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В настоящее время методы геномного редакти-
рования все шире используются в биотехнологии. 
Этот подход позволяет проводить нокаутирование 
определенных генов, удаление целых областей 
генома или замещение его участков донорными 
фрагментами ДНК [1, 2]. Метод геномного редак-
тирования основан на использовании внутрикле-
точных механизмов репарации и рекомбинации 
геномной ДНК. Эффективно активировать данные 
процессы в необходимых участках генома мож-
но, создавая в этих местах двуцепочечные раз-
рывы геномной ДНК с помощью искусственных 
программируемых нуклеаз [3]. Одна из наиболее 
применяемых нуклеаз данного типа – белок Cas9 
в комплексе с направляющей РНК (sgRNA). Ши-
рокое применение данного комплекса обусловлено 
большим удобством работы с ним по сравнению с 
программируемыми нуклеазами других типов [4]. 
Специфичность места гидролиза ДНК комплек-
сом Cas9-sgRNA определяет последовательность 
20-нуклеотидного участка направляющей РНК, 
называемого протоспейсером, который компле-
ментарен редактируемому фрагменту генома. Та-
ким образом, для получения специфического дву-
цепочечного разрыва нуклеазой Cas9, нужно лишь 
доставить в клетку данный белок с направляющей 

РНК длиной примерно 100 нуклеотидов или полу-
чить их in vivo.

Впервые редактирование генома мицелиаль-
ного гриба с использованием нуклеазы Cas9 было 
проведено в 2015 г. [5]. Применение данного под-
хода существенно облегчает изучение функций ге-
нов, а также получение промышленных штаммов 
с улучшенными технологическими характеристи-
ками [6]. В опубликованных материалах по редак-
тированию геномов мицелиальных грибов белок 
Cas9 доставляют в клетку либо в виде комплекса 
с направляющей РНК [6], либо в виде гена. При 
редактировании с использованием собранного in 
vitro комплекса полученные клоны не содержат 
гена нуклеазы Сas9 и направляющей РНК, что, 
несомненно, можно считать преимуществом. 
Однако это требует дополнительных работ по 
синтезу и очистке компонентов комплекса. До-
ставка гена cas9 в редактируемую клетку может 
осуществляться без проведения указанных опе-
раций. В этом случае используют или автономно 
реплицирующиеся плазмиды [7] или интеграцию 
гена cas9 в геном [8]. Использование автономных 
плазмид с участком AMA1 Aspergillus nidulans, от-
вечающим за автономную репликацию плазмид, 
позволяет элиминировать гены системы CRISPR/
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Cas. Возможность автономной репликации таких 
плазмид показана для грибов рода Aspergillus, а 
при изучении грибов рода Penicillium получены 
данные о встраивании фрагментов таких плазмид 
в геном [9]. Следовательно, использование плаз-
мид с участком AMA1 у грибов из рода Penicillium 
представляется нецелесообразным.

Penicillium verruculosum (ВКМ F-3973D) секре-
тирует высокоактивный сбалансированный ком-
плекс целлюлаз [10], который используется для 
осахаривания растительных отходов, биополиров-
ки хлопчатых тканей, повышения питательности 
комбикормов и т.д. Адаптация технологии редак-
тирования генома для данного вида может дать но-
вый мощный инструмент для улучшения продуци-
руемых им ферментных комплексов. 

Цель настоящей работы состояла в оценке 
возможности экспрессии гена cas9 Streptococcus 
pyogenes в мицелиальном грибе P. verruculosum и 
получении штаммов P. verruculosum с генотипом 
(cas9+), что может стать этапом разработки мето-
дологической базы для редактирования генома 
гриба P. verruculosum с использованием системы 
CRISPR/Cas9.

Материалы и методы

Бактериальные и грибные штаммы                                
и среды

Штаммы. В работе использовали штамм E. 
coli XL1-Blue (recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 
supE44 relA1 lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 
(Tetr)]), реципиентный штамм P. verruculosum 
537 (niaD–) [11].

Среды. Реципиентный и рекомбинантные 
штаммы P. verruculosum культивировались 
на минимальной среде (МC) с добавлением 
10 мМ хлорида аммония или 10 мМ нитрата на-
трия в качестве источника азота. Состав среды 
МC (%): 50×РМ (2,0), раствор микроэлементов 
(0,1), глюкоза (1,0), а также 10 мМ NaNO3 или 
NH4Cl. Состав 50×РМ, (%): KH2PO4 (0,15), KCl 
(0,05), MgSO4

.7H2O (0,05). Состав раствора ми-
кроэлементов (%): H3BO3 (0,005), CuSO4

.5H2O 
(0,040), FeSO4

.7H2O (0,080), MnSO4
.2H2O (0,08), 

Na2MoO4
.2H2O (0,080), ZnSO4

.7H2O (0,080).
Состав ферментационной среды (ФС, %): 

KH2PO4 (1,50), (NH4)2SO4 (0,50), MgSO4
.7H2O 

(0,03), CaCl2
.2H2O (0,03), МКЦ (4,00), дрожже-

вой экстракт (1,00), пшеничные отруби (1,00).
Полученные после трансформации клоны пе-

ресевали на отдельные чашки Петри со средой МС 
для получения спор. Колбы со 100 мл ФС засевали 
1×107 спор исследуемых штаммов. Рекомбинант-

ные штаммы культивировали 6 сут при 30 °С и 
220 об/мин. На вторые – шестые сутки отбирали 
по 5 мл культуральной жидкости (КЖ), которую 
затем фракционировали путем центрифугирова-
ния (4000 об/мин) в течение 5 мин. Определение 
концентрации белка в супернатантах проходило 
по методу Лоури.

Определение β-глюкозидазной активности

β-Глюкозидазную активность определяли по 
гидролизу п-нитрофенил-β-D-глюкопиранозида 
(пНФГ) концентрацией 1 мМ («Sigma», N-8016) 
до п-нитрофенола при 40 ºС и рН 5,0. За еди-
ницу активности принимали такое количество 
фермента, которое способно катализировать об-
разование 1 мкмоль продукта за 1 мин.

Клонирование промотора гена gpdA

Внутренний фрагмент гена gpdA P. verruculo-
sum был клонирован и секвенирован нами ранее 
[12]. На полученную нуклеотидную последова-
тельность были синтезированы два реверсных 
праймера PVGPDCR1 и PVGPDCR2 длиной 30 
нуклеотидов. Протяженная 5′-фланкирующая 
область размером около 1600 п.н. была ампли-
фицирована с использованием метода «ПЦР 
для неклонированной геномной ДНК» [13]. 
Последовательность секвенировали с помо-
щью праймеров AP2, PVGPDCR2 и PVGPDSR1 
(табл. 1). Анализ нуклеотидной последователь-
ности выявил, что секвенированная часть гена 
gpdA P. verruculosum содержит 5 интронов в ко-
дирующей части. Экзон-интронная структура 
части гена была определена путем сравнения 
нуклеотидной и аминокислотной последова-
тельностей гена gpdA P. verruculosum с генами 
глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназ других 
мицелиальных грибов с использованием прави-
ла GT–AG для начала и конца интронов. Таким 
образом, была получена неполная последователь-
ность гена gpdA P. verruculosum, содержащая про-
мотор этого гена длиной около 800 п.н. и 5′-фраг-
мент его кодирующей части (рис. 1).

Создание конструкции для экспрессии 
гена β-глюкозидазы (bgl1) Aspergillus niger 
под контролем промотора гена gpdA                                       

P. verruculosum

Для проверки функциональности промотора 
gpdA P. verruculosum была разработана плазмид-
ная конструкция, содержащая в себе ген bgl1 се-
кретируемой β-глюкозидазы Aspergillus niger (КФ 
3.2.1.21) с собственным лидерным пептидом под 
контролем промотора гена gpdA P. verruculosum 
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и c терминатором гена cbh1 P. verruculosum. Для 
этого был амплифицирован промотор гена gpdA с 
использованием праймера GpdBamD, содержаще-
го внутри себя сайт рестрикции BamHI, и прайме-
ра GpdBglR (табл. 1), обратно комплементарного 
3′-концу промотора, c короткой нуклеотидной 
последовательностью на 5′-конце, обратно ком-
плементарной началу кодирующей части сиг-
нального пептида гена bgl1. В качестве матрицы 
использовали геномную ДНК P. verruculosum. 
Был также амплифицирован 5′-фрагмент коди-
рующей части гена bgl1 с использованием прай-
мера GpdBglD, комплементарного началу коди-
рующей части сигнального пептида гена bgl1, c 
последовательностью на 5′-конце, комплемен-
тарной 3′-концу промотора gpdA, и праймера 
BglKpnR, обратно комплементарного 5′-коди-
рующей части гена bgl1, который расположен 
непосредственно после уникального сайта ре-
стрикции KpnI. В качестве матрицы использо-
вали ДНК плазмиды pPrCBH::bgl1, полученной 
нами ранее [11]. Смесь этих ПЦР-фрагментов 

в эквимолярном соотношении была использо-
вана в качестве матрицы для ПЦР с праймеров 
GpdBamD и BglKpnR. Полученный в результате 
амплификации ПЦР-фрагмент размером около 
2 т.п.н. содержал в себе промотор гена gpdA и 
5′-часть кодирующей области гена bgl1, фланки-
руемого сайтами рестрикции для BamHI и KpnI.

ПЦР-фрагмент был лигирован в плазмиду 
pPrCBH::bgl1, предварительно обработанную 
рестриктазами BamHI и KpnI. Полученная кон-
струкция pGpdBgl1 была секвенирована с ис-
пользованием праймеров prGpdSD и BglKpnR 
(табл. 1) в обоих направлениях (рис. 2). 

Создание конструкции для экспрессии 
химерного белка Сas9::eGFP

Для экспрессии химерного белка Cas9::eGFP 
была создана плазмидная конструкция, которая 
содержит ген cas9-eGFP, кодирующий химеру 
Cas9::eGFP, фланкированный с N-конца сигналом 
внутриядерной локализации вируса SV40 и содер-
жащий между Cas9 и eGFP сигнал внутриядерной 

Т а б л и ц а  1
Олигонуклеотиды, использованные в работе

Название Последовательность

GpdBglR TCAAAGTGAACCTCATGATTGCGGTGATAGTTGC

GpdBglD ATCACCGCAATCATGAGGTTCACTTTGATCGAGGC

BglKpnR CCCGTTGAGCACACTGATGGTCAAG

CasGFPSD1 CGACAGCTTCTTCCACAGACTG

CasGFPSD2 CAACCTGCTGGCCCAGATC

CasGFPSR1 GTCCACGATGTTGCCGAAG

PVGPDSR1 CCATGCCCATCTGTCCAAGAGA

PVGPDCR1 TGGCAGTGTAGGAGTGGATGGTGGTCATGA

PVGPDCR2 CGTGGTTGACACCCATGACGAACATCTAGA

AP2 ATAGGGCTCGAGCGGC

NlsCasD TCACCGCAATCATGCCAAAGAAGAAGCGGAAGGTCGGT

GpdBamD GATCAGGATCCGACTTCAGACCTGGATCGG

GpdNLSR TTCTTCTTTGGCATGATTGCGGTGATAGTTGC

CasApaR GGTCATCCAGGCGAATCTGCTG

prGpdSD GCTGCGTTACTTCTGGTGGAG

PVGPDQD2 AACGGCAAGCGCGTCAAGTTCT 

PVGPDQR2 ACCCTTCAAGTGAGCAGAGGCCTT 

PVACTQD1 ACAAGAAATCCAGACCGCTTCCC

PVACTQR1 TTTCGAGACCGATGACGGAAGG 
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локализации нуклеоплазмин Xenopus laevis [14] 
под контролем промотора гена gpdA P. verruculo-
sum и c терминатором гена cbh1 P. verruculosum. 
Конструкция получена аналогично предыдущей.

Промотор гена gpdA был амплифицирован с по-
мощью праймера GpdBamD, содержащего внутри 
себя сайт рестрикции BamHI, и праймера GpdNLSR 
(табл. 1), обратно комплементарного 3′-концу про-
мотора, c дополнением на 5′-конце, обратно ком-
плементарном началу кодирующей части сигнала 
внутриядерной локализации вируса SV40. В каче-
стве матрицы использовали геномную ДНК P. ver-
ruculosum. Также был амплифицирован фрагмент, 
кодирующий сигнал внутриядерной локализации 
вируса SV40  и 5′-часть гена cas9, с использова-
нием праймера NlsCasD (табл. 1), комплементар-
ного началу сигнала внутриядерной локализации 
вируса SV40, c дополнением на 5′-конце, компле-
ментарном 3′-концу промотора gpdA, и праймера 
CasApaR, обратно комплементарного 5′- кодирую-
щей части гена cas9, которая расположена непо-
средственно после уникального сайта рестрикции 
ApaI. Смесь ПЦР-фрагментов в эквимолярном со-

отношении была использована в качестве матри-
цы для ПЦР с праймеров GpdBamD и CasApaR 
(табл. 1). Полученный в результате амплификации 
ПЦР-фрагмент размером около 1,4 т.п.н. содержал 
в себе промотор гена gpdA, сигнал внутриядерной 
локализации вируса SV40, и 5′-часть кодирующей 
области гена cas9, фланкируемый сайтами дей-
ствия эндонуклеаз BamHI и ApaI.

ПЦР-фрагмент был обработан рестриктазами 
BamHI и ApaI и встроен с помощью реакции ли-
гирования вместо промотора гена cbh1, сигнала 
внутриядерной локализации вируса SV40 и 5′-ча-
сти кодирующей области гена cas9 в плазмиду 
pPrCBH::Cas9::GFP [неопубликованные данные], 
расщепленную эндонуклеазами BglII и ApaI. По-
лученная конструкция pGpdCas9GFP (рис. 3) была 
секвенирована с помощью праймеров CasGFPSR1, 
CasGFPSD1, CasGFPSD2 (табл. 1).

Трансформация штамма P. verruculosum                     
537 и культивирование рекомбинантов

Целевыми плазмидами pGpdBgl1, pGpdCas-
9GFP проводили трансформацию по методике 

Рис. 1. Структура секвенированной части гена gpdA P. verruculosum

Рис. 2. Схема плазмиды  pGpdBgl1.  Указаны используемый сайт рестрикции 
и экзон-интронная структура гена

Рис. 3. Схема плазмиды pGpdCas9GFP. Указаны используемый сайт рестрикции 
и сигналы внутриядерной локализации (NLS)
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[15], используя котрансформационную плазмиду 
pSTA-10 [16], несущую селективный ген niaD ни-
тратредуктазы Aspergillus niger.

Рекомбинантные штаммы высевали уколом 
на агаризованную среду ММ c 10 мМ нитратом 
натрия в качестве источника азота и инкубирова-
ли 14 дней при 32 °C. Споровой суспензией засе-
вали 100 мл жидкой среды MM (5×106 спор/мл) с 
10 мМ нитратом натрия и инкубировали 48 ч на 
орбитальной качалке (220 об/мин) при 32 °C, по-
сле чего из мицелия выделяли ДНК, используя 
набор DNeasy Plant Mini Kit («QIAGEN», США). 
РНК выделяли с помощью набора RNeasy Plant 
Mini Kit («QIAGEN», США).

Обратная транскрипция и ПЦР в реальном 
времени

Перед обратной транскрипцией по 1 мкг выде-
ленной РНК обрабатывали ДНКазой I («Thermo-
Scientifi c», CША) в соответствии с инструкцией 
фирмы-производителя. Далее по 300 нг обрабо-
танной РНК использовали для синтеза кДНК на-
бором RevertAid RT Reverse («ThermoScientifi c», 
CША) с применением коммерческой смеси прай-
меров oligoT и Random Hexamer Primers по 25 пкМ 
каждого на реакцию. 

Пробы для ПЦР в реальном времени имели 
следующий состав: прямой праймер (10 пмоль), 
обратный праймер (10 пмоль), реакционная 
смесь для проведения ПЦР-РВ с красителем 
EVA Green (M-439, «Синтол», Россия) (8 мкл), 
ДНК (4 нг), деионизованная вода (до 20 мкл). 
Программа ПЦР в реальном времени включала 
три стадии: I стадия – 5 мин при 95 °C, II ста-
дия – 15 с при 95 °C, 45 с при 60 °C, 39 циклов (с 
измерением флюоресценции после каждого цик-
ла), III стадия – увеличение температуры от 75 
до 95 °C с шагом 0,2 °C за 10 с для определения 
температуры плавления продуктов ПЦР. 

Для осуществления количественной ПЦР 
гена cas9, а также референсных генов gpdA и 

actA были использованы соответственно следу-
ющие пары праймеров (табл. 1):

CasGFPSD1–CasGFPSR1,
PVGPDQD2–PVGPDQR2,
PVACTQD1–PVACTQR1. 
Амплификацию проводили на приборе 

«CFX96» («Bio-Rad», США) в совместимых 96-лу-
ночных белых низкопрофильных плашках. Для 
анализа результатов использовали ПО Bio-Rad 
CFX Manager v. 3.1.

Подготовка препаратов для микроскопии

В стерильные пробирки (2 мл) с 1 мл мини-
мальной среды МС засевали по 10 мкл смыва спор 
с колоний выросших на чашках Петри с агаризо-
ванной средой ММ. Споры проращивали в тече-
ние 20 ч при 32 °С. Перед нанесением на предмет-
ные стекла проросший мицелий концентрировали 
на дне пробирки центрифугированием 5 мин при 
4000 об/мин; 900 мкл среды отбирали с верхней 
части пробирки. Из оставшихся 100 мкл отбирали 
10 мкл и помещали на предметные стекла для при-
готовления препарата типа «раздавленная капля». 
Микроскопирование проводили на флуоресцент-
ном микроскопе «Axioskop 40» («Zeiss», Герма-
ния) с использованием ртутной лампы.

Результаты и их обсуждение

Для экспрессии белка Cas9 в клетках P. verrucu-
losum было решено использовать собственный 
конститутивный промотор (gpdA) глицеральдегид-
3-фосфат дегидрогеназы. Аналогичная схема была 
использована при экспрессии Cas9 в грибах рода 
Aspergillus [7]. Промотор гена gpdA P. verruculo-
sum был клонирован и секвенирован впервые.

Для подтверждения функциональности клони-
рованного промотора гена gpdA P. verruculosum 
была разработана плазмида pGpdBgl1 (рис. 2). 
Ген bglI использовали в данном случае как рефе-
ренсный ген, показывающий ранее стабильную 
интеграцию в геном P. verruculosum в случае как 

Т а б л и ц а  2
Концентрация белка (СБ, мг/мл) и удельная активность β-глюкозидазы на 1 мл культуральной жидкости (*)                     

и на 1 мг общего секретируемого белка (**)

СБ 
                               

КЖ
                   

537 (К) BGL-4 BGL-5 BGL-15 BGL-16

4,4±0,12 5,9±0,26 2,95±0,07 7,2±0,66 6,0 ± 0,51

Активность по 
пНФГ, ед./мл* 0,36 ± 0,01 34±1,5 9,1±0,28 21,8±0,91 35±2,5

Активность по 
пНФГ, ед./мг** 0,082±0,004 5,7±0,29 3,1±0,17 3,02±0,40 5,74±0,898

О б о з н а ч е н и я: КЖ – культуральная жидкость.
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индуцибельной, так и конститутивной экспрессии 
[17]. Плазмиду интегрировали в геном штамма 
P. verruculosum 537 в результате котрансформации 
с селективной плазмидой pSTA-10, несущей ген 
niaD нитратредуктазы A. niger. После культивиро-
вания трансформантов на среде ФС были измере-
ны концентрация белка в культуральной жидкости 
и активность β-глюкозидазы по пНФГ (табл. 2). 
Из результатов измерений следует, что новый про-
мотор gpdA обеспечивает синтез β-глюкозидазы 
на уровне, соответствующем конститутивной экс-
прессии [17] и достаточном для экспрессии белка 
Cas9. Более того, относительно низкий биосинтез 
нуклеазы Cas9 предположительно снизит уровень 
нецелевого расщепления геномной ДНК комплек-
сом Cas9–sgRNA [18].

Для экспрессии гена cas9 в P. verruculo-
sum 537 была создана плазмидная конструкция 
pGpdCas9GFP (рис. 3). Плазмидой pGpdCas9GFP 
трансформировали  реципиентный штамм P. ver-
ruculosum 537. Полученные транформанты выра-
щивали на минимальной среде с глюкозой в ка-
честве источника углерода. Из мицелия выделяли 
ДНК и РНК, после чего анализировали относи-
тельное число копий гена cas9 в трансформантах 

и уровень экспрессии гена cas9 при росте ми-
целия на глюкозе, используя метод ПЦР в ре-
альном времени. В качестве референсных генов 
были выбраны гены gpdA и актина actA P. ver-
ruculosum. По результатам измерения относи-
тельного числа копий гена cas9, встроившихся в 
геном, и относительного уровня транскрипции в 
рекомбинантных клонах было установлено, что 
из пяти проверенных клонов наибольшее число 
копий имеется в клонах 1, 2 и 3, тогда как в кло-
нах 4 и 5 их примерно в 5 раз меньше. Уровень 
экспрессии также коррелирует с числом встро-
ившихся копий (рис. 4, 5). Клон 1 был выбран 
для анализа с использованием флюоресцентной 
микроскопии.

На снимках мицелия, полученного с помо-
щью флюоресцентной микроскопии, наблюда-
лась зеленая флюоресценция с усилением в точ-
ках, что может свидетельствовать о накоплении 
Cas9::eGFP в ядрах (рис. 6). Ядерная локализация 
Cas9 позволит осуществить траффик комплек-
са Cas9–sgRNA в протопласты P. verruculosum в 
дальнейших экспериментах. Нами был также про-
веден эксперимент по трансформации плазмиды 
pGpdGFP, не содержащей ген сas9. В этом случае 

Рис. 4. Относительное число копий гена cas9 в трансформантах (1–5) и в реципиентном 
штамме (К)

Рис. 5. Относительный уровень транскрипции гена сas9 в трансформантах (1–5) и в реципи-
ентном штамме (К)
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не наблюдалось флюоресценции, локализующейся 
в ядрах мицелия (данные не представлены).

Таким образом, применение методов генетиче-
ской инженерии позволило получить химерную 
форму Cas9::eGFP, экспрессия которой в ядрах 
мицелия позволяет говорить о базовой экспрессии 
Cas9 нуклеазы, что является важным методологи-
ческим шагом при разработке системы редактиро-
вания генома гриба Penicillium verruculosum. По-
лученный результат показывает потенциальную 
возможность доставки комплекса Cas9–sgRNA для 
специфического расщепления ДНК и делеции тар-
гетных генов. Например, удаление гена cbhI, ко-
торый кодирует основной фермент целлюлолити-
ческого комплекса, секретируемого грибом P. ver-
ruculosum, c использованием системы CRISPR/
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мицелия штамма 1
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EXPRESSION OF CAS9 NUCLEASE OF CRISPR/CAS GENOME EDITING 
SYSTEM IN FILAMENTOUS FUNGI PENICILLIUM VERRUCULOSUM

V.Yu. Kislitsin1, A.M. Chulkin1, I.G. Sinelnikov1, A.P. Sinitsyn1,2, A.M. Rozhkova1*

(1 Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology”, Russian Academy of Sci-
ences; 2 Department of Chemical Enzymology, Faculty of Chemistry, M.V. Lomonosov 
Moscow State University, Moscow, Russia; *e-mail:  amrojkova@mail.ru)

The cas9 gene of the Streptococcus pyogenes bacterium, which encodes second-class 
CRISPR / Cas system Cas9 nuclease, was expressed in fi lamentous fungus Penicillium 
verruculosum under the control of the constitutive autologous promoter of the gpdA gene 
encoding glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, which was cloned and sequenced 
at the fi rst time in the this work. The functionality of the gpdA promoter was confi rmed 
by expression of the heterologous Aspergillus niger β-glucosidase in P. verruculosum. The 
relative copy number and expression level of the cas9 gene in recombinant strains was 
counted by real-time PCR. To detect  the localization of Cas9 nuclease in P. verruculosum 
fungal cells a fl uorescent eGFP protein was added to the C-terminus of Cas9 and 
the chimeric nuclease was expressed. Fluorescence microscopy of growing mycelium 
confi rmed the intracellular expression of the chimeric construct in cells of recombinant 
strains.

Key words: genome editing, Penicillium verruculosum, gpdA promoter.
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