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Загрязнение микотоксинами наносит значительный экономический ущерб пищевой и кор-
мовой промышленности и серьезно угрожает здоровью человека и животных из-за мутагенности, 

онкогенности и других опасных свойств этих вторичных метаболитов грибов. Метод ферментатив-
ной деградации является эффективной и экологически приемлемой альтернативой химическим ме-

тодам деконтаминации сельскохозяйственного сырья и пищевой продукции. В проведенном нами 
исследовании система экспрессии рекомбинантных белков, которую мы адаптировали для повы-
шения копийности дрожжевых гетерологичных генов в хромосоме дрожжей Pichia pastoris, была 

впервые применена для получения фермента ADTZ-оксидазы из Armillaria tabescens, разлагающей 
афлатоксин В1. Cинтетический ген adtz указанного фермента был интегрирован в геном штамма 

P. pastoris GS115 под контролем промотора глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы. Для ампли-
фикации гена adtz сконструировали олигонуклеотидные последовательности, к 5´-концу которых 
добавили специфические сайты рестрикции HindIII и NotI. После получения на основе вектора 

pPIG-1 плазмиды pPIG-ADTZ, содержащей ген adtz, ее линеаризовали посредством расщепления 
эндонуклеазой рестрикции ApaI и методом электропорации трансформировали клетки реципиент-

ного штамма P. pastoris GS115. Полученные трансформанты дрожжевых клеток отбирали на среде 
Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPD) с антибиотиком. Вставку целевого гена подтверждали с по-
мощью ПЦР-амплификации, рестрикционным анализом и секвенированием по Сэнгеру. В резуль-

тате получили 54 трансформанта штамма P. pastoris GS115, содержавшие вставку целевого гена 
adtz, и среди них отобрали наиболее активный продуцент — клон ADTZ-14 (выход общего внекле-

точного белка 2,1 мг/мл). Секретируемый этим клоном рекомбинантный фермент ADTZ представ-
лял собой мономерный белок с молекулярной массой 78±3 кДа, обладающий высокой аффинно-
стью к афлатоксину В1 (АФВ1). Сохранение функциональных свойств полученного белка было 

подтверждено экспериментами по оценке его способности деградировать АФВ1 при кратковремен-
ной и длительной инкубации. Так, под воздействием ADTZ концентрация АФВ1, добавленного в 

бесклеточную культуральную жидкость (КЖ) клона ADTZ-14, снижалась на 14 % уже через 2 ч 

инкубации при 40 С. После более длительной инкубации при 30 С содержание добавленного 

АФВ1 (5 мг/мл) в бесклеточной КЖ было на 50 % ниже, чем в контроле (КЖ нетрансформиро-
ванного штамма P. pastoris GS115), через 3 сут, а через 5 сут инкубации в тех же условиях дегра-

дация токсина достигала 80 %. Полученные данные свидетельствуют о достаточно высоком био-
технологическом потенциале нового продуцента рекомбинантного белка ADTZ и целесообразности 
дальнейших исследований по созданию на его основе ферментного препарата для деконтаминации 

растениеводческой продукции, загрязненной АФВ1. 
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Афлатоксины (группа сходных по структуре вторичных метаболитов 
грибов рода Aspergillius, широко распространенных в природе) известны как 
опасные микотоксины, загрязняющие корма и другую сельскохозяйствен-
ную продукцию (1-4). В настоящее время идентифицировано более 20 афла-
токсинов (АФ), их производных и близкородственных соединений (5). Среди 
них наиболее серьезную озабоченность в связи с контаминацией кормов 
для животноводства и птицеводства вызывают АФ В- и G-типов (6, 7). Эти 
микотоксины представляют собой производные дифуранокумарина, имею-
щие в своем составе связанную с кумариновым ядром бифурановую струк-
туру и циклопентановое (у АФ В-типа) или лактонное кольцо (у АФ G-типа) 
(8, 9). Из-за токсичности, карценогенности и мутагенности этих соедине-
ний, а также из-за их устойчивости к термическим обработкам (10, 11) 
корма и другая продукция растениеводства, загрязненная АФ выше допу-
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стимых гигиеническими регламентами концентраций, не годится для непо-
средственного использования или дальнейшей переработки в пищевые про-
дукты. Во всем мире загрязнение этими микотоксинами, особенно АФB1, 
который по своей гепатотоксичности и опасности для теплокровных пре-
восходит все остальные АФ (6, 7), наносит серьезный экономический ущерб 
как сельскому хозяйству, так и пищевой промышленности, а также создает 
проблемы для здоровья людей (1, 3).  

Для деконтаминации используются физические, химические и мик-
робиологические методы, которые, однако, имеют ряд известных ограниче-
ний (1, 12), поэтому постоянно ведется поиск иных эффективных, эколо-
гически безопасных и не влияющих на качество агропродукции средств и 
способов деградации АФ и детоксикации. С этой точки зрения весьма мно-
гообещающим представляется подход, основанный на способности ряда 
грибов (13-15) и бактерий (16-19) синтезировать ферменты, трансформиру-
ющие АФ до нетоксичных или менее токсичных соединений (20, 22). Ис-
пользование бесклеточных препаратов, содержащих такие ферменты, поз-
воляет избежать проблем, которые могут возникать при применении самих 
продуцентов (например, ухудшения органолептических свойств обрабаты-
ваемых продуктов, снижения их пищевой ценности). Кроме того, фермент-
ные препараты технологически более удобны для обработки кормов (23) и, 
в отличие от препаратов для пищевой промышленности, не требуют доро-
гостоящей многоступенчатой очистки целевого продукта.  

Известно, что источниками ферментов, деградирующих и детоксици-
рующих АФ, могут быть некоторые ксилотрофные базидиомицеты родов Ple-
urotus (24, 25), Phanerochaete и Armillaria (26-28). Так, из мицелия одного из 
представителей этих грибов — опенка дубового (Armillaria tabescens) с помо-
щью гидрофобной и металл-хелатной хроматографии был выделен фермент 
с оксидазной активностью (28), названный авторами афлатоксин-детоксифи-
зим (aflatoxin-detoxifizyme, ADTZ). Оказалось, что он способен катализиро-
вать раскрытие и последующий гидролиз дифуранового кольца (29) — струк-
туры, связанной с токсичностью АФ B-типа. Дальнейшие исследования по-
казали, что ADTZ представляет собой мономерный белок с молекулярной мас-
сой 76 кДа, обладающий высокой аффинностью к АФВ1 (29). При контакте 
с ADTZ токсичность и мутагенность АФВ1 значительно снижались (28, 30).  

Эти данные свидетельствуют о перспективности разработки деток-
сицирующих препаратов, содержащих ADTZ. Однако их созданию прежде 
всего препятствует отсутствие доступной технологии получения внутрикле-
точного ADTZ из мицелия A. tabescens и отчасти тот факт, что для глубин-
ного культивирования A. tabescens необходимы жидкие среды сложного со-
става, включающие весьма специфические и дорогостоящие компоненты 
(31), или требуется многостадийная процедура ферментации (28). Указан-
ные препятствия могли бы быть преодолены при использовании гетероло-
гичной системы экспрессии и создании доступного продуцента рекомби-
нантного белка ADTZ. Тем не менее до сих пор нет подходящей системы, 
позволяющей получить внеклеточный гетерологичный ADTZ в количестве, 
достаточном для его применения с целью деконтаминации растениеводче-
ской продукции. В то же время в ряде современных работ (32, 33) проде-
монстрировано успешное использование клеток дрожжей Pichia pastoris в 
качестве реципиентов для гетерологичной экспрессии.  

Ранее мы провели адаптацию системы экспрессии в P. pastoris, за-
ключавшуюся в модификации интеграционного вектора для повышения ко-
пийности гетерологичных генов в хромосоме дрожжей (интеграционный 
вектор и его получение запатентованы) (34). В настоящем исследовании 
этот подход впервые использован для создания нового продуцента афлаток-
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син-деградирующего фермента. 
Нашей целью была оптимизация и применение указанной системы 

для гетерологичной экспрессии ADTZ в Pichia pastoris GS115, а также оценка 
способности препарата бесклеточной культуральной жидкости (КЖ) полу-
ченного штамма P. pastoris ADTZ-14, содержащего внеклеточный рекомби-
нантный фермент ADTZ, деградировать АФВ1. 

Методика. Для экспрессии гена adtz, кодирующего афлатоксин-де-
токсифизим, использовали штамм дрожжей Pichia pastoris GS115 (syn. Koma-
gataellaphaffii) («Thermo Fisher Scientific», США). Дрожжевые клетки культи-

вировали в течение 3 сут при 30 С на жидкой среде YPD (г/л: глюкоза — 
20,0; дрожжевого экстракт — 10,0; мясной пептон — 20,0). Для получения 
плазмидной ДНК штамм Escherichia сoli XL1-Blue («Agilent», США) выра-

щивали при 37 С на среде Лурия-Бертрани (г/л: триптон — 10, дрожжевой 
экстракт — 5, NaCl — 5; pH 7,2-7,5). Для экспрессии ADTZ использовали 
плазмиду pPIG-1 (34). Ген adtz, кодирующий фермент деградации афлаток-
сина у A. tabescens (GenBank AY941095.1), был синтезирован в ЗАО «Евро-
ген» (Россия) с учетом кодонового состава у P. pastoris.  

Амплификацию гена adtz осуществляли методом ПЦР. Смесь для ПЦР 
(50 мкл) содержала 1½ буфер с 3 мМ MgCl2 и 5 ед. Taq полимеразы («NEB», 
Великобритания), 0,2 мкМ олигонуклеотидов ADTZ-fwd (5´-gaagcttctATGG-
CTACTACAACTG-3´) и ADTZ-rev (5´-cgcggccgcTTAC-AATCTTCTCTC-3´) и 
0,1 нг ДНК в качестве матрицы. Реакцию проводили на амплификаторе T-

100 («Bio-RAD», США) при следующих условиях: 95 С в течение 15 с, 62 С 

в течение 15 с, 72 С в течение 120 с (25 циклов). Результаты амплификации 
оценивали методом электрофореза в 1 % агарозном геле в камере Sub-Cell 
GT Cell («Bio-RAD», США). 

Продукт амплификациии — вектор pPIG-1 расщепляли с помощью 
эндонуклеаз рестрикции HindIII и NotI согласно рекомендациям произво-
дителя («NEB», Великобритания).  

Обработанные фрагменты лигировали Т4 ДНК-лигазой (ЗАО «Евро-
ген», Россия), и смесью (2 мкл) трансформировали клетки Escherichia coli 
XL1-blue («Agilent», США) методом теплового шока. Трансформанты отби-
рали на агаризованной среде Лурия-Бертрани, содержащей селективный ан-
тибиотик ампициллин (100 мкг/мл). Из ампициллин-резистентных транс-
формантов выделяли плазмиду pPIG-ADTZ, используя набор Plasmid Mini-
prep (ЗАО «Евроген», Россия). Наличие вставки целевого гена в плазмиде 
pPIG-ADTZ подтверждали с помощью ПЦР-амплификации, рестрикцион-
ным анализом, как описано выше, а также секвенированием по Сэнгеру. 
Секвенирование осуществляли в обоих направлениях с праймеров, для ам-
плификации гена. Секвенирование генов и синтез праймеров, использован-
ных для амплификации, были выполнены в ООО «Синтол» (Россия). 

Плазмиду pPIG-ADTZ линеаризовали расщеплением эндонуклеазой 
рестрикции ApaI («NEB», Великобритания) в соответствии с протоколом 
производителя и интегрировали в P. pastoris GS115 методом электропорации 
(35). Селекцию трансформантов осуществляли на агаризованой среде YPD, 
в которую добавляли антибиотик зеоцин («Thermo Fisher Scientific», США) 
в концентрации 200 мкг/мл. Из колоний, устойчивых к антибиотику, выде-
ляли ДНК (36) и проверяли наличие вставки ADTZ с помощью ПЦР. 

Рекомбинантный белок ADTZ получали при культивировании штам-
ма-продуцента P. pastoris ADTZ-14 в 24-луночных планшетах (3 мл жидкой 
среды YNB, 30 С, аэрация 200 об/мин, 3 сут). Каждые 24 ч в лунки добав-
ляли 40 % раствор глюкозы в 20 мМ калий-фосфатном буфере (рН 6,0) до 
конечной концентрации 2 %.  

Анализ бесклеточной КЖ на наличие рекомбинантного ADTZ осу-
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ществляли методом электрофореза в полиакриламидном геле с додецил-
сульфатом натрия (ДНС-ПААГ, Mini-PROTEAN® Tetra, «Bio-RAD», США). 
Концентрацию общего белка измеряли по Лоури (37).  

Кинетику деградации АФВ1 и АФG1 изучали в экспериментах с 
кратковременной инкубацией бесклеточной КЖ P. pastoris ADTZ-14. Ком-
мерческие препараты АФB1 и АФG1 (ВНИИВСГЭ, Россия) растворяли в 
20 мМ Na-фосфатном буфере (рН 6,7) до конечной концентрации каж-
дого 2,5 мкг/мл. Контроль концентрации осуществляли, используя значения 

молярных коэффициентов экстинкции  = 21800 и  = 17700 (при  = 362 нм) 
соответственно для АФB1 и АФG1. КЖ трансформанта P. pastoris ADTZ-14 
инкубировали с растворами токсинов в ячейках планшета автосамплера, тер-

мостатированного при 30 или 40 С. С помощью автосамплера из реакцион-
ной смеси каждые 30 мин в течение 2,5 ч отбирали аликвоты по 5 мкл и 
определяли содержание АФ методом обращенно-фазовой хроматографии на 

термостатированной при 30 С колонке Kromasil Ethernity 5-C18 (4,6½250 мм) 
(«Akzo Nobel», Швеция), снабженной соответствующей предколонкой, ис-
пользуя хроматографическую систему Agilent 1200 («Agilent Technologies», 
США) c диодно-матричным детектированием. Хроматографическое разде-
ление проводили в градиенте вода/ацетонитрил (от 40 % до 68 % ацетони-
трила за 20 мин, детектирование при 360, 235 и 225 нм, ширина щели 8 нм). 
Степень деградации АФB1 и АФG1 оценивали по изменению площади со-
ответствующего хроматографического пика. В качестве контроля использо-
вали КЖ нетрансформированного штамма P. pastoris GS115.  

Для оценки способности рекомбинантного фермента ADTZ дегра-
дировать АФВ1 при длительной инкубации к 1 мл образцов КЖ P. pastoris 
ADTZ-14 (2,1 мг общего белка/мл) после предварительной стерилизации 
фильтрованием (мембраны с размером пор 0,22 мкм, «Millipore», США) до-
бавляли 1,0 мкг АФВ1 («Sigma-Aldrich», США), растворенного в минималь-
ном объеме метанола. В качестве контроля использовали образцы (1 мл) 
КЖ нетрансформированного штамма P. pastoris GS115, в которые вносили то 
же количество АФВ1. Образцы инкубировали в течение 3 и 5 сут при рН 7,0 

и 30 С. Содержание АФВ1 после инкубации определяли с помощью высо-
коэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на термостатирован-

ной (27 С) колонке Symmetry C18 (5мкм, 150½4,6 мм) в изократическом ре-
жиме элюции (подвижная фаза метанол:вода 60:40, объем введенной пробы 
10 мкл, λ = 362 нм), используя систему Waters 1525 Breeze c детектором 
Waters UV 2487 («Waters Corp.», США) (12, 38). Перед ВЭЖХ-анализом 
пробы КЖ разводили подвижной фазой в 100 раз. Измерения концентраций 
токсина вели в линейном диапазоне детектирования, рассчитывая концен-
трацию по калибровочной кривой зависимости площади пика стандарта 
АФВ1 («Sigma-Aldrich», США) от его концентрации в опыте и контроле, и 
определяли процент деградации относительно количества токсина, обнару-
женного к соответствующей контрольной пробе.  

Статистическую обработку данных количественного определения 
АФB1 проводили, используя программу STATISTIСA 6.1 («StatSoft, Inc.», 
США). Достоверность различий при р  0,05 подтверждали с помощью t-
теста Стьюдента для независимых переменных. В таблице и на рисунках 
указаны средние значения (М) двух измерений для каждого из трех биоло-
гических повторов со стандартными отклонениями (±SD). 

Результаты. Ген разлагающего афлатоксин фермента из A. tabescens, 
был клонирован методом ПЦР с использованием разработанных олигонук-
леотидов. Размер продукта амплификации, соответствовавшего синтезиро-
ванному гену adtz, составил 2088 п.н. Секвенирование полученного про-
дукта подтвердило его идентичность с последовательностью A. tabescens 
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(GenBank AY941095.1) (рис. 1).  
 

 

Рис. 1. Визуализация выравнивания последовательности гена adtz с оптимизированными кодонами  
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и природного гена adtz из Armillaria tabescens (GenBank AY941095.1, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gen-

bank/). Оптимизация кодонового состава осуществлялась ЗАО «Евроген» (Россия) с использо-

ванием таблицы частоты встречаемости кодонов для Pichia pastoris (https://www.kazusa.or.jp). 
 

Полученный рекомбинантный ген был интегрирован в вектор pPIG-

1 рестриктазно-лигазным методом. Рестрикционный анализ полученной в 

результате этого новой плазмиды после ее двойного расщепления рестрик-

тазами HindIII и NotI приводил к получению продуктов размерами 5500 и 

2100 п.н., что подтверждало правильность интеграции целевой последова-

тельности в вектор pPIG-1. Полученная рекомбинантная плазмида (рис. 2) 

была названа pPIG-ADTZ. 
 

 

Рис. 2. Карта плазмиды pPIG-ADTZ, полученной при клонировании последовательности синтези-

рованного гена афлатоксин-детоксифизима (ADTZ) adtz (synthetic_ADTZ) в вектор pPIG-1. 
 

Плазмиду pPIG-ADTZ, линеаризованную эндонуклеазой рестрик-

ции ApaI, электропорировали в компетентные клетки P. рastoris GS115 и 

отбирали трансформанты на среде YPD с зеоцином. При клонировании 

было получено 154 клональных колонии. Геномная ДНК, выделенная из 70 

случайно выбранных трансформированных клонов, была проанализирована 

методом ПЦР для идентификации вставки гена adtz. ПЦР-анализ ДНК этих 

трансформантов, выращенных на селективной среде, показал, что по край-

ней мере 54 клона содержали целевую вставку adtz. Среди них наиболее 

продуктивным оказался клон ADTZ-14, который отобрали для дальнейшей 

работы. Экспрессия ADTZ в клетках этого клона уже после 72 ч культиви-

рования приводила к накоплению в КЖ внеклеточного рекомбинантного 

белка, наблюдаемый размер которого согласно анализу с помощью ДСН-

ПААГ составлял 78±3 кДа (рис. 3), тогда как в КЖ нетрансформированного 

реципиентного P. pastoris GS115 белков с сопоставимой массой мы не об-

наружили. В КЖ трансформированного клона ADTZ-14 концентрация об-
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щего белка составила 2,1 мг/мл.  
 

 

Рис. 3. Электрофореграмма белков культуральной жидкости 

штамма Pichia pastoris ADTZ-14 (1), трансформированного 
рекомбинантным вектором pPIG-ADTZ с синтезированным 
геном афлатоксин-детоксифизима (ADTZ) adtz, и реципи-

ента P. pastoris GS115 (2); М — маркер молекулярной мас-

сы PageRuler™ 26614 («Thermo Fisher Scientific», США). 

 

Сравнение кинетики деградации АФВ1 

и АФG1 в КЖ P. pastoris ADTZ-14 показало, 

что рекомбинантный фермент способен раз-

рушать оба токсина, однако его эффективность 

в отношении АФВ1 оказалась значительно 

выше, чем для АФG1. Так, под действием КЖ 

продуцента рекомбинантного внеклеточного 

ADTZ уже через 2 ч инкубации концентрация 

токсина АФВ1 снижалась примерно на 14 % по 

сравнению с исходной, в то время как для АФG1 снижение составило лишь 

4 % (рис. 4). 
 

 

Рис. 4. Кинетика деградации афлатокси-

нов G1 (1) и B1 (2) в бесклеточной куль-

туральной жидкости штамма Pichia pastoris 

ADTZ-14, трансформированного реком-

бинантным вектором pPIG-ADTZ с син-

тезированным геном афлатоксин-детокси-

физима (ADTZ) adtz, при 40 С и рН 6,7 

(n = 3, М±SD). 

 
Полученные результаты 

соответствовали данным других 

авторов, отмечавших высокую  
специфичность внутриклеточного ADTZ из A. tabescens в отношении АФВ1 

(29). В связи с этим мы исследовали деградационную активность рекомби-
нантного ADTZ в отношении указанного токсина при его более длительной 
инкубации с бесклеточной КЖ штамма P. pastoris ADTZ-14. 
 

 

Рис. 5. Хроматограммы образцов культуральной жидкости (КЖ) Pichia pastoris (инкубация при  
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30 С и рН 7,0). 
А: КЖ нетрансформированного реципиентного штамма GS115 (контроль). 

Б: КЖ GS115 + афлатоксин В1 (АФВ1, 1 мкг/мл) после инкубации (контрольный 

образец). Пик на хроматограмме соответствует 10 нг АФВ1 во введенной пробе.  

В и Г: КЖ штамма P. pastoris ADTZ-14, трансформированного рекомбинантным век-

тором pPIG-ADTZ с синтезированным геном афлатоксин-детоксифизима (ADTZ) adtz. + АФВ1 

(1 мкг/мл) соответственно через 3 и 5 сут инкубации. 
 

В этих экспериментах было обнаружено, что через 3 сут содержание 

добавленного в КЖ токсина снижалось почти в 2 раза, а через 5 сут эффек-

тивность его деградации достигала 80 % (рис. 5, табл.).   

Ферментативная деградация афлатоксина В1 (АФВ1) в бесклеточной культураль-

ной жидкости (КЖ) штамма-трансформанта Pichia pastoris ADTZ-14, секретиру-

ющего рекомбинантный афлатоксин-детоксифизим (ADTZ), в зависимости от 

времени инкубации (n = 6, M±SD) 

Штамм 

Продолжительность инкубации 

0 ч 72 ч 120 ч  

АФВ1, мкг/мл АФВ1, мкг/мл деградация, % АФВ1, мкг/мл деградация, % 
ADTZ-14 0,97±0,01  0,57±0,06 41,2а 0,19±0,04 80,4b 

GS115 (контроль) 0,98±0,01 1,01±0,01 0,0с 0,90±0,05 0,1с 

П р и м е ч а н и е. Штамм ADTZ-14 получен трансформацией реципиента P. рastoris GS115 рекомбинант-

ным вектором pPIG-ADTZ с синтезированным геном афлатоксин-детоксифизима (ADTZ) adtz. Перед инку-

бацией в КЖ вносили АФВ1 до концентрации 1 мкг/мл; для 0 ч указаны концентрации, обнаруженные в 

пробах КЖ перед инкубацией (открываемость от 96 до 99 %).  
abc Различия между процентами деградации, отмеченными разными буквами, статистически значимы при 

р  0,05. 

 

Представленные нами данные свидетельствуют о достаточно высо-

ком биотехнологическом потенциале нового продуцента рекомбинантного 

ADTZ и расширяют пока что ограниченный спектр полученных с помощью 

системы гетерологичной экспрессии в P. pastoris рекомбинантных фермен-

тов других ксилоторофных грибов, разлагающих АФВ1 (39).  

Следует также отметить, что продуцент ADTZ-14 характеризовался 

достаточно высоким для P. pastoris уровнем экспрессии внеклеточных бел-

ков. Вероятно, использование синтетического гена с оптимизированными 

кодонами способствовало увеличению продуктивности дрожжевых клеток. 

Подобный подход был успешно применен ранее для экспрессии бактери-

альной -амилазы в P. pastoris (40). Однако по последним данным, исполь-

зование синтетических генов способно приводить к неправильному фол-

дингу белка, деградации и снижению его активности и стабильности, что 

может быть причиной частичной деградации секретируемых рекомбинант-

ных белков (41), которую, как отмечено выше, мы наблюдали и в наших 

экспериментах при электрофоретическом анализе КЖ трансформирован-

ного клона ADTZ-14. Поэтому необходимо продолжить исследования по 

повышению эффективности деградации АФВ1 рекомбинантным ADTZ, до-

полнительной проверке воздействия этого рекомбинантного фермента на 

другие афлатоксины, а также эксперименты по обработке ферментным пре-

паратом растениеводческой продукции, загрязненной АФВ1. Не исключено 

также, что гетерологичная экспрессия с использованием других эукариот, 

например штаммов мицелиальных грибов, которые применяются для био-

переработки корма с целью повышения его питательной ценности, позво-

лит получить новые продуценты высокоактивного экстрацеллюлярного 

ADTZ. Подобные продуценты могли бы оказаться перспективным для од-

новременной деконтаминации растительных кормов, загрязненных афла-

токсином, и повышения доступности их питательных компонентов. 

Таким образом, разработанная нами ранее система экспрессии для 
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повышения копийности гетерологичных генов в Pichia pastoris впервые при-

менена для получения рекомбинантного белка, способного разлагать АФВ1. 

При этом была осуществлена трансформация дрожжевых клеток плазмидой 

pPIG-ADTZ и получены 154 рекомбинантных клона P. pastoris, 77 % кото-

рых содержали целевую последовательность синтетического гена афлаток-

син-детоксифизима ADTZ — adtz. Выход белка у наиболее продуктивного 

трансформанта ADTZ-14 составил 2,1 мг/мл бесклеточной культуральной 

жидкости, причем в этом случае около половины пула всех внеклеточных 

белков приходилось на рекомбинантный ADTZ, инкубация АФВ1 с кото-

рым приводила к деградации 80 % добавленного токсина. Полученный 

штамм-трансформант P. pastoris ADTZ-14, секретирующий функциональный 

ADTZ, можно рассматривать в качестве продуцента доступного и доста-

точно активного в отношении АФВ1 рекомбинантного фермента, на основе 

которого в будущем могут разрабатываться препараты для энзиматической 

деградации этого микотоксина. Подтверждение деконтаминационного по-

тенциала рекомбинантного фермента будет свидетельствовать о целесооб-

разности оптимизации биотехнологии для увеличения выхода целевого про-

дукта и разработки его препаративной формы. 
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A b s t r a c t  
 

Contamination of food and feed with mycotoxins causes significant economic losses in the 

food and feed industry and poses a serious threat to the human health and animal life because of 

mutagenic, carcinogenic and other disruptive properties of these secondary metabolites of fungi. En-

zymatic degradation of mycotoxins represents an efficient and environmentally safe alternative to the 

chemical decontamination of agricultural and food products. In this study, a synthetic adtz gene en-

coding ADTZ, an aflatoxin-degrading oxidase from Armillaria tabescens, was integrated into the ge-

nome of a Pichia pastoris GS115 strain under the control of a glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-

genase promoter. To amplify the adtz gene, oligonucleotide sequences were constructed with specific 

restriction sites HindIII and NotI added to the 5' end. The adtz gene-containing pPIG-ADTZ plasmid 

obtained with the use of the pPIG-1 vector was linearized by digestion with restriction endonuclease 
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ApaI, followed by transforming the cells of P. pastoris recipient strain GS115 by electroporation. The 

transformed yeast cell were selected on YPD medium with an antibiotic. PCR amplification, restriction 

analysis and Sanger sequencing confirmed insertion of the target gene. As a result, 54 transformed 

clones containing the target gene were obtained, and the most productive clone secreting the recom-

binant ADTZ-14 (2.1 mg/ml of the total extracellular protein) was selected. Recombinant ADTZ 

represented a monomeric protein (78±3 kDa) possessing a high affinity to aflatoxin B1 (AFB1). Saving 

the functional properties of the recombinant protein was shown using experiments on assessment of its 

ability to degrade AFB1 during short-time and prolonged incubation. The obtained protein was able to 

degrade AFB1 by 14 % after a 2-h incubation at 40 С; after 72 and 120 h of incubation at 30 С, the 

content of AFB1 in ADTZ-14 culture liquid (CL) reduced by 50 and 80 %, respectively, compared to 

content in CL of non-transformed control GS115. These data suggest a quite high biotechnological 

potential of a new recombinant ADTZ preparation in relation to the decontamination of agricultural 

products contaminated with AFB1. Thus, the earlier developed expression system intended to increase 

the copy number of heterologous genes in Pichia pastoris was first used to obtain a recombinant 

protein able to degrade AFB1. Using this approach, we transformed yeast cells with the pPIG-ADTZ 

plasmid and obtained 154 recombinant clones of P. pastoris, 77 % of which contained the target 

sequence of the adtz gene. Productivity of the best transformant (clone ADTZ-14) was 2.1 mg of 

protein per 1 ml of culture liquid, and about half of the pool of the extracellular proteins fell to the 

share of recombinant ADTZ able to degrade 80 % of AFB1 incubated in cell-free culture broth at 

30 С and pH 7.0. 
  

Keywords: aflatoxin B1, mycotoxins, enzymatic degradation, ADTZ from Armillaria ta-
bescens, synthetic adtz gene, recombinant proteins, heterologous expression, Pichia pastoris. 
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