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Получен эффективный рекомбинантный штамм Komagataella phaffii, с высоким выходом продуци-
рующий прохимозин Bos taurus. Разработан метод выделения и очистки рекомбинантного химози-
на, включающий двухстадийную очистку методами ионнообменной и гидрофобной хроматогра-
фии. Получен препарат высокоочищенного (~90%) рекомбинантного химозина с концентрацией
4 мг/мл (1000 IMCU/мл) с выходом 62%. Разработанная методика может быть использована при
промышленном производстве фермента.
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Химозин (КФ 3.4.23.4) – аспартатная эндо-
пептидаза обладает специфической протеолити-
ческой активностью в отношении пептидной
связи Phe105-Met106  [1]. Результатом проявле-
ния протеолитической активности химозина яв-
ляется формирование молочного сгустка, что
чрезвычайно важно при изготовлении продук-
ции в сыроделии и пищевой промышленности.
Штаммы-продуценты на основе Aspergillus niger
[2] и Kluyveromyces lactis [3] активно используют-
ся в современной промышленности для продук-
ции рекомбинантного химозина. Создание эф-
фективных штаммов-продуцентов ферментов на
основе Komagataella phaffii (ранее – Pichia pastoris)
является важной прикладной задачей промыш-
ленной биотехнологии  [4, 5].

Ранее была оптимизирована нуклеотидная по-
следовательность для экспрессии в K. phaffii [6],
получены клоны штамм-продуцентов  [7], разра-
ботаны методы культивирования при использо-
вании технического глицерина  [8]. Однако, до-
стигнутые уровни продуктивности штамм-проду-
центов не соответствуют достигнутым уровням в
промышленных штаммах-продуцентах A. niger и
K. lactis. Существующие методы позволяют опти-
мизировать штаммы-продуценты K. phaffii как в
результате оптимизациия метаболома с увеличе-
нием выхода промежуточных интермедиатов и

конечных метаболитов; улучшения механизма ге-
номных интеграций, позволяющих увеличить эф-
фективность встраивания экспрессионных кассет;
оптимизации мультикопийных инсерций метода-
ми генетической инженерии; геномного редакти-
рования методами CRISPR/Cas9; коэкспрессии ге-
нов для улучшения внутриклеточного транспорта и
секреции, а также коэкспрессии шаперонов для
улучшения белкового фолдинга [9].

Цель работы – получение высокоэффективно-
го штамма-продуцента химозина в K. phaffii и раз-
работка методов выделения и очистки для ис-
пользования в промышленной биотехнологии.

МЕТОДИКА
Материалы. Для получения штамма-продуцен-

та использовали ген прохимозина B Bos taurus
(GenBank: E05472.1). Оптимизация последователь-
ности и химический синтез целевого гена выпол-
нены компанией “Twist Bioscience” (США). Ген
был получен в составе вектора pTwist (Amp). Реак-
тивы для питательных сред – фирмы “Sigma-Al-
drich” (США).

Конструирование вектора для экспрессии прохи-
мозина. Вектор pPICZalphaA (“Thermo Fisher Sci-
entific”, США) был использован для получения
секретируемого прохимозина B. Вектор содержал
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промотор AOX1 и фактор внеклеточной селекции
Saccharomyces cerevisiae [10]. Ген прохимозина B и
экспрессионный вектор pPICZalphaA были пооче-
редно обработаны эндонуклеазами рестрикции
EcoRI и NotI (“Thermo Fisher Scientific”, США),
после чего лигированы по образовавшимся “лип-
ким” концам лигазой фага Т4 (“Thermo Fisher Sci-
entific”, США).

Трансформация P. pastoris. Вектор pPICZalphaA
с встроенным геном прохимозина В был предва-
рительно линеаризован по сайту рестрикции SacI.
Для создания экспрессионного штамма исполь-
зовали клетки K. phaffii штамма X-33 (“Thermo
Fisher Scientific”, США).

Приготовление электрокомпетентных клеток
осуществляли согласно протоколу трансформа-
ции (http://tools.thermofisher.com/content/sfs-
manuals/easyselect_man.pdf). После электропора-
ции клетки инкубировали 1 ч при 30°С в 1.0 мл 1.0 М
сорбитола и высевали на чашки с агаризованной
средой, следующего состава (%): дрожжевой экс-
тракт – 1.0, пептон – 2.0, глюкоза – 2.0 и 1.0 М
сорбитол, а также различные концентрации зео-
цина (200, 500, 750, 1000 мкг/мл).

Селекция трансформантов. Отобранные транс-
форманты штамма K. phaffii X-33, устойчивые к
зеоцину, анализировали на наличие вставки гена
Chym1 методом ПЦР-скрининга с олигодезокси-
рибонуклеотидами Хим1 5'-GAATTCGCTGAAAT-
TACTAGAATCCCATTG-3' и Хим2 5'-GCGGCCGCT-
TAAATAGCTTTAGC-3' (“Евроген”, Россия). По
результатам селекции и ПЦР-скрининга были
отобраны клоны с встроенным геном прохимо-
зина В.

Культивирование трансформантов. Для получе-
ния инокулята трансформированные клетки вы-
ращивали в течение 24 ч при 30°C в шейкере-ин-
кубаторе “Innova 43R”, (“New Brunswick Scientif-
ic”, США) при 250 об./мин в жидкой питательной
среде YPD (%, дрожжевой экстракт – 1.0, трип-
тон – 1.5, глюкоза – 1.0), как описано ранее [4].
Полученным инокулятом засевали пробирки со
средой YPD (5 мл) в соотношении 1 : 10, и выра-
щивали при 30°С и 250 об./мин в течение 96 ч. Че-
рез каждые 24 ч культивирования добавляли 1.0%
метанола. После окончания культивации опреде-
ляли активность ферментов в культуральной жид-
кости.

Определение активности химозина в культу-
ральной жидкости. Для активации химозина из
культуральной жидкости (КЖ) каждого выбран-
ного клона после культивирования отбирали по
1 мл, добавляли 100 мкл 1.0 M HCl, инкубирова-
ли 2 ч, а затем восстанавливали pH до 5.5 добавле-
нием 90 мкл 1.0 M NaOH c последующей инкуба-
цией в течение 2 ч. Активность химозина опреде-
ляли в соответствии с ранее разработанной
методикой определения молоко-свертывающей

активности [11]. Сухое обезжиренное молоко
(“Промакс”, Россия) было восстановлено в виде
26%-ного раствора с добавлением 0.5 г/л CaCl2,
pH 6.5. Молоко перемешивали при 25°С в тече-
нии 30 мин и инкубировали при 37°С 20 мин. К
1 мл восстановленного обезжиренного молока,
содержащего 0.1 г/мл хлорида кальция добавляли
100 мкл КЖ после активации химозина. Опреде-
ляли время образования сгустка при 37°С. В ка-
честве положительного контроля использовали
контрольный раствор с известной активностью
химозина (“Proquiga”, Испания) 600 IMCU/мл
(IMCU – International milk clotting units, между-
народные единицы свертываемости молока,
ГОСТ 11815-2015).

ДСН-электрофорез белков. Электрофоретиче-
ский анализ белков осуществляли в денатурирую-
щем полиакриламидном геле (ДСН-ПААГ) по
Лэммли [12]. В качестве маркеров молекулярного
веса использовали FastRuler Middle Range DNA
Ladder (“Thermo Fisher Scientific”, США). Кон-
центрацию химозина определяли денситометри-
ческим методом.

Культивирование штамма – продуцента прохи-
мозина в ферментере. Для культивирования
штамма-продуцента прохимозина использовал-
ся ферментер “Biostat B+” (“Sartorius”, Герма-
ния) объемом 2 л. Для получения посевной культу-
ры штамм-продуцент выращивали в течение 1 сут в
шейкере-инкубаторе при 30°С и 250 об./мин на
среде BMGY, следующего состава (%): дрожжевой
экстракт – 1.0, глицерин – 1.0, пептон – 2.0,
дрожжевых азотистых оснований – 1.34, 100 мМ
калий-фосфатный буфер, рН 6.0. Засев фермен-
тера осуществляли из 1 колбы (150 мл среды),
культивирование проводили на минеральной
среде с глицерином, следующего состава (г/л):
глицерин – 70, KH2PO4 – 9.9, (NH4)2SO4 – 15.7,
г/л MgSO4 – 4.6, CaCl2 – 0.35, биотин – 4.0, PTM1 –
0.972%, пеногаситель Софэксил (“Софэкс-Сили-
кон”, Россия) – 0.1%, при 30°С. После добавле-
ния метанола температуру снижали до 26°С. При
выращивании на среде с глицерином поддержи-
вали рН среды 4.0, после индукции метанолом
значение рН меняли на 5.5. Сорбитол (2.0%) до-
бавляли одновременно с индукцией метанолом
через 24 и 48 ч. Добавление метанола осуществля-
ли раз в три часа до его содержания в среде 1.0%.
Для этого использовали 50%-ный раствор метано-
ла с 2.2%-ным PTM1. Автоматическое поддержа-
ние значения рН среды осуществляли титрованием
10%-ными растворами NH4OH и Н2SO4.

Очистка и получение химозина. Для очистки ре-
комбинантного химозина использовали сочета-
ние методов ионообменной хроматографии с ме-
тодами хроматографии гидрофобных взаимодей-
ствий. На первом этапе культуральную жидкость
отделяли от клеток центрифугированием при
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16000 g 15 мин при 4°С. После этого культуральную
жидкость разбавляли в отношении 1 : 3 50 мМ фос-
фатным буфером, pH 5.5, и наносили на колонку
с DEAE-Sepharose (“GE Healthcare”, США),
предварительно уравновешенную 50 мМ фосфат-
ным буфером, pH 5.5. Элюцию проводили 0.3 M
NaCl. К полученным активным фракциям добав-
ляли 5 M NaCl до концентрации 2.0 M NaCl. По-
лученный раствор наносили на колонку с Phenyl-
Sepharose (“GE Healthcare”, США), предвари-
тельно уравновешенную 2 M NaCl в 50 мМ
Na2HPO4, pH 5.5. Элюцию проводили 50 мM
Na2HPO4, pH 5.5. Полученные фракции объеди-
няли и анализировали ДСН-ПААГ-электрофо-
резом.

Статистическая обработка результатов. Данные
по ферментативной активности были измерены в
5 повторностях. Статистическая обработка про-
ведена в “Origin 2015” (OriginLab Corporation,
США). Для количественных переменных резуль-
таты представлены в виде среднего арифметиче-
ского (М) с указанием среднеквадратического от-
клонения (±SD), на графиках указан 95% довери-
тельный интервал (CI).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Селекция трансформантов K. phaffii. Отобран-

ные после трансформации клоны, несущие ген
прохимозина В, названные pPICzα-Сhym1, про-
анализировали ПЦР-скринингом на наличие
вставки. Результаты представлены на рис. 1. Кло-
ны pPICzα-Сhym1 проверяли на возможность
проявлять молокосвертывающую активность.
Более 75% клонов проявляли ферментативную ак-
тивность в диапазоне 0.1–5 IMCU/мл (рис. 2). Кло-
ны с наибольшей активностью химозина были по-
лучены при концентрации зеоцина 750 мкг/мл.

Динамика экспрессии химозина. Для подбора
оптимальных условий культивирования в колбах
были отобраны 6 клонов с максимальной актив-
ностью химозина. При культивировании в колбах
(250 об./мин, 30°С) в течении 96 ч при добавле-
нии 50%-ного раствора метанола до конечной
концентрации метанола в культуральной среде
1.0% ферментативная активность была на уровне
12.5 IMCU/мл. Индукция в среде BMMY (см.
“Методику”) с добавлением 1.0% аскорбиновой
кислоты не меняла активность конечного препа-
рата. Однако, добавление 2.0 г/л сорбитола в сре-
ду BMMY с одним из выбранных клонов повышало
активность конечного препарата до 20 IMCU/мл.
Отобранный клон в дальнейшем использовался для
оптимизации культивирования в ферментере.

Культивирование дрожжей K. phaffii в ферментере.
Дрожжи выращивали в ферментере до OD600, рав-
ной 285. При этом OD600 после индукции метано-
лом значительно не менялась. Для повышения

выхода конечного продукта были протестирова-
ны различные режимы ферментации и варианты
добавок к основной среде. Максимальный выход
продукта (80 мг/л) наблюдался при ферментации
pPICzα-Chym1 в течении 96 ч с двукратным до-
бавлением раствора сорбитола 2.0 г/л через 24 и
48 ч (рис. 3). Полученный выход целевого продук-
та по уровню экспрессии соответствовал анало-
гичным разработкам [8]. Добавки сорбитола – од-
на из стратегий повышения уровня экспрессии
при использовании AOX1 промотора  [13]. Такая
стратегия характерна прежде всего для штаммов-
продуцентов с мультикопийной вставкой гена це-
левого продукта. Оптимизация соотношения ме-
танол/сорбитол позволила добиться в целом бо-
лее высокого уровня продукции химозина за счет

Рис. 1. Результат ПЦР-скрининга клонов K. phaffii
после трансформации. M – маркеры молекулярной
массы, 1–12 – клоны после трансформации кон-
струкцией pPICZα-Chym1; К+ – положительный и
К– – отрицательный контроль ПЦР. Стрелка указы-
вает положение фрагмента ДНК химозина.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M K+ K–

Рис. 2. Молокосвертывающая активность химозина в
КЖ клонов K. phaffii, выращенных на среде YPD, со-
держащей зеоцин, при индукции 1%-ным метанолом
в течении 72 ч. Клоны 1–10 – 200 мкг/мл зеоцина;
клоны 11–20 – 500 мкг/мл зеоцина; клоны 21–60 –
750 мкг/мл зеоцина; клоны 61–85 – 1000 мкг/мл зео-
цина.
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улучшения углеродного метаболизма и увеличе-
ния биомассы.

Очистка рекомбинантного химозина. Получен-
ную после ферментации КЖ отделяли от клеточ-
ной массы центрифугированием и проводили
pH-зависимую активацию химозина. Для этого к
400 мл КЖ добавляли 40 мл 1.0 M HCl до значения
pH 2.0. При низких значениях pH происходила ав-
токаталитическая активация прохимозина до хи-
мозина в результате отщепления N-концевого
пептида из 42 аминокислотных остатков. После 2 ч
инкубации pH восстанавливали до значения 5.5
добавлением 40 мл 1.0 M NaOH.

Химозин выделяли из КЖ на первом этапе ме-
тодом анионообменной хроматографии на DEAE-
Sepharose. Были подобраны оптимальные условия
разбавления в соотношении 1 : 3 КЖ : 50 мМ фос-
фатный буфер, pH 5.5, при котором удавалось до-

биться максимального связывания химозина с
хроматографическим сорбентом с последующей
его элюцией. В результате проведенной анионо-
обменной хроматографии раствор химозина уда-
лось сконцентрировать в 5 раз и удалить при этом
большинство примесей.

Для следующего этапа очистки использовали
хроматографическую колонку с Phenyl-Sepharose
объемом 5 мл. К раствору химозина добавляли
5.0 М раствор NaCl до конечной 2.0 М концен-
трации соли. Хроматографическую колонку Phe-
nyl-Sepharose предварительно уравновешивали
50 мМ раствором Na2HPO4, pH 5.5, с 2.0 M NaCl.
После проведения элюции получали раствор хи-
мозина, очищенный в 28 раз, содержащий 85–
90% активного белка (табл. 1.). Результаты хрома-
тографической очистки приведены на рис. 4. Сум-
марные потери по белку на всех этапах активации,

Рис. 3. Биосинтез химозина pPICzα-Chym1 в биореакторе (а) и электрофореграмма КЖ в процессе роста культуры (б).
а: 1 – минеральная среда, 2 – та же среда с двукратным добавлением сорбитола по 1.0 г/л, 3 – та же среда с двукратным
добавлением сорбитола 2 г/л; стрелкой показано остановка подпитки сорбитолом и начало индукции. б: 1 – маркеры мо-
лекулярной массы, 2–8 – 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 ч от начала добавления смеси метанол/сорбитол соответственно;
стрелкой обозначена полоса, соответствующая зрелой форме химозина.
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Таблица 1. Стадии выделения и очистки химозина

Стадии очистки
Общее 

количество 
химозина, мг

Активность 
химозина, 
IMCU/мл

Удельная 
активность 
химозина, 

IMCU/мг белка

Выход химозина 
по белку, %

Чистота 
препарата

по белку, %

Супернатант КЖ 44 5 7.8 100 30
Супернатант после активации 43.1 42 ± 5 66 95 32
Анион-обменная хроматогра-
фия 34.5 264 ± 10 152 72 60

Хроматография гидрофобных 
взаимодействий 31.5 1009 ± 12 220 62 85–90
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выделения и очистки составили 38% (табл. 1). Ко-
нечный образец удалось сконцентрировать в 44 ра-
за, при этом удельная активность полученного
химозина составила 220 IMCU/мг.

Полученный рекомбинантный химозин быка
обладал физико-химическими свойствами, сопо-
ставимыми с природным химозином и ранее полу-
ченными рекомбинантными аналогами химозина
быка в K. phaffii [8]. При этом рекомбинантный хи-
мозин проявлял максимальную активность в диа-
пазоне температур 30–38°С при pH 5.5–5.8. Хране-
ние очищенного фермента при температуре 4°С
30 сут приводило к незначительной потере актив-
ности. Хранение при температуре 20°С 30 сут при-
водило к потере 30% активности.

Использование системы экспрессии K. phaffii
под контролем промотора АОХ1, индуцируемого
метанолом, активно применяется в различных
технологических процессах, связанных получе-
нием ферментов для промышленности [4]. Тем не
менее, в будущем возможно создание штаммов-
продуцентов рекомбинантного химозина в систе-
ме экспрессии K. phaffii с использованием воз-
можно более “сильного” промотора, не требующе-
го использования метанола в качестве индуктора.
Разработка таких штаммов является основой буду-
щих разработок.

В ходе выполнения работы был получен высоко-
эффективный рекомбинантный штамм метило-
трофных дрожжей K. phaffii, продуцирующий функ-
ционально активный рекомбинантный прохимо-
зин и подобраны условия автокаталитической
активации прохимозина до химозина. Для реком-
бинантного химозина разработан метод очистки и
концентрирования до 4 мг/мл (1000 IMCU/мл).

При проведении исследований использовали
оборудование Центра коллективного пользова-
ния “Промышленные биотехнологии” Федераль-
ного исследовательского центра “Фундаменталь-
ные основы биотехнологии” Российской акаде-
мии наук.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования Рос-
сийской Федерации в рамках выполнения работ по
соглашению от 26.11.2018 г. № 14.607.21.0207 (УИН
RFMEFI60718X0207), ФЦП “Исследования и
разработки по приоритетным направлениям раз-
вития научно-технологического комплекса Рос-
сии на 2014–2020 годы”.
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Рис. 4. Очистка рекомбинантного химозина методом
хроматографии гидрофобных взаимодействий (а),
электрофореграмма фракций (б). а: 1 – OD280, 2 –
градиент NaCl; б: M – маркеры молекулярной массы,
кДа. 1 – фракция после очистки на DEAE-Sepharose,
2 – не адсорбировавшаяся фракция, 3–6 объединен-
ные фракции (36–42 мл). Стрелкой указана полоса,
соответствующая зрелой форме химозина.
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Optimization of Production Method for Recombinant Chymosin
in Methylotrophic Yeast Komagataella phaffii

S. Y. Filkina, N. V. Chertovaa, E. A. Vavilovaa, S. S. Zatsepina, M. A. Eldarovb,
E. G. Sadykhova, А. N. Fedorova, and А. V. Lipkina, *

aBach Institute of Biochemistry, Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology”
of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

bInstitute of Bioengineering, Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology”
of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 117312 Russia

*e-mail: lipus57@yahoo.com

An effective recombinant strain of Komagataella phaffii for Bos taurus prochymosin production was obtained.
A method for the isolation and purification of recombinant chymosin has been developed, which includes
two-stage purification by ion exchange and hydrophobic chromatography. A highly purified (~90%) recom-
binant chymosin with a concentration of 4 mg/ml (1000 IMCU/ml) was obtained with a yield of 62%. The
developed method can be used for the industrial application.

Keywords: chymosin, methylotrophic yeast, Pichia pastoris, Komagataella phaffii
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