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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Нехватка систематических сравнительных данных об активности промоторов 
в Saccharomyces cerevisiae является фактором, ограничивающим повышение эффективно-
сти биосинтеза рекомбинантного проинсулина человека. Настоящая работа направлена 
на экспериментальное сравнение активности ряда конститутивных промоторов в стан-
дартных технологических условиях для определения наиболее продуктивного регулятор-
ного элемента, применимого в промышленных штаммах-продуцентах.
ЦЕЛЬ. Оценить влияние промоторов TEF1, ADH2, ALD4, TDH3 (GPD), TPI1 на экспрессию 
рекомбинантного проинсулина человека в Saccharomyces cerevisiae и ранжировать их 
по силе для выбора оптимального промотора, обеспечивающего максимальную продук-
тивность.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Для экспрессии предшественника инсулина (проинсулина) чело-
века использовали диплоидный штамм S. cerevisiae YS3, полученный слиянием гаплоидных 
клеток. Векторная система на основе плазмиды pRS425 включала в себя синтетические 
промоторы (TPI1, TEF1, ADH2, ALD4, TDH3) и сигнальную последовательность. Конструкции 
вводили в клетки методом электропорации. Сравнительный анализ экспрессии белка про-
водили при культивировании S. cerevisiae YS3 в колбах и биореакторах с использованием 
среды YPD. Определение содержания проинсулина и этанола осуществляли с помощью 
спектрофотометрии, высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) и газовой 
хроматографии. Подтверждение экспрессии проводили методом ВЭЖХ, совмещенной 
с масс-спектрометрией. Статистическая обработка данных выполнялась при помощи дис-
персионного и корреляционного анализов.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Получены штаммы-продуценты S.  cerevisiae YS3/pF1145 (TPI1), YS3/pF1157 
(TEF1), YS3/pF1199 (ADH2), YS3/pF1200 (ALD4), YS3/pF1201 (TDH3), и проведено сравнение 
уровня экспрессии рекомбинантного белка. Штамм YS3/pF1201, в котором экспрессия 
проинсулина находилась под контролем промотора TDH3, обладал максимальной продук-
тивностью (15,51±0,57 мг/л). В процессе ферментации в лабораторных биореакторах про-
дуктивность штамма YS3/pF1201 (TDH3) достигла 139,17 мг/л через 72 ч культивирования 
при значении биомассы 154,50 г/л.
ВЫВОДЫ. Промоторы для экспрессии проинсулина в клетках S. cerevisiae можно распре-
делить по их силе в следующем порядке: TDH3≈ALD4>ADH2>TEF1>TPI1. В процессе фер-
ментации при использовании промотора TDH3 достигнута продуктивность, превышающая 
в 6,1 раза продуктивность штамма-продуцента с классическим промотором TPI1, который 
используется для экспрессии проинсулина.
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плазмиды; экспрессия; конститутивный промотор; биореакторы

© Е.А. Буслаева, З.Р. Хасаншина, И.А. Корнаков, М.П. Коробкина, В.И. Шмурак, Р.В. Драй, 2025

ТЕМА НОМЕРА: РЕКОМБИНАНТНЫЕ ТЕРАПЕВТИЧЕСКИЕ БЕЛКИ / 
ISSUE TOPIC: RECOMBINANT THERAPEUTIC PROTEINS

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.30895/2221-996X-2025-25-3-258-270&domain=pdf&date_stamp=2025-10-10


259

Buslaeva E.A., Khasanshina Z.R., Kornakov I.A., Korobkina М.P., Shmurak V.I., Drai R.V. 
Promoters for high-efficiency expression and proinsulin secretion in Saccharomyces cerevisiae

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2025, V. 25, No. 3

Для цитирования:	 Буслаева Е.А., Хасаншина З.Р., Корнаков И.А., Коробкина М.П., Шмурак В.И., Драй Р.В. Про-
моторы для высокоэффективной экспрессии и секреции проинсулина в Saccharomyces 
cerevisiae. БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2025;25(3):258–270.  
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2025-25-3-258-270

Финансирование. Работа выполнена при финансовой поддержке ООО «ГЕРОФАРМ».
Потенциальный конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

Promoters for high-efficiency expression and 
proinsulin secretion in Saccharomyces cerevisiae
Eugenia A. Buslaeva , Zukhra R. Khasanshina, Igor A. Kornakov, Мariya P. Korobkina, 
Vladimir I. Shmurak, Roman V. Drai

	 Pharmholding CJSC, 34 Svyazi St., Strelna, St Petersburg 198515, Russian Federation

 Evgeniia A. Buslaeva; Evgeniia.Buslaeva@geropharm.com

ABSTRACT	 INTRODUCTION. The lack of systematic research comparing promoter activity in Saccharomy-
ces cerevisiae limits approaches to improving the efficiency of recombinant human proinsulin 
biosynthesis. This study compared the activity of constitutive promoters under standardised 
technological conditions to identify the most productive regulatory elements for application in 
industrial strains.
AIM. This study aimed to compare the influence of TEF1, ADH2, ALD4, TDH3 (GPD), and TPI1 
promoters on recombinant proinsulin expression in Saccharomyces cerevisiae and rank their ef-
fectiveness for selecting a highly productive promoter.
METERIALS AND METHODS. S. cerevisiae YS3 diploid strain obtained by haploid cells fusion was 
used for proinsulin expression. The vectors based on the pRS425 plasmid consisted of synthetic 
promoters (TPI1, TEF1, ADH2, ALD4, TDH3) and signal sequence. Plasmids were electroporated 
in the cell. Comparative expression analysis was performed by cultivating S. cerevisiae YS3 in 
flasks and bioreactors using YPD media. Proinsulin and ethanol concentration was measured 
using spectrophotometry, HPLC, and gas chromatography. The expression was confirmed using 
HPLC-MS. Statistical analysis included variance and correlation analysis.
RESULTS. Strains S. cerevisiae YS3/pF1145 (TPI1), YS3/pF1157 (TEF1), YS3/pF1199 (ADH2), 
YS3/pF1200 (ALD4), and YS3/pF1201 (TDH3) were obtained, then expressions of recombinant 
protein were compared. The strain YS3/pF1201 that had proinsulin expression controlled by 
the promoter TDH3 showed a maximum productivity of 15.51±0.57  mg/L. When fermented 
in laboratory bioreactors, the strain YS3/pF1201 achieved a productivity of 139.17 mg/L and 
a biomass of 154.5 mg/L after 72 hours of cultivation.
CONCLUSIONS. Analysis of experimental data ranked the promoters for proinsulin expression 
in S. cerevisiae cells by their effectiveness: TDH3≈ALD4>ADH2>TEF1>TPI1. During the fermenta-
tion, TDH3 promoter showed significantly higher productivity, which was 6.1 times more than 
in the classical strain with the TPI1 promoter for proinsulin expression.
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expression; constitutive promoter; bioreactors
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Cписок сокращений
ADH2 — ген алкогольдегидрогеназы II; 
Adr1 — регулятор синтеза алкогольдегидрогеназы II; 
ALD2, ALD3, ALD4, ALD5, ALD6 — гены альдегиддегид-
рогеназ 2–6; 
ANOVA — дисперсионный анализ; 
DHAP — дигидроксиацетонфосфат; 
eEF1 — фактор элонгации трансляции 1; 
GPEB  — потенцирующий связывание с GRF1-сайтом 
элемент-связывающий белок; 
GRAS — общепризнанные как безопасные; 
GRF1 — общий регуляторный фактор 1; 
Msn2, Msn4 — мультикопийные супрессоры мутации 
SNF1, белки 2 и 4; 
RAP1 — белок-активатор репрессора 1; 
RPG — гены рибосомных белков; 
STRE — элементы реакции на стресс; 

TDH3 (GPD)  — ген глицеральдегид-3-фосфат- 
дегидрогеназы; 
TEF1 — ген фактора элонгации трансляции 1; 
TPI1 — ген триозофосфатизомеразы 1; 
TUF  — трансляционный, находящийся перед геном, 
фактор; 
UAS  — активирующая нуклеотидная последователь-
ность перед геном; 
UASrpg  — активирующая нуклеотидная последова-
тельность перед генами рибосомных белков; 
YPD  — питательная среда, содержащая дрожжевой 
экстракт, пептон и декстрозу; 
ВЭЖХ  — высокоэффективная жидкостная 
хроматография; 
ВЭЖХ-МС — жидкостная хромато-масс-спектрометрия; 
СЭ — система экспрессии; 
УФ-излучение — ультрафиолетовое излучение.

ВВЕДЕНИЕ
Терапевтические белки вследствие специфич-

ности, эффективности и безопасности приобре-
тают все большее значение в профилактике и ле-
чении заболеваний. С появлением технологии 
рекомбинантной ДНК для получения терапев-
тических белков используются различные си-
стемы экспрессии (СЭ) в бактериях, дрожжах, 
растениях и клетках млекопитающих [1–3]. В от-
личие от СЭ, в клетках млекопитающих дрож-
жи растут на недорогих питательных средах 
и легко поддаются генетическим манипуляциям. 
В отличие от прокариотической СЭ, дрожжевые 
клетки обладают эффективной системой секре-
ции, что дает возможность получить правильно 
свернутый белок c большинством посттрансля-
ционных модификаций, типичных для эукарио-
тических клеток, и проводить менее затратную 
очистку целевого белка. Дрожжевые клетки 
не восприимчивы к фагам и эукариотическим 
вирусам, что является большим преимуществом 
для фармацевтической промышленности1 [4]. 
Наиболее часто используемыми дрожжевы-
ми клетками являются Saccharomyces cerevi-
siae, Pichia pastoris, Yarrowia lipolytica и штаммы 
Kluyveromyces [4–6].

Вид S.  cerevisiae является пионером среди 
дрожжей в получении рекомбинантных бел-
ков. Для редактирования полностью расшиф-
рованного генома и метаболической инжене-
рии штаммов S.  cerevisiae доступно множество 
молекулярно-генетических инструментов [7], 
что делает S. cerevisiae перспективной системой 
экспрессии для получения различных реком-
бинантных белков [8]. S. cerevisiae имеет статус 
GRAS, что ускоряет одобрение регуляторными 

органами продуктов, полученных из дрожжей, 
и снимает ряд нормативных барьеров в процес-
се разработки биофармацевтических продуктов.

Таким образом, создание универсального 
дрожжевого штамма-продуцента, соответствую-
щего требованиям регуляторных органов и при-
годного для производства различных рекомби-
нантных белков, остается актуальной задачей 
биотехнологии, так как единая платформа по
зволит сократить объем исследований и ускорит 
процесс выведения продукта на фармацевтиче-
ский рынок.

Один из ключевых факторов, определяющих 
эффективность промышленного производства 
терапевтических белков — это высокая продук-
тивность штамма-продуцента [9]. Количество 
синтезируемого рекомбинантного белка тес-
но коррелирует с удельной скоростью роста 
клеток, зависит от правильного сворачивания 
полипептидной цепи, дальнейшего перемеще-
ния белка внутри клетки и последующей се-
креции [6, 10]. В дрожжевых СЭ выбор источника 
углерода существенно влияет на продуктив-
ность, при этом степень воздействия определя-
ется характеристиками используемого промото-
ра [11]. В большинстве случаев в СЭ, основанных 
на S.  cerevisiae, применяются конститутивные 
промоторы, обеспечивающие стабильную экс-
прессию белка независимо от условий культи-
вирования. Наиболее используемыми промо-
торами являются промоторы TPI1, TEF1, ADH2, 
ALD4 и TDH3 (GPD) [12–22].

Ген TPI кодирует гликолитический фермент  
триозофосфат-изомеразу. Промотор TPI1 содер- 
жит консервативную последовательность 
ACCCATCA, которая гомологична консенсусным 
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сайтам связывания регуляторных белков GRF1, 
RAP1 и TUF, а также обнаруживает сходство 
с регуляторными элементами других генов гли-
колитического пути. Наличие такой последова-
тельности может объяснить высокий уровень экс-
прессии данного гена [23]. Штаммы с удаленным 
TPI не способны метаболизировать глюкозу [24].

Ген TEF1 в S.  cerevisiae отвечает за био-
синтез eEF1 [25]. Комплекс eEF1 играет цен-
тральную роль в синтезе белка, доставляя 
аминоацил-тРНК к рибосоме в процессе элон-
гации  [26]. Гены TEF принадлежат к большому 
семейству генов RPG, кодирующих компоненты 
аппарата трансляции, которые скоординиро-
ванно регулируются. Большинство дрожжевых 
RPG содержат UASrpg [27].

Ген алкогольдегидрогеназы 2 (ADH2) — один 
из многих генов дрожжей, экспрессия которых 
регулируется в зависимости от присутствия 
глюкозы в среде. Промотор ADH2 очень удобен 
для использования при экспрессии гетерологич-
ных генов, поскольку он обеспечивает сильный 
сигнал начала транскрипции, и транскрипция 
с промотора ADH2 значимо подавляется в при-
сутствии глюкозы в среде [28].

Цитозольные изоформы альдегиддегид-
рогеназы дрожжей кодируются генами ALD2, 
ALD3 и ALD6, тогда как митохондриальные — ге-
нами ALD4 и ALD5 [29].

Элементы STRE и факторы транскрипции 
Msn2 и Msn4, по-видимому, опосредуют актива-
цию генов в ответ на различные стрессы (тепло-
вой шок, окислительный и осмотический стрес-
сы), повреждение ДНК и голодание [30].

Продукт гена GPD (глицерин-3-фосфатдегид-
рогеназа) катализирует NADH-зависимое превра-
щение DHAP в глицерин-3-фосфат. Активность 
промотора GPD, обусловленная двумя изофер-
ментами Gpd1p и Gpd2p, важна для роста кле-
ток в анаэробных условиях. Промотор гена GPD 
является самым сильным среди конститутивных 
промоторов S. cerevisiae [31–33].

Результаты сравнительных исследований 
влияния промоторов на экспрессию различ-
ных модельных белков (α-амилаза, сыворо-
точный альбумин человека, зеленый флуорес-
центный белок) описаны в работах [34–36]. 
На эффективность экспрессии влияет не толь-
ко промотор, но и сам экспрессируемый белок  
[13, 21, 37–39]. На основании имеющихся дан-
ных не представляется возможным сделать од-
нозначный вывод о превосходстве какого-либо 
типа промотора в отношении эффективности 
экспрессии гетерологичных белков в системе 
S. cerevisiae. Следовательно, актуально проведе-
ние сравнительного анализа по оценке влияния 

промоторов на экспрессию различных реком-
бинантных белков. Стоит отметить, что подоб-
ное исследование не проводилось в отноше-
нии большинства терапевтических белков, 
экспрессируемых в дрожжевых системах экс-
прессии. В частности, изучено влияние несколь-
ких промоторов на экспрессию проинсулина, 
но сравнительный анализ различных промото-
ров в рамках одного исследования не прово-
дился [40]. Использование промоторной после-
довательности  TPI1 для контроля экспрессии 
позволяет достичь продуктивности 80 мг/л  
[8, 41, 42] и 112 мг/л  [43]. Использование про-
мотора CIT1 привело к увеличению выхода 
проинсулина на 80% в сравнении с контролем 
(промотор TPI1) [44]. При использовании промо-
тора TPI1 удалось достичь максимального выхо-
да проинсулина (90 мг/л), в то время как в случае 
промотора TEF1 выход составлял 2,5 мг/л [36].

Результаты проведенных исследований 
не позволяют с уверенностью ранжировать 
промоторы по транскрипционной активности 
для экспрессии проинсулина, потому что уро-
вень экспрессии зависит от транскрипционной 
и трансляционной регуляции. В связи с этим 
при конструировании дрожжевых штаммов-
продуцентов значение имеет рациональный 
подбор генетических элементов СЭ для дости-
жения максимальной продуктивности.

Нами было выбрано пять промоторов: TEF1, 
ADH2, ALD4, TDH3 (GPD), TPI1, которые чаще всего 
используются для экспрессии рекомбинантных 
белков в дрожжах. Выбор этих промоторов обу-
словлен доказанной эффективностью примене-
ния в биотехнологии, что позволяет провести 
обоснованное сравнение их эффективности 
в контексте экспрессии терапевтических белков 
и выявить наиболее подходящие промоторы 
для дальнейших исследований.

Цель работы  — оценить влияние промото-
ров TEF1, ADH2, ALD4, TDH3 (GPD), TPI1 на экс-
прессию рекомбинантного проинсулина чело-
века в Saccharomyces cerevisiae и ранжировать 
их по силе для выбора оптимального про-
мотора, обеспечивающего максимальную 
продуктивность.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы

В работе использовали диплоидный штамм 
Saccharomyces cerevisiae YS3, который был по-
лучен путем слияния гаплоидных клеток 
S.  cerevisiae (MATalpha pep4::HIS3 prb1-delta1.6R 
his3-delta200 ura3-52 gal2 can1 tpi::URA3) и S. cere-
visiae (MATa ura3-52 trp1 lys2-801 leu2-delta1 his3-
delta200 pep4::HIS3 prb1-delta1.6R can1 GAL tpi::KanR).
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В качестве вектора для создания экспрес-
сионных конструкций использовали челночную 
плазмиду pRS425 (ATCC, США), содержащую 
маркер устойчивости к ампициллину, а также 
точки начала репликации (ориджин) pUC и 2-μm 
(рис.  1). Ген предшественника человеческого 
инсулина с сигнальным пептидом был синтези-
рован искусственно (ATUM, США) и клонирован 
в вектор с использованием рестрикционных 
сайтов SalI и SpeI. Последовательности про-
моторов и терминаторов транскрипции были 
получены синтетическим путем (ATUM, США). 
Последовательности промотора и термина-
тора гена TPI1 были клонированы рестрик-
ционно-лигазным методом с использованием 
рестриктаз SacI и BamHI; последовательность 
промотора TEF1 — SacI/BglII; ADH2 — BspMI/BglII; 
ALD4 и TDH3 — SacI/BglII.

Трансформацию штамма-хозяина YS3 плазми-
дой проводили с помощью электропорации [45]. 
В итоге были получены штаммы-продуценты 
S. cerevisiae YS3/pF1145, YS3/pF1157, YS3/pF1199, 
YS3/pF1200, YS3/pF1201, содержащие промото-
ры TPI1, TEF1, ADH2, ALD4, TDH3 соответственно. 
Из-за наличия ориджина 2-μm плазмиды репли-
цировались в клетках дрожжей без интеграции 
в геном. Для верификации сконструированных 
штаммов проводили амплификацию целевых 
участков методом ПЦР и последующее секвени-
рование (ЗАО «Евроген», Россия).

Методы
Культивирование штаммов-продуцентов 

S.  cerevisiae в колбах. В экспериментах ис-
пользовали стандартную жидкую питатель-
ную среду YPD1, содержащую 1% глюкозы [46], 
а для получения посевного материала  — ага-
ризованную среду YPD2, содержащую 2% глю-
козы [46]. Инкубацию на агаризованной среде 
YPD2 проводили в термостате при 30 °C в тече-
ние 72 ч. Сформированные колонии смывали 
жидкой средой YPD1 и переносили в стериль-
ные колбы объемом 100 мл, которые содержа-
ли 15  мл той же среды. Культуры инкубирова-
ли в среде YPD1 при 30 °C и перемешивании 
при 210 об/мин в течение 42 ч. В точках роста 18, 
24 и 42 ч проводили отбор проб для измерения 
оптической плотности, содержания белка и эта-
нола в культуральной жидкости.

Измерение оптической плотности прово-
дили на спектрофотометре NanoPhotometer 
P300 (Implen, Германия). Начальная оптическая 
плотность клеток при инокуляции составила 
0,2–0,5 при длине волны 600 нм.

Уровень глюкозы контролировали с помо-
щью глюкометра Contour TS (Ascensia Diabetes 
Care, Швейцария) и при необходимости дово-
дили концентрацию глюкозы до 1% с помощью 
40%-го рабочего раствора глюкозы.

Подготовка посевного материала для фер-
ментации в биореакторе. В качестве исходного 

Плазмида
Plasmid

6977 bp

Ген резистентности
к ампициллину

Ampicillin resistant gene

Ориджин репликации дрожжей 2-µm
Yeast origin 2-µm

Промотор S. cerevisiae
Promoter S. cerevisiae

Ориджин репликации бактерий pUC
Bacterial origin pUC

Терминатор гена TPI1, S. cerevisiae
TPI1 terminator S. cerevisiae

TPI1

Препроинсулин
Preproinsulin

SacI (6)

SpeI (1340)

SalI (904)

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным с использованием программного обеспечения Vector NTI 10 (Thermo Fisher Scientific, США) / The figure is 
prepared by the authors using their own data on Vector NTI 10 software (Thermo Fisher Sientific, USA)

Рис. 1. Схема экспрессионной конструкции на основе вектора pRS425 с клонированными альтернативными промоторами 
и терминаторами транскрипции.

Fig. 1. Expression construct based on the pRS425 vector with cloned alternative promoters and transcription terminators.



263

Buslaeva E.A., Khasanshina Z.R., Kornakov I.A., Korobkina М.P., Shmurak V.I., Drai R.V. 
Promoters for high-efficiency expression and proinsulin secretion in Saccharomyces cerevisiae

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2025, V. 25, No. 3

материала для подготовки посевной культу-
ры использовали предварительные клеточные 
банки штаммов YS3/pF1145 (TPI1) и YS3/pF1145 
(TDH3). Клетки инокулировали в 300 мл жидкой 
среды соответствующего состава без добавле-
ния глюкозы [41] и инкубировали при 30±1  °C 
в шейкер-инкубаторе Ecotron (Infors HT, 
Швейцария) при 210 об/мин в течение 66–72 ч.

Культивирование в биореакторе. Основной 
этап культивирования штаммов-продуцентов  
проводили в течение 96 ч в лабораторных 
ферментерах Multifors (Infors HT, Швейцария). 
Состав питательной среды и параметры процес-
са были выбраны на основе ранее выполненной 
оптимизации с использованием методологии 
Design of Experiments для дрожжевых СЭ [41]. 
Во время ферментации периодически отбирали 
пробы культуральной жидкости для определе-
ния содержания клеточной биомассы, этанола 
и проинсулина.

Определение массы влажного осадка клеток 
проводили следующим образом: 2 мл клеточ-
ной суспензии переносили в заранее тариро-
ванные микропробирки и центрифугировали 
в течение 5 мин при 15000 об/мин на центри-
фуге Eppendorf  5424 (Eppendorf, Германия). 
Супернатант переносили в чистые пробирки 
для дальнейшего определения содержания эта-
нола и проинсулина.

Определение молекулярной массы рекомби-
нантного проинсулина в культуральной жидкости 
проводили методом ВЭЖХ-МС, используя систе-
му Acquity UPLC (Waters, США) с масс-спектро-
метрическим детектором. Разделение компо-
нентов проводили на колонке SunFire™ C18  
(5 мкм, 150×4,6 мм) (Waters, США) с регистраци-
ей сигнала при длине волны 214 нм.

В качестве подвижных фаз использовали фазу 
А (89,9% вода, 10% ацетонитрил, 0,1% муравьиная 
кислота) и фазу B (99,9% ацетонитрил, 0,1% му-
равьиная кислота). Поток подвижной фазы под-
держивали на уровне 0,9 мл/мин. Элюирование 
проводили в градиентном режиме: увеличение 
концентрации фазы B от 0 до 75% за 18 мин, за-
тем от 75 до 100% за 1 мин с последующим воз-
вращением к исходному составу за 1 мин.

Детектирование осуществляли в режиме 
положительной ионизации с анализом массы 
ионов в диапазоне 300–3000 m/z. Каждую се-
рию анализов начинали и завершали введе-
нием холостой пробы, в качестве которой ис-
пользовалась вода для хроматографии, в целях 
предотвращения перекрестной контаминации. 
В качестве контрольного образца использо-
вали референсный стандарт инсулина (ООО 
«ГЕРОФАРМ», Россия).

Определение содержания проинсулина в куль- 
туральной жидкости определяли методом 
ВЭЖХ с использованием системы Acquity UPLC 
(Waters, США), оснащенной диодно-матричным 
детектором. Разделение компонентов проводи-
ли на колонке SunFire™ C18 (5 мкм, 150×4,6 мм) 
(Waters, США) с регистрацией сигнала при дли-
не волны 214 нм. В качестве фазы A исполь-
зовали 3% водный раствор натрия перхло-
рата моногидрата, фазы B — 78% ацетонитрил. 
Хроматографирование проводили при скорости 
потока 0,9 мл/мин с использованием гради-
ентной программы: увеличение концентрации 
фазы B от 20 до 40% за 20 мин, затем от 40 
до 95% за 5 мин с последующим возвращением 
к исходному составу за 1 мин. Количественное 
определение проводили по калибровочному 
графику. Калибровка была произведена с ис-
пользованием стандартного образца инсулина 
(ООО «ГЕРОФАРМ», Россия).

Анализ внеклеточного метаболита этанола 
в культуральной жидкости проводили методом 
газовой хроматографии с использованием хрома-
тографа Agilent 7890A (Agilent Technologies, США), 
оборудованного пламенно-ионизационным де-
тектором, системой парофазного ввода проб 
(Agilent 7694E), а также капиллярной колонкой 
HP FFAP (50 м×0,32 мм×0,5  мкм). Калибровка 
была произведена с использованием стандарт-
ного раствора изопропанола (ООО  «Экросхим», 
Россия) с чистотой ≥99,5%.

Для анализа в парофазные флаконы объемом 
~10 мл вносили 1,7 мл предварительно раз-
мороженной культуральной жидкости, после 
чего флаконы герметично закрывали металли-
ческими крышками с силиконовыми проклад-
ками. Пробы инкубировали в пробоотбор-
нике при 85  °C в течение 15 мин, после чего 
осуществляли забор паровой фазы и ее введе-
ние в хроматограф.

Статистическую обработку данных осуще-
ствляли с использованием программы GraphPad 
Prism 9 (GraphPad Software Inc., США). Для выяв-
ления статистически значимых различий между 
штаммами по анализируемым показателям при-
меняли дисперсионный анализ. Взаимосвязи 
между количественными параметрами оценива-
ли с помощью парного корреляционного анали-
за по методу Пирсона отдельно для каждого ис-
следуемого штамма. Статистически значимыми 
считались различия при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Получение штаммов-продуцентов проинсулина

Были получены дрожжевые штаммы-про-
дуценты S.  cerevisiae YS3/pF1145, YS3/pF1199,  
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YS3/pF1157, YS3/pF1200, YS3/pF1201, в которых  
экспрессия проинсулина находилась под  
контролем дрожжевых нативных конститу-
тивных промоторов TPI1, TEF1, ADH2, ALD4, 
TDH3 соответственно.

Подтверждение подлинности продук-
та проводилось с использованием ВЭЖХ-МС.  
Экспериментальная масса проинсулина, обна-
руженная в культуральной жидкости, имела 
то же значение, что и экспериментальная мас-
са стандартного образца (рис. 2). Так как ами-
нокислотная последовательность проинсулина 
не имеет сайтов гликозилирования, на хромато-
граммах отсутствовали различающиеся по мас-
се гликоформы.

Анализ показателей продуктивности и роста 
штаммов-продуцентов проинсулина

В рамках предварительной оценки полу-
ченных штаммов при культивировании в кол-
бах исследовали параметры роста биомассы, 
накопления этанола и рекомбинантного бел-
ка. В качестве контроля использовался штамм 
YS3/pF1145, экспрессия проинсулина в кото-
ром находилась под контролем промотора TPI1. 
Последовательность данного промотора яв-
ляется «золотым стандартом» для экспрессии 
рекомбинантных белков в S. cerevisiae [36].

Оценка накопления биомассы штаммами-
продуцентами. На рисунке 3 представлена ди-
намика накопления биомассы различными 
штаммами-продуцентами при культивировании 
в течение 42 ч.

Анализ результатов показал, что все иссле-
дуемые штаммы-продуценты демонстрировали 
схожую динамику роста на протяжении всего 
процесса культивирования в колбах. Штаммы 
различались по титру клеток через 42 ч культи-
вирования при одинаковой плотности посева 
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным c использованием 
программного обеспечения UniDec v.5.0.1 [47] / The figure is prepared by the 
authors using their own data on UniDec software v.5.0.1 [47]

Рис. 2. Пример типового ВЭЖХ-МС спектра образца культу-
ральной жидкости штаммов-продуцентов проинсулина 
S. cerevisiae. По оси X обозначена масса проинсулина (Да), 
по оси Y — относительная интенсивность сигнала (% от мак-
симального значения). Оригинальное изображение спектра 
экспортировано из программы UniDec v.5.0.1.

Fig. 2. Example of typical HPLC-MS of a sample spectrum of 
cultural medium from proinsulin S. cerevisiae producer strains. 
X-axis, proinsulin mass (Da); Y-axis, relative signal intensity 
(%  of the maximal value). The original image was imported 
from UniDec software v.5.0.1.
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным c использованием программного обеспечения GraphPad Prism 9 (GraphPad Software Inc., США) / The figure 
is prepared by the authors using their own data on GraphPad Prism 9 software (GraphPad Software Inc., USA) 

Рис. 3. Динамика роста биомассы различных штаммов-продуцентов S. cerevisiae при культивировании в течение 42 ч. Данные 
представлены в виде средних значений ± стандартное отклонение (n=3). Средние значения нормированы относительно 
значений в точке «18 ч» (штамм YS3/pF1145).

Fig. 3. Wet cell accumulation dynamics of different S. cerevisiae producer strains during 42-hour cultivation. The data are represented 
as the mean value ± standard deviation (n=3). The mean values are normalised to the 18-hour time point of strain YS3/pF1145.
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(5 г/л). Штаммы-продуценты YS3/pF1201 (TDH3) 
и YS3/pF1145 (TPI1) через 42 ч культивирова-
ния накапливали биомассу ≈35 г/л; YS3/pF1200 
(ALD4) и YS3/pF1157 (TEF1) — ≈30 г/л; YS3/pF1199 
(ADH2)  — 42 г/л. Значения биомассы штамма-
продуцента YS3/pF1199 (ADH2) значительно 
варьировались в двух точках (24 и 42 ч), что, воз-
можно, связано с некоторой разницей плотности 
посева клеток.

Оценка накопления этанола штаммами-
продуцентами. На рисунке 4 представлена сравни-
тельная оценка накопления этанола различными 
штаммами-продуцентами в ходе культивирова-
ния. Все измеренные значения были нормиро-
ваны по отношению к штамму YS3/pF1145 (TPI1) 
на соответствующем временном интервале.

Практически все штаммы-продуценты (рис. 4) 
увеличивали содержание этанола в культураль-
ной жидкости. Самые низкие значения содержа-
ния этанола через 42 ч культивирования наблю-
дались для контрольного штамма-продуцента 

YS3/pF1145 (TPI1), тогда как максимальное накоп-
ление этанола было характерно для YS3/pF1199 
(ADH2) через 42 ч культивирования и составля-
ло 0,96% (табл. 1). Через 42 ч культивирования 
содержание этанола составило 0,7–0,8% в слу-
чаях остальных штаммов-продуцентов. t-тест 
показал, что статистически значимых различий 
между штаммами по накоплению этанола не на-
блюдалось. Для штамма-продуцента YS3/pF1157 
(TEF1) накопление биомассы коррелировало 
с содержанием этанола в среде (p=0,032).

Оценка накопления проинсулина штаммами-
продуцентами. Уровни накопления проинсулина, 
продуцируемого различными штаммами-про-
дуцентами (измеренные значения пересчитаны 
относительно YS3/pF1145 (TPI1) для каждой вре-
менной точки при культивировании), показаны 
на рисунке 5.

Наименьшие значения удельной продук-
тивности в сравнении с остальными штам-
мами были характерны для контрольного 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным c использованием 
программного обеспечения GraphPad Prism 9 (GraphPad Software Inc., США) / 
The figure is prepared by the authors using their own data on GraphPad Prism 9 
software (GraphPad Software Inc., USA) 

Рис. 4. Накопление в культуральной жидкости этанола, про-
дуцируемого различными штаммами S. cerevisiae (ось  Х ), 
через 18 ч (А), 24 ч (B), 42 ч (C) культивирования. Данные 
представлены в виде средних значений ± стандартное от-
клонение (n=3). Средние значения нормированы относи-
тельно значений в точке «18 ч» (штамм YS3/pF1145). * p<0,05.

Fig. 4. Ethanol accumulation in the culture medium produced 
by various S. cerevisiae strains (X-axis) over 18 hours of cul-
tivation (A), 24 hours (B), and 42 hours (C). The data are rep-
resented as the mean value ± standard deviation (n=3). The 
mean values are normalised to the 18-hour time point of strain 
YS3/pF1145. *, p<0.05.
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штамма YS3/pF1145 (TPI1) через 42 ч культиви-
рования. Максимальный выход проинсулина 
у штамма-продуцента YS3/pF1200 (ALD4) соста-
вил 16,59±0,02 мг/л (табл. 1) при 0,55±0,01 мг/г 
биомассы через 42 ч культивирования. Штамм 
YS3/pF1201 (TDH3) при объемной продуктивно-
сти 15,51±0,57 мг/л характеризовался низкой 

удельной продуктивностью (0,43±0,02  мг/г био-
массы), тогда как штамм YS3/pF1157 (TEF1) 
при низкой объемной продуктивности 
12,98±0,08 мг/л характеризовался высокой удель-
ной продуктивностью (0,470±0,003 мг/г биомас-
сы). Большая величина стандартного отклоне-
ния уровней накопления биомассы и целевого 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным c использованием 
программного обеспечения GraphPad Prism 9 (GraphPad Software Inc., США) / 
The figure is prepared by the authors using their own data on GraphPad Prism 9 
software (GraphPad Software Inc., USA) 

Рис. 5. Уровни накопления в культуральной жидкости 
проинсулина, продуцируемого различными штаммами 
S. cerevisiae (ось Х ), через 18 ч (А), 24 ч (B), 42 ч (C) культи-
вирования. Данные представлены в виде средних значе-
ний  ± стандартное отклонение (n=3). Средние значения 
нормированы относительно значений в точке «18 ч» (штамм 
YS3/pF1145). * p<0,05; ** p<0,01.

Fig. 5. Proinsulin accumulation levels in the culture medium 
produced by different S. cerevisiae strains (X-axis) over 18 hours 
of cultivation (A), 24 hours (B), and 42 hours (C). The data are 
represented as the mean value ± standard deviation (n=3). The 
mean values are normalised to the 18-hour time point of strain 
YS3/pF1145. *, p<0.05; **, p<0.01.
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Таблица 1. Сравнение продуктивности и характеристик роста штаммов-продуцентов проинсулина S. cerevisiae
Table 1. Comparison of productivity and growth characteristics of proinsulin S. cerevisiae producer strains

Штамм
Strain

Промотор
Promoter

Накопление биомассы, г/л
Biomass accumulation, g/L

Содержание проинсулина, мг/л
Proinsulin content, mg/L

Содержание этанола, %
Ethanol content, %

YS3/pF1145 TPI1 34,00±2,83 9,85±0,25 0,58±0,05

YS3/pF1157 TEF1 27,75±0,35 12,98±0,08 0,70±0,14

YS3/pF1199 ADH2 42,50±16,26 14,32±6,11 0,96±0,03

YS3/pF1200 ALD4 30,25±0,35 16,59±0,02 0,75±0,08

YS3/pF1201 TDH3 36,50±0,71 15,51±0,57 0,79±0,03
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продукта (проинсулин) для штамма-продуцента 
YS3/pF1199 (ADH2), возможно, связана с некото-
рой разницей плотности посева клеток.

Для штаммов-продуцентов YS3/pF1199 (ADH2) 
и YS3/pF1201 (TDH3) отмечена зависимость 
между выходом рекомбинантного проинсулина 
и накоплением биомассы (p=0,020 и p=0,019 со-
ответственно). Однако для всех штаммов-про-
дуцентов не наблюдалось статистически значи-
мой корреляции между выходом проинсулина 
и содержанием этанола или накоплением био-
массы. Сравнение показателей продуктивности 
и характеристик роста исследуемых штаммов 
на момент завершения культивирования пред-
ставлено в таблице 1.

Согласно полученным экспериментальным 
данным, промоторы по их силе для экспрессии 
проинсулина можно распределить в следую-
щем ряду: TDH3≈ALD4>ADH2>TEF1>TPI1 (табл. 1). 
По данным литературы, промотор TDH3 счи-
тается одним из самых сильных, однако ранее 
это не было показано для проинсулина [31–33]. 
Экспрессия проинсулина под контролем промо-
тора TEF1 была ниже по сравнению с TPI1, что объ-
яснялось высокой скоростью распада мРНК [36]. 
Такое расхождение с данными литературы может 
быть обусловлено влиянием других структурных 

элементов экспрессионной конструкции и осо-
бенностями проведения эксперимента.

Таким образом, для дальнейшей работы был 
выбран штамм YS3/pF1201 (TDH3) по причи-
не его высокой продуктивности и благоприят-
ной динамики накопления биомассы. Штамм 
YS3/pF1200 (ALD4) характеризовался не мень-
шей продуктивностью, но низким уровнем на-
копления биомассы.

Исследование ферментации штаммов-
продуцентов в лабораторном биореакторе

Для штамма YS3/pF1201 (TDH3) был получен 
предварительный банк клеток и проведена фер-
ментация в лабораторном биореакторе. В каче-
стве контроля была поставлена ферментация 
штамма YS3/pF1145 (TPI1) в аналогичных усло-
виях. Результаты, полученные в процессе фер-
ментации, представлены на рисунке 6.

Стационарная фаза роста штамма YS3/pF1201 
(TDH3) наблюдалась через 50 ч культивирования, 
максимальное накопление проинсулина наблю-
далось через 72 ч культивирования. В выбран-
ных условиях ферментации максимальное зна-
чение продуктивности составляло 139,17 мг/л 
при значении биомассы 154,5 г/л. Стационарная 
фаза роста контрольного штамма YS3/pF1445 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным c использованием 
программного обеспечения GraphPad Prism 9 (GraphPad Software Inc., США) / 
The figure is prepared by the authors using their own data on GraphPad Prism 9 
software (GraphPad Software Inc., USA) 

Рис. 6. Динамика показателей ферментации штаммов 
S.  cerevisiae YS3/pF1201 и YS3/pF1145: A — значения опти-
ческой плотности; B — значения объемной продуктивности; 
C — значения биомассы.

Fig. 6. Fermentation dynamics, strains YS3/pF1201 and 
YS3/pF1145. A, optical density; B, volumetric productivity; 
C, wet cell weight.
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(TPI1) наблюдалось через 72 ч культивирова-
ния, при этом максимальное значение продук-
тивности (23 мг/л) было достигнуто через 50 ч 
культивирования, после чего данный показатель 
снижался.

Таким образом, для штамма YS3/pF1201 (TDH3) 
наблюдались более высокие значения продук-
тивности и накопления биомассы по сравне-
нию с контрольным штаммом YS3/pF1145 (TPI1). 
Это может быть связано с тем, что экспрес-
сия проинсулина штаммом YS3/pF1201 (TDH3) 
в меньшей степени репрессируется глюкозой.

ВЫВОДЫ
1.  Получены штаммы S.  cerevisiae, в которых 

экспрессия проинсулина находится под контро-
лем промоторов TPI, TEF1, ADH2, ALD4, TDH3. 

2.  Промоторы по их силе для экспрес-
сии проинсулина можно распределить в ряду 
TDH3≈ALD4>ADH2>TEF1>TPI1. 

3.  Максимальные значения показателей 
накопления биомассы и выхода проинсули-
на были установлены для штамма S.  cerevisiae 
YS3/pF1201, в котором экспрессия проинсулина 
осуществлялась под контролем промотора TDH3. 

Спустя 42 ч после начала культивирования кон-
центрация проинсулина в культуральной жидко-
сти достигала 15,51±0,57 мг/л при удельной про-
дуктивности 0,43±0,02 мг/г.

4.  В процессе ферментации в лабора-
торном биореакторе продуктивность штам-
ма S.  cerevisiae YS3/pF1201 (TDH3) достигала 
139,17 мг/л через 72 ч после начала культивиро-
вания при значении биомассы 154,5 г/л. Данный 
показатель в 6,1 раза превышал продуктивность 
штамма с классическим промотором TPI1, кото-
рый используется для получения инсулинов.

5.  Ограничением проведенного исследова-
ния является то, что сравнительная оценка ак-
тивности промоторов была выполнена лишь 
для пяти конститутивных последовательно-
стей в стандартных лабораторных условиях 
и в рамках одной экспрессионной конструкции 
без модификации других регуляторных элемен-
тов. Для подтверждения промышленной при-
менимости полученных результатов требуется 
исследовать влияние параметров культивиро-
вания на продуктивность штамма-продуцента 
и стабильность экспрессии, а также осуществить 
масштабирование процесса культивирования.
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