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Аннотация. Ген tacA, кодирующий белок-репрессор TacA, был клонирован ме-
тодом «прогулки по неклонированной ДНК» из геномной ДНК гриба Penicilli-
um verruculosum B1-221-151. Нокаут генов tacA и niaD методом CRISPR/CAS9 
привел к получению нового штамма-реципиента P. verruculosum ΔniaDΔtacA, 
характеризующегося более высокой скоростью биосинтеза внеклеточного белка. 
Анализ транскрипции и экспрессии гена cbhI в исходном штамме P. verruculosum 
B1-221-151 и в штамме P. verruculosum ΔniaDΔtacA показал резкий рост уровня 
транскрипции гена cbhI уже через 2 ч после начала индукции целлобиозой, целло-
триозой, гентиобиозой и смесью ди- и трисахаридов по сравнению с транскрип-
цией гена cbhI в исходном штамме. Удельная активность целлобиогидролазы I, 
основного фермента целлюлолитического комплекса гриба P. verruculosum, через 
96 ч ферментации штамма ΔtacA увеличилась в 3 раза по сравнению с исходным 
штаммом.
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Экспрессия гидролитических ферментов, 
разрушающих клеточные стенки растений, в 
мицелиальных грибах регулируется на уров-
не транскрипции посредством транскрип-
ционных факторов (ТФ). В настоящее время 
изучены механизмы регуляции генов, кодиру-
ющих целлюлазы и гемицеллюлазы в мицели-
альных грибах родов Aspergillus spp. [1, 2], 
Trichoderma spp. [3], Neuspora crassa [4] и др. 
Показано, что транскрипция грибных генов 
карбогидраз контролируется несколькими ре-
гуляторами транскрипции, большинство из 
которых относятся к семейству транскрипци-
онных факторов Zn(II)2Cys6 [5]. Эти регулято-
ры реагируют на моно-, ди- и  олигосахариды 
(СП 3–6), которые действуют как индукторы 
[6].
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Транскрипционные факторы могут осущест-
влять как позитивную, так и негативную регу-
ляцию экспрессии ферментов [7]. Примером 
положительного регулятора служит ТФ XlnR, 
который активирует экспрессию генов, кодиру-
ющих ксиланазы и целлюлазы, гидролизующие 
наиболее распространенные в природе полиса-
хариды [2, 8–10]. 

В мицелиальных грибах наряду с позитив-
ной возможна и негативная регуляция транс-
крипции, которая реализуется через механизм 
углеродной катаболитной репрессии и осущест-
вляется посредством белков-репрессоров [7]. 
Углеродная катаболитная репрессия позволяет 
организмам осуществлять последовательную 
утилизацию источников углерода, начиная с бо-
лее предпочтительных (быстро утилизируемых и 
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энергетически выгодных). Наиболее изученным 
белком-репрессором является CreA [11–13], одна-
ко существуют и другие негатитивные транскрип-
ционные факторы, например AceI в Trichoderma 
reesei [14], или его ортологи в других грибах [15].

Таким образом, сверхэкспрессия активато-
ров, или делеция репрессоров, представляет со-
бой эффективный способ усиления экспрессии 
целлюлаз/гемицеллюлаз в мицелиальных гри-
бах – продуцентах гидролитических комплек-
сов ферментов [16–17]. 

Мицелиальный гриб Penicillum verruculosum 
является промышленным продуцентом цел-
люлолитического комплекса ферментов с про-
дуктивностью до 60 г/л общего секретируе-
мого белка [18]. Целлюлолитический ком-
плекс P. verruculosum представлен целло-
биогидролазой I (ЦБГI), эндоглюканазой II и 
β-глюкозидазой, которые совместно  эффективно 
гидролизуют микрокристаллическую целлюлозу 
(МКЦ). Наиболее важен, с точки зрения гидро-
лиза, фермент ЦБГI, осуществляющий гидролиз 
кристаллических участков МКЦ, поэтому увели-
чение экспрессии ЦБГI в составе секретируемого 
комплекса гриба P. verruculosum представляет со-
бой актуальную практическую задачу.

Недавно нами для геномного редактиро-
вания гриба P. verruculosum был адаптирован 
метод CRISPR/CAS9, что существенно расши-
рило возможности коррекции генома этого гри-
ба [19]. В нашей последней работе (в печати) 
с помощью методики CRISPR/CAS9 была ис-
следована функция транскрипционного акти-
ватора XlnR, который оказывает воздействие 
на экспрессию ксиланаз и частично участвует 
в транскрипции гена cbhI, кодирующего целло-
биогидролазу I P. verruculosum. 

В настоящем исследовании ранее адапти-
рованная методика геномного редактирования 
CRISPR/CAS9 применена для нокаута гена 
tacA, кодирующего белок-репрессор TacA. 

Цель настоящей работы состояла в анализе 
транскрипции/экспрессии гена cbhI в условиях ин-
дукции ранее подобранными моно- и ди-сахарами, 
что необходимо для понимания механизма регуля-
ции траскрипции генов в грибе P. verruculosum.

Экспериментальная часть
Клонирование гена tacA, кодирующего транс-

крипционный фактор TacA P. verruculosum. Ну-
клеотидную последовательность гена tacA 
штамма Y-94 гриба Talaromyces pinophilus 
(LC012352.1) мы соотнесли с восемью бли-

жайшими гомологами, используя для поиска 
коллекцию «whole genome shotgun contigs» 
и программу «Blastn» (https://blast.ncbi.nlm.
n ih .gov /Blas t . cg i?PROGRAM=blas tn ) для 
грибов из родов Talaromyces и Penicillium. 
На консервативные участки кодирующей об-
ласти гена были синтезированы вырожден-
ные праймеры: 

PVtacAD tcctcttcaaagtctgccagaa(g/a)ca;
PVtacAR tcatgtcggcactcggagg(t/a)tg.
С помощью праймеров PVtacAD, PVtacAR, 

и ДНК P. verruculosum в качестве матрицы 
был амплифицирован фрагмент ДНК, соот-
ветствующий последовательности внутрен-
него фрагмента гена tacA P. verruculosum.

Клонирования фланкирующих 5′- и 3′-об-
ластей гена осуществлено с использованием 
метода «прогулки по неклонированной ге-
номной ДНК» [20], для чего на секвениро-
ванную последовательность ПЦР-фрагмента 
были разработаны праймеры:

TACCD1 gactttcaactcttcccgtctgccgatctc;
TACCD2 agtctggatcctgttcctcattcgcagacc;
TACCR1 ggttgaggttttggagaagagttggagggag;
TACCR2 aagggaaagacatacgtggttgtgggtgttg.
Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) для 

клонирования проводили с использованием ДНК-
полимеразы Phire Hot Start II DNA Polymerase 
(«Thermo Fisher Scientifi c Inc.», США) в соот-
ветствии с рекомендациями производителя. Все 
праймеры были разработаны с помощью про-
граммного обеспечения SnapGene v. 3.2.1.

Анализ полученной нуклеотидной после-
довательности позволил определить места 
начала и терминации трансляции транскрип-
ционного фактора TacA P. verruculosum, а 
также выявить наличие одного интрона в ко-
дирующей области гена.

Анализ транслированной последователь-
ности показал наличие участка, кодирующе-
го «цинковый палец» класса Cyc2His2 Zn(II) 
(рис. 1), присутствующий во многих транс-
крипционных факторах эукариот [21].

Нокаут гена tacA в исходном штамме                              
P. verruculosum B1-221-151. Нокаут гена tacA 
проводили адаптированным методом CRISPR/
CAS9 по методике, описанной в [19].

Последовательность протоспейсера для 
нокаута гена tacA (5′-tttgaagaggacaataggga-3′) 
была подобрана в программе ChopChop 
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(https://chopchop.cbu.uib.no/ ). Плазмида pGCТ 
(рис. 2) получена путем лигирования по ре-
стрикционным сайтам BamHI и SalI в плазми-
ду pGpdCas9 [19] фрагмента ДНК, кодирую-
щего sgРНК для гена tacA. 

tacAsgR–  tccctattgtcctcttcaaagctattcgtcctttcat
acaacag
tacAsgR+   tttgaagaggacaatagggagttttagagctag
aaatagcaag
Трансформация исходного штамма P. ver-

ruculosum B1-221-151  и отбор рекомбинант-
ных штаммов P. verruculosum niaDΔtacA. Для 
одновременного нокаута генов niaD и tacA 
проводили трансформацию штамма P. ver-

ruculosum В1-221-151 плазмидами p5SniaD и 
pGCT (рис. 2) по описанной ранее методике 
[19, 22]. Трансформанты c генотипом P. ver-
ruculosum ΔniaD отбирали на селективной 
среде (СМ) с добавлением 0,7 М NaClO3 в ка-
честве селективного агента и 10 мМ NH4Cl в 
качестве источника азота. Колонии, выросшие 
на данной среде, пересевали на минимальную 
среду (ММ) с NH4Cl или NaNO3 в качестве 
источника азота. Клоны, растущие на среде с 
NaNO3, исключались из дальнейшего анализа. 

Из отобранных на селективной среде клонов 
выделяли геномную ДНК набором DNeasy Plant 
Mini Kit («Qiagen», США). Выделенную ДНК 

Рис. 1. Карта гена tacA P. verruculosum. Показаны экзон-интронная структура, расположение                                  
праймеров для ПЦР и секвенирования, а также положение домена  

Cys2His2Zn(II)

Рис. 2. Схема плазмид p5SniaD (A) и pGCT (Б)
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использовали для амплификации фрагментов 
гена tacA с помощью праймеров: 

tacAF1  acgagccaatcagcgctaaaggc;
TACCR1  ggttgaggttttggagaagagtggagggag.
Полученные фрагменты ДНК использовали 

для секвенирования и поиска мутаций.
Определение влияния индукторов на транс-

крипцию гена cbhI методом количественной 
ПЦР. Выращивание биомассы штаммов P. ver-
ruculosum ΔniaDΔtacA и P. verruculosum В1-221-
151 для выделения РНК в условиях индукции 
проводили так, как было описано ранее [22], за 
исключением использования хлорида аммония 
в концентрации 10 мМ в качестве источника 
азота для штамма c генотипом ΔniaDΔtacA.

В качестве индукторов использовали 2 мМ 
ксилозы, 1 мМ ксилобиозы, 2 мМ целлобиозы, 
2 мМ целлотриозы, 2 мМ гентиобиозы, 2 мМ 
целлоолигосахаридов (ЦОС) со степенью по-
лимеризации 2–3 и 2 мМ ксилоолигосахаридов 
(КОС) со степенью полимеризации 3–5. ЦОС 
и КОС были получены путем ограниченного 
ферментативного гидролиза МКЦ и ксилана 
березы, как описано ранее [23]. Пробы мице-
лия отбирали через 1, 2, 4 ч. Выделение РНК и 
количественную ПЦР проводили, как описано 
в [23]. 

Все пробы наносили в трех повторностях. 
Для сравнения Cq в различных плашках, 43 нг 
ДНК Р. verruculosum в трех повторностях нано-
сили в каждую плашку для пересекающихся ге-
нов в качестве матрицы.

Программа ПЦР в реальном времени: 1 ста-
дия – 5 мин при 95 °C, 2 стадия – 15 с при 95 °C, 
45 с при 60 °C, 39 циклов с измерением флюо-
ресценции после каждого цикла.

Амплификацию проводили на приборе 
«CFX96» («Bio-Rad», США) в совместимых 
96-луночных белых низкопрофильных планше-
тах. Результаты анализировали с помощью про-
граммного обеспечения Bio-Rad CFX Manager 
v.3.1. 

Ферментация штаммов P. verruculosum 
ΔniaDΔtacA и P. verruculosum В1-221-151. Штам-
мы P. verruculosum ΔniaDΔtacA и  P. ver-ruculosum 
В1-221-151 культивировали в ферментерах объ-
емом 3 л («Проинтех», Россия) на среде, со-
держащей (г/л): КН2РО4 – 7,0; (NH4)2SO4 – 5,0; 
MgSO4∙7Н2О – 0,3; CaCl2∙2Н2О – 0,23; глюкозную 
патоку – 57,0; дрожжевой экстракт – 10,0; пше-
ничные отруби – 10,0; МКЦ – 40,0. Культивиро-
вание проводили при 30 °С и pH 4,8–5,0 в те-
чение 6 суток. В культуральной жидкости опре-

деляли концентрацию белка по методу Лоури, 
используя в качестве стандарта БСА [24]. 

Определение активности целлобиогидрола-
зы I. За единицу активности принимали такое ко-
личество фермента, которое катализирует образо-
вание 1 мкмоль продукта за 1 мин. Активность по 
отношению к микрокристаллической целлюлозе 
(авицеллу, концентрация 5 г/л в реакционной 
смеси) определяли по начальным скоростям обра-
зования восстанавливающих сахаров (ВС) при рН 
5,0 и 50 °С методом Шомоди–Нельсона [25]. 

Результаты и обсуждение

Нокаут гена транскрипционного фактора 
TacA с использованием CRISPR/CAS9. Нока-
ут гена tacA был получен с использованием 
адаптированной методики на основе техно-
логии геномного редактирования CRISPR/
CAS [19]. Для этого прототрофный штамм 
P. verruculosum B1-221-151 трансформиро-
вался плазмидой pGCT вместе с плазмидой 
p5SniaD (рис. 2). В результате трансформа-
ции, на селективной среде с хлоратом натрия 
и хлоридом аммония было отобрано 16 транс-
формантов, из которых 11 были не способны 
утилизировать нитрат в качестве источника 
азота. Из четырех случайных клонов была вы-
делена геномная ДНК, использованная для 
амплификации и секвенирования фрагмента 
гена tacA. В результате секвенирования было 
установлено, что 1 из 4 проверенных клонов 
имел мутацию в месте двухцепочечного раз-
рыва ДНК нуклеазой Cas9, которая привела к 
сдвигу рамки считывания (рис. 3). Для после-
дующих экспериментов был отобран клон № 10 
с генотипом ΔniaDΔtacA.

Анализ транскрипции и экспрессии гена 
cbhI в штаммах P. verruculosum B1-221-151 и 
P. verruculosum ΔniaDΔtacA под влиянием раз-
личных индукторов. Нами было проведено ис-
следование влияния нового путативного транс-
крипционного фактора TacA на транскрипцию и 
экспрессию гена cbhI в исходном штамме В1-221-
151 и штамме с нокаутом гена tacA (ΔtacA). Ана-
лиз транскрипции гена cbhI проводили методом 
количественной ПЦР в присутствии ранее уста-
новленных индукторов транскрипции гена cbhI 
для исходного штамма P. verruculosum В1-221-
151 [22] (рис. 4). 

Из рис. 4, а следует, что в штаммах с нокау-
том гена tacA наблюдается резкий рост уровня 
транскрипции гена cbhI уже через 2 ч после 
начала индукции целлобиозой, целлотриозой, 
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Рис. 3. Выравнивание фрагментов гена tacA, содержащих мутации в районе протоспейсера у клона 10, 
отобранного после трансформации плазмидой pGCT

смесью ЦОС (в основном ди- и трисахариды), а 
также гентиобиозой (1,6-Δ-дисахарид) по срав-
нению с транскрипцией гена cbhI в исходном 
штамме. Наибольшее увеличение транскрипции 
cbhI наблюдается при индукции целлобиозой че-
рез 2 ч, что характерно для P. verruculosum [22]. 
Динамика увеличения транскрипции гена cbhI в 
штамме ΔtacA при воздействии разных индук-
торов различна. В случае индукции целло-
биозой, целлотриозой и гентиобиозой макси-
мальная транскрипция наблюдается через 2 ч, 
а через 4 ч уровень транскрипции падает. При 
индукции штаммов смесью ЦОС наблюдается 
небольшое увеличение транскрипции гена cbhI 
после 4 ч индукции. Вероятно, это связано с об-
разованием дополнительной целлобиозы из сме-
си ЦОС, в которой присутствует незначитель-
ное количество примесей целлоолигосахаридов, 
имеющих  степень полимеризации от 4 до 6, под 
действием собственного комплекса целлюлоли-
тических ферментов.

Полученные данные свидетельствуют о нега-
тивном влиянии ТФ TacA на транскрипцию гена 
cbhI, что согласуется с данными по сравнению 
аминокислотных последовательностей ТасА и 
его ортолога AceI – репрессора транскрипции 
целлюлаз в Trichoderma reesei [14]. Интересно 
отметить, что для другого гриба-целлюлолитика, 
Talaromyces cellulolyticus, делеция ТФ ТacA при-
водит, наоборот, к снижению уровня транскрип-
ции целлюлаз и ксиланаз [15]. Однако, по мне-
нию авторов статьи, в регуляции транскрипции 
гидролитических ферментов у T. cellulolitucus 
участвует комплекс различных ТФ, часть из ко-
торых еще не изучена.

Ксилоолигосахариды, ксилобиоза и ксилоза 
практически не индуцируют транскрипцию гена 
cbhI ни в исходном B1-221-151, ни в нокаутиро-
ванном ΔtacA штаммах (рис. 4, б). В случае ин-

дукции ксилобиозой через 2 ч наблюдается не-
значительное повышение транскрипции cbhI в 
штамме ΔtacA, однако значения относительной 
нормализованной экспрессии малы по сравне-
нию со значениями при индукции целлосахара-
ми (рис. 4, а).

Для изучения экспрессии ЦБГI в динамике 
была проведена ферментация штаммов B1-221-
151 и ΔtacA с использованием лабораторных 
ферментеров 1-L в стандартных условиях куль-
тивирования при контроле температуры, pН и 
pO2. 

На рис. 5 отражены изменения в динамике 
прироста белка (рис. 5, а) и авицеллазной актив-
ности (рис. 5, б)  в течение 6 суток с отбором 
контрольных образцов культуральной жидкости 
через 48, 72, 96, 120 и 144 ч после начала фер-
ментации. Из рис. 5, а следует, что максималь-
ная концентрация белка (26 мг/мл) достигается 
через 96 ч после начала ферментации в случае 
штамма ΔtacA, в то время как штамм B1-221-151 
секретирует 22 мг/мл общего белка лишь после 
144 ч. 

Наиболее важный результат состоит в рез-
ком увеличении удельной активности ЦБГI, 
определенной по нерастворимому авицеллу 
(МКЦ), после 96 ч ферментации штамма ΔtacA 
(рис. 5, б). Значения удельной активности ЦБГI 
в культуральной жидкости штаммов B1-221-151 
и ΔtacA различаются почти в 3 раза. Уменьше-
ние авицеллазной активности в штамме ΔtacA 
после 144 ч ферментации может быть связано с 
протеолитическим отщеплением целлюлозос-
вязывающего домена от ЦБГI, что приводит к 
частичной потере сродства ЦБГI к субстрату.

Таким образом, в результате нокаута гена tacA, 
кодирующего белок-репрессор TacA, удалось по-
лучить новый штамм-реципиент P. verruculosum 
ΔniaDΔtacA, характеризующийся более высокой 
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Рис. 4. Транскрипция гена cbhI в штаммах P. verruculosum B1-221-151 (WT, К1) и штамма 
P. verruculosum ΔniaDΔtacA с нокаутированным транскрипционным фактором (ΔtacA, К2) 
под влиянием различных индукторов: целлобиозы, целлотриозы, целлоолигосахаридов, 
гентиобиозы (А) и ксилоолигосахаридов, ксилобиозы, ксилозы (Б) через 1 ч (1), 2 ч (2),   

4 ч (3) после добавления индуктора, а также без добавления индуктора 
через 1 ч (К1, К2)

скоростью роста и продукцией внеклеточного 
белка. Удельная активность целлобиогидролазы I 
после 96 ч ферментации штамма ΔtacA увеличи-
лась в 3 раза по сравнению с исходным штаммом. 
Полученный результат имеет существенное прак-

тическое значение, поскольку позволяет сократить 
сроки ферментации производственных штаммов 
P. verruculosum на двое суток, что в конечном сче-
те должно привести к удешевлению технологии 
получения ферментных препаратов целлюлаз.
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Рис. 5. Изменение концентрации общего секретируемого белка (а) и изменение удельной авицеллазной 
активности, измеренной по МКЦ (б), в процессе культивирования штаммов P. verruculosum B1-221-151 
и P. verruculosum ΔniaDΔtacA с нокаутированным транскрипционным фактором (ΔtacA) при длитель-

ности ферментации, ч: 1 – 48, 2 – 72, 3 – 96, 4 – 120, 5 – 144
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