и составляет 2,2 ± 0,14 McF. Статистически значимых 
различий между второй и пятой группой не выявлено.

Рисунок 1. Оптическая плотность клеточной культуры трансформированного штамма P. рastoris при разных концентрациях зеоцина 
с ежедневным добавлением метанола: а) «не обогащенная» среда; б) «обогащенная» среда
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Оптическая плотность клеточной культуры, выра-
щенной на «не обогащенной» среде на третьи 
сутки с 200 мкг/мл зеоцина (группа 3), составляет 
1,924 ± 0,037 McF и увеличивается в 5,9 раз (р = 0,0005). 
Оптическая плотность клеточной культуры, выращен-
ной на «обогащенной» среде (группа 6) увеличилась 
в 6,1 раз (р = 0,00006) и составляет 2,027 ± 0,06 McF. 
Статистически значимых различий не выявлено.

Таким образом, с целью увеличения наращивания 
биомассы трансформированного штамма GS115/his4 
P. рastoris целесообразно использовать «обогащен-
ную» среду с концентрацией зеоцина 50 мкг/мл.

Трансформированные P. рastoris/pPICZ(alpha)B/
proCYM_camel_pp_IDT более динамично наращи-
вают плотность биомассы при культивировании 
на «обогащенной» среде, особенно в первые сутки 
после посева, вне зависимости от концентрации 
зеоцина. В то же время необходимо отметить, что 
нами выявлена разнонаправленная динамика при-
роста клеточной массы на твердой и жидкой селек-
тивной среде. Так, в частности, при культивировании 
на твердой селективной среде с разной концен-
трацией зеоцина хорошо видна разница в количе-
стве колоний – чем больше концентрация зеоцина, 
тем меньше колоний. Тогда как в жидкой селектив-
ной среде такой закономерности не выявлено.

После выделения и очистки рекомбинантных His-
Tag – меченных рекомбинантных белков химозина 
C. dromedarius (rChn-Cam) на Ni-NTA сефарозе (металл-
аффинная хроматография) в полиакриламидном геле 
(ПААГ) стало возможным сконцентрировать рекомби-
нантный rChn-Cam и выявить его наличие в сравнении 
с контрольным образцом (рис. 2а). Наличие rChn-Cam 
также было подтверждено по массе на MALDI-TOF вре-
мяпролетном масс-спектрометре серии FLEX (MALDI-
TOF MS) с применением панели MALDI BioTyper (рис. 2б).

Зависимость активности свертывания молока от pH. 
Как известно, оптимум молокосвертывающей 
активности лежит в кислом диапазоне рН. Реак-
ция исследуемых ферментов на повышение рН суб-
страта была различной (рис. 3а, 4). Так, при повы-
шении рН с 5,0 до 6,5 коагуляционная активность 
rChn-Cam снижалась на 24 % во всех исследуе-
мых группах. С точки зрения технологии производ-
ства сыра это означает, что при том же общем MA 
при pH = 5,0 (pH молока, в которое был добавлен коа-
гулянт) расход на rChn-Cam для свертывания еди-
ницы объема молока будет максимальным. Что 
соотносится с литературными данным по молоко-
свертывающей активности для рекомбинантного 
химозина C. dromedarius, экспрессируемого в дрож-
жах P. рastoris [2, 4]. С повышением рН молокосвер-
тывающая активности уменьшалась (рис. 3а, 4). 
При рН 6,5 отмечено снижение во всех группах. 
При более низких значениях pH во всех группах коа-
гуляции не наблюдалось. Эти данные показали, что 
верблюжий химозин, как и другие химозины, обла-
дает максимальной активностью в кислых условиях. 
Эти данные подразумевают, что на активность химо-
зина влияют такие факторы, как происхождение фер-
мента, система экспрессии и степень его очистки. 
Таким образом динамика зависимости молокосвер-
тывающей активности от различных значений рН 

Рисунок 3. Молокосвертывающая активность рекомбинантного химозина C. dromedarius: а) в пересчете на продолжительность 
свертывания при различных значениях рН (4,0–6,5) молочного субстрата; б) в отношении свертывания молока при различных 
температурах субстрата (37–50 °C); в) в зависимости от концентрации рекомбинантного химозина C. dromedarius

Рисунок 2. Очистка рекомбинантного химозина C. dromedarius 
в полиакриламидном геле – а; масса рекомбинантного химозина 
C. dromedarius на MALDI-TOF времяпролетном масс-спектрометре 
серии FLEX (MALDI-TOF MS) с применением панели MALDI BioTyper – б
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была схожей во всех группах двух эксперименталь-
ных моделей. Максимальная активность фермента 
в каждой экспериментальной группе определя-
лась как 100 %, и на основе этого оценивались дру-
гие образцы. Тесты проводились в 3 повторениях.

Термостабильность. На активность рекомби-
нантного химозина, который способствует свер-
тыванию молока, влияет температура. 

Зависимость молокосвертывающей активности 
rChn-Cam от температуры субстрата имеет харак-
терную особенность: активность постепенно увели-
чивается в диапазоне 37–45 °C. Нами отмечено, что 
при 37 °С свертывание не отмечается, при 40 °С увели-
чивается на 55 %. Разница между молокосвертываю-
щей активностью при температуре 40 и 45 °С состав-
ляет 30 %, при температуре 45 и 50 °С – 15 % (рис. 3б). 
Далее снижается. Таким образом, в нашем исследова-
нии оптимальная температура для свертывания суб-
страта находится в диапазоне 40–45 °C. При более 
высоких и низких температурах активность rChn-
Cam в коровьем молоке снижается. Различные значе-
ния оптимальной температуры для коровьего молока 
мы связываем с различными механизмами действия 
верблюжьего химозина. В коровьем молоке основ-
ным субстратом для химозина является κ-CN, кото-
рый обеспечивает стабильность мицелл κ-CN. 

Максимальный уровень молоксвертывающей актив-
ности среди всех проанализированных эксперимен-
тальных групп принимали за 100 %. Выявлена пря-
мая зависимость этого показателя от концентрации 
белка (рис. 3в, 4). Так, в четвертой группе с самой 
высокой концентрацией белка, обнаружен и самый 
высокий показатель единицы активности сверты-
вания молока (А = 0,4), значение данной группы при-
нято за 100 %. В пятой группе также прослежива-
ется зависимость высокого содержания белка 

и высокой единицы активности свертывания состав-
ляет 91,5 %  (А = 0,37) относительно максимального 
значения. Во второй и третьей группе, с самой низкой 
концентрацией белка, отмечается обратная тенден-
ция — молокосвертывающая активность составляет 
всего 50,75 (А = 0,20) и 39,25 % (А = 0,15), соответ-
ственно. Таким образом нами выявлено, что еди-
ница активности свертываемости rChn-Cam в кле-
точных культурах трансформированного штамма P. 
рastoris при выращивании на различных средах про-
являет одинаковую тенденцию в зависимости от кон-
центрации зеоцина – единица активности фермента 
снижается при увеличении концентрации зеоцина.

С другой стороны (рис. 5), выявлена противополож-
ная зависимость показателей концентрации rChn-Cam 
от времени начала свертывания субстрата. Наибо-
лее ярко эта зависимость проявляется в третьей 
группе, в которой самый низкий показатель концен-
трации белка (0,007 ± 0,002 мг/мл), и, соответственно, 
максимальный показатель времени начала сверты-
вания (305,3 ± 5,03 с). Обратная, но также наиболее 
ярко выраженная, зависимость выявлена в четвер-

Рисунок 5. Корреляция концентрации рекомбинантного химозина 
C. dromedarius и времени начала свертывания субстрата в разных 
группах двух экспериментальных моделей

Рисунок 4. Молокосвертывающая активность рекомбинантного химозина C. dromedarius. Коагулированный субстрат различных групп двух 
экспериментальных моделей
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той группе, в данной группе самый высокий показа-
тель концентрации rChn-Cam (0,034 ± 0,004 мг/мл) 
наряду с самым низким значением времени начала 
свертывания субстрата (120,0 ± 4,4 с). Во вто-
рой и пятой группе выявлена схожая динамика 
с третьей и четвертой, соответственно. В первой 
и шестой группе отмечаются схожие показатели кон-
центрации rChn-Cam и времени свертывания суб-
страта: 1 группа – 0,018 ± 0,003 мг/мл, 147,7 ± 2,52 с; 
6 группа – 0,017 ± 0,002 мг/мл, 156,7 ± 6,11 с.

Выводы
Таким образом, нами успешно разработана челночная 
экспрессионная плазмида pPICZ(alpha)B/proCYM_camel_
pp_IDT, которая включала в себя вектор pPICZ(alpha)B 
с промотором AOXI, ген прохимозина C. dromedarius. 

Наращивание клеточной массы штамма-проду-
цента P. рastoris GS115/his4 целесообразнее прово-
дить с предварительным внесением 0,5 % метанола 
в качестве источника углерода для активации мета-
болического пути MUT (methanol utilization) и фермента 
алкогольоксидаза (АОХ, КФ 1.1.3.13). Так как в целом 
штамм GS115/his4 относится к фенотипу Mut+, кото-
рый характеризуется высоким темпом роста и более 
высокой производительностью, то существует необ-
ходимость дополнительного внесения метанола.

С позиции анализа экспрессионной кассеты Chn 
в системе экспрессии P. рastoris, по достижению 
оптимального баланса между составом питатель-
ных сред и жизнеспособностью штаммов-проду-
центов на основе источника углерода и устойчи-
вости к зеоцину, после трансформации P. рastoris 
GS115/his4 и получения штамма-продуцента P. рas-
toris/pPICZ(alpha)B/proCYM_camel_pp_IDT, выяв-
лена сопряженность между скоростью приро-
ста клеточной массы и концентрациями зеоцина 
в среде YPD («не обогащенная» глицерином и биоти-
ном) и YPD («обогащенная», биотин 0,00004 % и 1 % 
глицерина). По результатам наших исследований, 
штамм-продуцент P. рastoris/pPICZ(alpha)B/proCYM_
camel_pp_IDT целесообразно выращивать в «обога-
щенной» среде с концентрацией зеоцина 50 мкг/мл. 

В то же время трансформированные P. рasto-
ris/pPICZ(alpha)B/proCYM_camel_pp_IDT более дина-
мично наращивают плотность биомассы при куль-
тивировании на «обогащенной» среде, особенно 
в первые сутки после посева, вне зависимости 
от концентрации зеоцина. При культивировании 
на твердой селективной среде с разной концентра-
цией зеоцина хорошо видна разница в количе-
стве колоний – чем больше концентрация зеоцина, 
тем меньше колоний. Тогда как в жидкой селектив-
ной среде такой закономерности не выявлено.

После выделения рекомбинантных His-Tag – мечен-
ных белков на Ni-NTA сефарозе (металл-аффин-
ная хроматография) масса rChn-Cam по результатам 
исследований на MALDI-TOF времяпролетном масс-
спектрометре серии FLEX (MALDI-TOF MS) с примене-
нием панели MALDI BioTyper, составила 35,673кДа.
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В шести экспериментальных группах при повы-
шении рН субстрата с 5,0 до 6,5 коагуляцион-
ная активность rChn-Cam снижалась на 24 %. 

Порог термической инактивации rChn-Cam соста-
вил 40–45 °C. После нагревания при 50 °C молоко-
свертывающая активность фермента снижается.

Единица активности свертываемости rChn-Cam в кле-
точных культурах трансформированного штамма P. рas-
toris GS115/his4 при выращивании на различных сре-
дах проявляет одинаковую тенденцию в зависимости 
от концентрации зеоцина – единица активности фер-
мента снижается при увеличении концентрации зеоцина.

Выявлена противоположная зависимость показа-
телей концентрации rChn-Cam от времени начала 
свертывания субстрата. Наиболее ярко эта зави-

симость проявляется в третьей группе (клеточные 
культуры, выращенные на «не обогащенной» среде 
с концентрацией зеоцина 200 мкг/мл) с самым низ-
ким показателем концентрации белка и наиболь-
шим показателем времени начала появления первых 
хлопьев. Обратная, но также наиболее ярко выра-
женная, зависимость выявлена в четвертой группе 
(клеточные культуры, выращенные на «обогащен-
ной» среде с концентрацией зеоцина 50 мкг/мл).

Наше исследование по оптимизации состава пита-
тельной среды на фоне различных концентраций 
зеоцина позволило выявить условия для производ-
ства rChn-Cam под контролем конститутивного про-
мотора АОХI в экспрессионной системе P. рastoris 
GS115/his4, который является хорошей альтерна-
тивой rChn, которые в настоящее время использу-
ются в промышленности по производству сыров. 

Recombinant chymosin of Camelus dromedarius in Pichia pastoris expression system:  
Purification and Enzymatic Profile
Elena I. Antonova, Natalia V. Firsova, Natalia A. Lengesova, Denis A. Victorov, Atabeg B. Achilo, Pavel S. Torutanov  
Research Centre for Fundamental and Applied  Bioecology and Biotechnology, Ulyanov State Pedagogical University, Ulyanovsk

original article

Natural chymosin production is an expensive and complex process associated with ethical issues. The article introduces recombinant chymosin 
Camelus dromedarius (rChn-Cam) isolated from a P. рastoris expression system and optimized for different nutrient media at different zeocin 
concentrations. The sequence of prochymosin gene was obtained from NCBI BLAST. GS115/his4 P.rastoris served as a producer strain. The pPICZ(alpha)
B vector with the AOXI promoter made it possible to construct the expression cassette. The experiment involved methods of genetical engineering 
and strain cultivation. The recombinant His-Tag-labelled proteins were isolated by the method of metal-affinity chromatography and analyzed using 
PAG electrophoresis and Western-blot analysis. The molecular weight was determined by MALDI-TOF MS while the concentration was defined 
spectrophotometrically. The shuttle expression plasmid pPICZ(alpha)B/proCYM_camel_pp_IDT revealed that the cell mass expansion of P. рastoris 
GS115/his4 (Mut+) should be performed with a preliminary introduction of 0.5% methanol. After the transformation of P. рastoris GS115/his4 
and obtaining a strain-producer of P. рastoris/pPICZ(alpha)B/proCYM_camel_pp_IDT, the rate of cell mass gain started to correlate with the zeocin 
concentrations in two different media. Medium YPD was not fornified and contained 50, 100, and 200 µg/mL zeocin. MediumYPD was fortified 
with 0.00004% biotin and 1% glycerol and included 50, 100, and 200 μg/mL zeocin. The strain-producer grew better in the medium with a zeocin 
concentration of 50 μg/mL. The mass of rChn-Cam was 35.673 kDa after isolation and purification. When the pH of the substrate rose from 5.0 to 6.5, 
the coagulation activity decreased by 24%. The thermal inactivation threshold of rChn-Cam was 40–45°C. The unit of coagulation activity 
decreased as the zeocin concentration went up. The rChn-Cam concentration was in inverse correlation with the substrate coagulation time. In this 
research, the rChn-Cam obtained in the expression system of P. prastoris proved to be a good alternative to rChn used in the cheese industry.

Keywords: genetic construct, recombinant chymosin, Camelus dromedarius, vector, plasmid, 
yeast Pichia pastoris, milk-setting activity, thermostability, chymosin purification
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