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Аннотация. Для увеличения частоты гомологичной рекомбинации (HR) при 
трансформации промышленного штамма Penicillium verruculosum 221-151 
(ВКМ F-3972D) методом CRISPR/CAS9 был нокаутирован ген ku70, кото-
рый кодирует белок Ku70, связывающийся в местах двуцепочечных разры-
вов ДНК и участвующий в процессе репарации по механизму негомологич-
ного соединении концов. Предположительно, новый реципиентный штамм P. 
verruculosum ΔniaDΔku70 должен иметь повышенную частоту гомологичной 
рекомбинации при трансформации в сравнении с реципиентным штаммом P. 
verruculosum ΔniaD за счет интегративной встройки экспрессионной кассеты 
только по механизму HR. В качестве маркерного был выбран ген pep1, коди-
рующий собственную аспартат-протеазу. Однако было показано, что нокаут 
гена ku70 привел к существенному снижению частоты ко-трансформации в 
штамме P. verruculosum ΔniaDΔku70 в сравнении с штаммом P. verruculosum 
ΔniaD при одинаковой нагрузке вносимой ДНК (3 мкг). При этом число копий 
гена pep1 в рекомбинантных штаммах серии P. verruculosum Pep1 (с нативным 
Ku70) составляло от 3 до 28, что свидетельствовало о преобладании механиз-
ма негомологичной рекомбинации (NHEJ). 
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Промышленный штамм Penicillium verrucu-
lоsum 221-151 (ВКМ F-3972D) является эффек-
тивным продуцентом целлюлазных препаратов с 
высоким содержанием целлобиогидролаз (ЦБГ) 
и β-глюкозидазы [1]. Для получения препара-
тов рекомбинантных ферментов из штамма P. 
verruculosum 221-151 был получен реципи-
ентный штамм P. verruculosum ΔniaD, а также 
разработана экспрессионная система на ос-
нове промоторной и терминаторной областей 
гена cbh1, кодирующего целлобиогидролазу 1 
(ЦБГI) – основной фермент целлюлолитическо-
го комплекса гриба [2].

При использовании экспрессионной и транс-
формационной систем гриба P. verruculosum 
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ΔniaD ранее были созданы рекомбинант-
ные штаммы-продуценты гетерологичных 
β-глюкозидазы (БГЛ, КФ 3.2.1.21) Aspergillus 
niger [3] и ксиланазы А (КсилА, КФ 3.2.1.8) 
Penicillium canescens [4]. Было отмечено, что 
при гетерологичной экспрессии гена xylA, 
кодирующего КсилА, и гена bgl1, кодирую-
щего БГЛ, наблюдалось разделение получен-
ных рекомбинантных штаммов на «моно»-
продуценты, содержащие 50–80% целевого 
фермента, и «гетеро»-продуценты с содержа-
нием целевого фермента около 20%. Методом 
количественной полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) было установлено, что в геноме «моно»-
продуцентных штаммов может находится более 
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20 копий целевого гена, а в геноме «гетеро»-
продуцентов – всего 2–6 копий. При этом во всех 
штаммах сохранялся ген cbh1 [5], что вполне 
ожидаемо, поскольку в мицелиальных грибах 
преобладает механизм негомологичной реком-
бинации (NHEJ), а частота встраивания ДНК в 
гомологичные участки геномной ДНК состав-
ляет всего 5–10% [6].

Для сдвига механизма рекомбинации в сто-
рону HR в мицелиальных грибах часто прибе-
гают к нокауту гена ku70, кодирующего белок 
Кu70, который связывается в местах двуцепо-
чечных разрывов ДНК и участвует в процессе 
репарации по механизму NHEJ [7–10]. Приме-
нение этого подхода к штамму P. verruculosum 
расширило бы панель новых продуцентов ре-
комбинантных белков, только за счет замены 
гена cbh1 на целевой ген по механизму HR, 
что привело бы к получению ферментных пре-
паратов без ЦБГ1, востребованных, например, 
целлюлозно-бумажной промышленностью при 
отбелке бумаги.

Таким образом, цель работы состояла в 
определении влияния белка Ku70 на частоту 
трансформации штамма P. verruculosum 221-
151. Для этого нами был осуществлен нокаут 
гена ku70 с помощью адаптированной ранее си-
стемы CRISPR/Cas9 [11], а также трансформа-

ция нокаутированного штамма P. verruculosum 
ΔniaDΔku70 и штамма  P. verruculosum ΔniaD 
плазмидой, несушей маркерный ген pep1, коди-
рующий аспартатную протеазу.

Экспериментальная часть

Нокаут гена ku70 в штамме P. verruculosum 
221-151

Нокаут гена ku70 проводили адаптированным 
методом CRISPR/CAS9 по ранее описанной ме-
тодике [11].

Последовательность протоспейсера для нокау-
та гена ku70 (5′-agacgacgaaaatttccagg-3′) была по-
добрана в программе ChopChop (https://chopchop.
cbu.uib.no/). Плазмида pGCKu (рис. 1) была по-
лучена путем лигирования по рестрикционным 
сайтам BamHI и SalI в плазмиду pGpdCas9 [11] 
фрагмента ДНК, кодирующего sgРНК для гена 
ku70, который был получен методом ПЦР из 
плазмиды p5SniaD [11] с использованием прай-
меров ku70sgR+ (agacgacgaaaatttccagggttttagagct
agaaatagcaag) и ku70sgR-(cctggaaattttcgtcgtctctatt
cgtcctttcatacaacag).

Для одновременного нокаута генов niaD и 
ku70 проводили трансформацию штамма P. 
verruculosum 221-151 [1] плазмидами p5SniaD 
и pGCKu (рис. 1), по описанной ранее методике 
[11]. 

Рис. 1. Схема плазмид p5SniaD (А) и pGCKu (Б)
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Ауксотрофные трансформанты отбирали 
на селективной среде (SМ) [11] с добавле-
нием 0,7 М NaClO3 в качестве селективного 
агента и 10 мМ NH4Cl в качестве источника 
азота. Колонии, выросшие на этой среде, пе-
ресевали на минимальную среду (ММ) [11] с 
10 мМ NH4Cl или 10 мМ NaNO3 в качестве 
источника азота. Клоны, выросшие на среде 
с NaNO3, исключали из дальнейшего анализа. 

Из отобранных на селективной среде кло-
нов выделяли геномную ДНК набором DNeasy 
Plant Mini Kit («Qiagen», США). Выделенную 
ДНК использовали для амплификации фраг-
ментов гена ku70 с помощью олигонуклео-
тидов ku70F1 (tggaggtgcgcgtctgc) и ku70R2 
(taggagagaccgccacgg).

Амплифицированные фрагменты ДНК анали-
зировали методом секвенирования по Сэнгеру и 
методом поиска мутаций.

Получение плазмиды pUC-CBHI-Pep1  

Геномную ДНК, выделенную из P. 
verruculosum 221-151, использовали в каче-
стве матрицы для амплификации гена pep1, 
кодирующего аспартат-протеазу с использова-
нием полимеразы Phusion («NEB», США). Для 
проведения ПЦР использовали термоциклер 
«C1000 Touch Bio-Rad» (США). Полученный 
ПЦР-продукт (вставка) клонировали методом 
независимого лигирования [12]. Вставку и 
линеаризованный вектор pUC-CBHI обраба-
тывали T4 ДНК-полимеразой в присутствии 
дезоксиаденозинтрифосфата (dATP) и дезо-
кситимидинтрифосфата (dTTP) соответствен-
но. Лигирование вставки (150 нг) и вектора 
pUC-CBHI (50 нг) проводили путем смешива-
ния и инкубации при 37 °С; полученную смесь 
использовали для трансформации клеток E. coli 
XL1-blue («Agilent», США) по стандартному 
протоколу [13]. Выделение полученной плаз-
миды pUC-CBHI-Pep1 осуществляли методом 
щелочного лизиса с помощью набора «Plasmid 
Miniprep» («Евроген», Россия). 

Трансфо рмации P. verruculosum ΔniaD                      
и P. verruculosum ΔniaDΔku70 

Tрансформацию реципиентных штам-
мов P. verruculosum ΔniaD и P. verruculosum 
ΔniaDΔku70 осуществляли целевой плазми-
дой pUC-CBHI-Pep1 по адаптированной ме-
тодике, описанной в [14]. Целевая плазмида 
pUC-CBHI-Pep1 несла ген pep1, фланкиро-
ванный промотором (pCBH1) и терминатором 

(tCBH1) гена целлобиогидролазы I (cbh1). 
Для селекции рекомбинантов на средах, со-
держащих нитрат в качестве единственного 
источника азота, трансформация осущест-
влялась совместно с селективной плазми-
дой pSTA-10, несущей функциональный ген 
niaDA из Aspergilus niger. 

Для трансформации использовали одинако-
вое числа протопластов (1010 шт.) и одинаковое 
количество целевой плазмидной ДНК (3 мкг) с 
геном pep1. Для каждого штамма осуществляли 
оценку числа трансформантов методом прямо-
го подсчета колоний, выросших на селективной 
среде, которая содержала нитрат натрия в ка-
честве единственного источника азота, а также 
оценку эффективности трансформации путем 
измерения числа интегрированных генов pep1 
в геном продуцента методом ПЦР в реальном 
времени. 

Оценка эффективности трансформации 
методом ПЦР в реальном времени 

(количественная ПЦР)

Геномную ДНК, выделенную из клонов P. 
verruculosum Pep1 и P. verruculosum Δku70-Pep1, 
использовали в качестве матрицы для ана-
лиза. Количественную ПЦР для определе-
ния числа копий гена pep1 проводили так, как 
описано в [5], с использованием генов актина 
(actA), тубулина (tub2) и глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы (gpdA) в качестве рефе-
ренса (табл. 1).

Результаты и обсуждение

Получение штамма P. verruculosum 
ΔniaDΔku70 c нокаутом гена ku70

После трансформации прототрофного штам-
ма P. verruculosum 221-151 плазмидами pGCKu 
и p5SniaD (рис. 1) на селективной среде с хлора-
том натрия и хлоридом аммония было отобрано 
18 трансформантов, из которых 16 были не спо-
собны утилизировать нитрат в качестве источ-
ника азота. Из 8 случайно отобранных клонов 
была выделена геномная ДНК, использованная 
для амплификации и секвенирования фрагмен-
та гена ku70. В результате секвенирования было 
установлено, что у 4 клонов имелись мутации в 
месте двухцепочечного разрыва ДНК нуклеазой 
Cas9, приводящие к сдвигу рамки считывания 
(рис. 1). 

Для дальнейших экспериментов был отобран 
клон № 5 с генотипом Δku70ΔniaD.
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Получение штаммов P. verruculosum 
Δku70-Pep1 и P. verruculosum Pep1 и анализ 

копийности гена pep1
Трансформацию целевой плазмидой pUC-

CBHI-Pep1, содержащей ген pep1, кодирующий 
собственную аспартатную протеазу Pep1, про-
водили параллельно в штаммах P. verruculosum  
ΔniaD и P. verruculosum ΔniaDΔku70 (клон 5). 

Скрининг трансформантов на минимальной 
среде, содержащей нитрат натрия в качестве 
единственного источника азота, позволил иден-
тифицировать 45 трансформантов, полученных 
на базе штамма P. verruculosum ΔniaD, тогда как 
в случае использования штамма P. verruculosum 
ΔniaDΔku70 было получено лишь 12 трансфор-
мантов (рис. 3). 

Рис. 2. Выравнивание фрагментов гена ku70, содержащих мутации в районе протоспейсера у клонов, 
отобранных после трансформации плазмидой pGC|Ku

Рис. 3. Визуальная частота трансформации штаммов P. verruculosum  
ΔniaD (слева) и P. verruculosum ΔniaDΔku70 (справа) плазмидой                  

pUC-CBHI-Pep1

Олигонуклеотиды, используемые для ПЦР в реальном времени 

Название 
олигонуклеотида Последовательность 5-3′ Ген

PVACTQD1 ACAAGAAATCCAGACCGCTTCCC
Актин (actA)

PVACTQR1 TTTCGAGACCGATGACGGAAGG

PVGPDQD2 AACGGCAAGCGCGTCAAGTTCT Глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназа (gpdA)PVGPDQR2 ACCCTTCAAGTGAGCAGAGGCCTT

PVTUBQD1 GCTTCCGGCAACAAATATGTCCC
Тубулин (tub2)

PVTUBQR1 CCGGACTGACCGAAAACAAAGTTG

Pep1A_F TCTAGTCCCTGTCTTCGG
Аспартатная протеаза (pep1)

Pep1A_R AGAAAAGGTCATAGGTTGCC
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Рис. 4. Относительное число копий генов pep1 в штаммах P. verruculosum Δku70-Pep1 (А)  
и  P. verruculosum Pep1 (Б) в сравнении с маркерными генами: актин (actA), тубулин (tub2),                                                  

глицеральдегид-3-фосфаидегидрогеназа (gpdA), аспартат-протеаза (рер1)

Резу льтаты анализа числа копий экспресси-
онной кассеты, содержащей ген pep1, в геноме 
25 рекомбинантных штаммов P. verruculosum 
Pep1 показал, что интеграция в геном гена pep1 
происходит с высокой частотой и число интегра-
ций варьирует от 2 до 28 (учитывая наличие од-
ной копии нативного гена в геноме), более 50% 
трансформантов содержали более трех копий 
гена pep1 (рис. 4). Амплификация локуса гена 
cbh1 методом ПЦР подтверждает сохранение 
целостности этого участка генома и отсутствие 
гомологичной рекомбинации с выщеплением 
гена cbh1. 

Все 12 трансформантов серии P. verruculosum 
Δku70-Pep1, полученные на основе штамма с но-
каутом гена ku70 были также проанализированы 
с помощью ПЦР в реальном времени (рис. 4). Ни 
один из полученных рекомбинантных штаммов 
не имел дополнительной копии гена pep1, что 
свидетельствует о том, что рекомбинация целе-
вой плазмиды pUC-CBHI-Pep1 не произошла, 

однако рост на нитрате в качестве источника 
азота свидетельствовал об успешной интеграции 
селективной плазмиды pSTA-10, содержащей 
ген niaDA из Aspegilus niger. Интеграция селек-
тивной плазмиды была подтверждена прямой 
амплификацией полноразмерного гена niaDA из 
генома штаммов реципиентов P. verruculosum 
Δku70-Pep1.

Репарация двуцепочечных разрывов ДНК пу-
тем гомологичной рекомбинации (HR) или не-
гомологичного соединения концов (NHEJ) дей-
ствует конкурентно [15], и преобладание NHEJ 
над HR рассматривается как основная причина 
низкой эффективности целевой трансформации 
генов в грибах [6]. Соответственно, одной из 
стратегий повышения частоты трансформации 
является ингибирование или устранение пути 
NHEJ, что заставляет трансформированную ДНК 
интегрироваться через путь HR. Существует ряд 
работ, в которых показано, что нарушение NHEJ 
путем удаления одного или нескольких ключе-
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вых компонентов, которыми являются белки 
семейства Ku70/80, приводит к существенному 
повышению эффективности встройки по HR-
механизму [16]. В частности, сообщения об 
успешности этих подходов были опубликованы 
для Neurospora crassa [17], нескольких видов 
Aspergillus sp. [18–20] и Penicillium sp. [21]. 
Большинство исследований, описывающих по-
вышенную эффективность HR у мицелиальных 
грибов, были сосредоточены на нокауте или де-
леции гена ku70.

В настоящей работе было показано, что 
использование штамма реципиента с нокау-
том ku70 вызвало резкое снижение эффектив-
ности трансформации и снижение скорости 
роста полученных трансформантов по срав-
нению с исходным штаммом. Полученные 
результаты доказывают, что в P. verruculosum 
также преобладают механизмы негомологич-
ной рекомбинации (NHEJ), что позволяет до-
биваться высокой частоты и эффективности 
трансформации в реципиентном штамме P. 
verruculosum  ΔniaD. При этом отсутствие ин-
теграции целевой плазмиды pUC-CBHI-Pep1 в 
штамм с нокаутом ku70 можно объяснить тем, 
что pUC-CBHI-Pep1 содержит два участка го-
мологии в области локуса гена cbh1: промо-
тор (pCBH1) и терминатор (tCBH1) размера-
ми 1392 и 560 п.о. соответственно, что может 
являться недостаточным для эффективной 
гомологичной рекомбинации. Как показано в 
работе [22] на примере Aspergillus chevalieri, 
эффективность замены гена в штаммах с де-
лецией ku70 напрямую зависела от длины ис-
пользуемых фланкирующих участков и была 
наиболее эффективна при длинах промотор-
ной и терминаторной областей более 1000 п.о. 
Можно сделать два предположения для объяс-

нения интеграции вспомогательной плазмиды 
pSTA-10, содержащей ген niaDA. 

Во-первых, при создании штамма реципиента 
P. verruculosum ΔniaDΔku70 в геном происходит 
встройка плазмиды, содержащей нуклеазу Сas9, 
которая имеет участок гомологии в 2400 п.о. (ori 
и AmpR) из pSTA-10, благодаря чему запускается 
процесс HR. Однако этот участок гомологии со-
держится и в целевой плазмиде pUC-CBHI-PepI, 
при этом ее интеграцию совместно с селективной 
плазмидой не удалось зафиксировать, что может 
свидетельствовать о других механизмах инте-
грации. Вероятно, в дальнейших исследованиях 
следует использовать автономно-реплицирую-
щийся плазмиды на основе AMA1  для делеции 
целевых генов во избежание встройки частей 
вектора в геном штамма.

Во-вторых, существует ku-независимый меха-
низм NHEJ, который гораздо менее эффективен, 
вследствие чего мы и наблюдаем встраивание 
исключительно селективной плазмиды pSTA-10 
и крайне низкую частоту трансформации. Такой 
механизм ku-независимой рекомбинации был 
описан для Neurospora crassa и Magnaporthe 
grisea [23–25]. 

Таким образом, в результате нокаута гена 
ku70 было доказано, что механизм интеграции 
экзогенной ДНК в геном гриба P. verruculosum 
происходит по механизму NHEJ, как и у боль-
шинства мицелиальных грибов. Эта информа-
ция необходима для понимания молекулярно-ге-
нетических механизмов получения новых штам-
мов P. verruculosum для промышленной биотех-
нологии. Стало очевидным, что для смены  ме-
ханизма интеграции с NHEJ на HR необходимо 
удлинить фланкирующие области регуляторных 
областей гена cbh1, что мы и предполаем осуще-
ствить в нашей дальнейшей работе.
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