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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы исследования. Разработка эффективных способов производства 

иммуносупрессорных агентов нового поколения является важным направлением биотехно-

логии, прикладной микробиологии и биомедицины. Одним из наиболее востребованных в 

медицинской практике препаратов является такролимус (FK-506) – 23-членный макроцикли-

ческий природный поликетид. 

Наряду с другими известными макролидами, такими как рапамицин (сиролимус), ас-

комицин (иммуномицин) и их некоторыми производными, такролимус подавляет иммунный 

ответ; востребован в хирургической практике для предотвращения отторжения чужеродных 

органов и тканей при их пересадке (Rath, 2013), а также в терапии атипичных дерматитов: 

псориаза, гангренозной пиодермии и др. (Akimoto et al., 2008; Benson et al., 2008), при лече-

нии гемолитической болезни новорожденных, аутоиммунных болезней: ревматоидного арт-

рита, красной волчанки и др. (Karpas et al., 1992; Mortola et al., 1998; Briggs et al., 1999; Reis 

et al., 2006). Такролимус и другие макролиды проявляют антимикробную активность против 

различных бактерий, дрожжей, паразитов и грибов, ингибируя их рост; перспективен для 

применения в терапии злокачественных опухолей (Periyasamy et al., 2007). Недавние иссле-

дования свидетельствуют об эффективности применения такролимуса в сочетании с проти-

вовоспалительными кортикостероидными препаратами в лечении пациентов с тяжелыми 

осложнениями, вызванными новой коронавирусной инфекцией (COVID-19) (Russel et al., 

2020). 

Препараты на основе такролимуса демонстрируют неуклонный прирост в общем объ-

еме фармацевтического рынка в связи с ростом числа пациентов, перенесших транспланта-

цию органов, а также в связи с открытием его новых терапевтических эффектов. В связи с 

этим актуальной является задача разработки эффективных способов его биосинтеза. 

В мировой практике биосинтез такролимуса осуществляют природными, мутантными 

и генетически модифицированными штаммами актинобактерий рода Streptomyces. К настоя-

щему времени описано свыше 15 штаммов-продуцентов такролимуса (Barreiro & Martínez-

Castro, 2014). Анализ данных патентной и научной литературы свидетельствует о том, что 

основными проблемами, препятствующими эффективному практическому получению мак-

ролидов, в большинстве случаев являются низкий уровень биосинтетической активности и ее 

недостаточная стабильность у ряда штаммов-продуцентов, их выраженная диссоциация и 

фенотипическая изменчивость, окислительная деградация такролимуса на конечных этапах 

биосинтеза, образование нежелательных побочных продуктов, таких как аскомицин (FK-
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520), обусловливающее низкую эффективность процедуры выделения и очистки конечного 

продукта.  

В связи с этим актуальными проблемами являются поиск и изучение новых микроб-

ных продуцентов и разработка на их основе эффективных способов биосинтеза такролимуса. 

Степень разработанности темы. Такролимус «Tsukuba Macrolide 

Immunosuppressant» впервые был обнаружен в культуральной жидкости актиномицета 

Streptomyces tsukubaensis в 1984 г. во время скрининга, проводимого компанией «Fujisawa 

Pharmaceutical Co.» (в настоящее время «Astellas Pharma Inc.»). Штамм-продуцент был выде-

лен из образца почвы в регионе Цукуба (Япония), а такролимус стал первым иммунодепрес-

сантом с макролидной структурой (Kino et al., 1987a; 1987b). С тех пор исследования по по-

иску новых продуцентов, селекции, изучению и улучшению биосинтетических свойств 

штаммов, продуцирующих такролимус и его структурные аналоги, интенсивно ведутся во 

многих странах. 

Согласно современным представлениям, такролимус синтезируется гибридной систе-

мой, состоящей из поликетидсинтазы I и нерибосомальной пептид-синтетазы (PKSI-NRPS). 

Система PKSI-NRPS кодируется fkb-кластером генов, включающим как минимум 19 генов – 

так называемый кластер с редуцированным набором генов (представлен у штаммов 

S. tacrolimicus, S. kanamyceticus), а так называемый кластер с полным набором генов содер-

жит 25-26 генов (штаммы S. tsukubaensis NRRL 18488, S. tsukubaensis L19 и Streptomyces sp. 

KCTC 11604BP) (Goranovič et al., 2012). Выявлены основные транскрипционные регуляторы 

биосинтеза – fkbN, fkbR (Ordóñez-Robles et al., 2018a) и оценена их роль у различных штам-

мов продуцентов. 

В последние десятилетия исследования по увеличению продукции такролимуса, глав-

ным образом, сосредоточены на оптимизации состава питательных сред (Singh & Behera, 

2009; Mishra & Verma, 2012; Turlo et al., 2012; Huang et al., 2013b; Xia et al., 2013; Martínez-

Castro et al., 2013) и генной инженерии штаммов (Мо et al., 2009; 2013; 2016; Ban et al., 2016; 

Fu et al., 2016). Биосинтез FK-506 осуществляют в богатых питательных средах, содержащих 

органические источники углерода и азота, аминокислоты, витамины. Благодаря достижениям 

транскриптомики, протеомики и метаболомики многократно возросли возможности улучше-

ния биотехнологических процессов получения такролимуса. Метаболомный анализ позволил 

идентифицировать ключевые интермедиаты биосинтеза макролида, что стало основой раци-

ональной стратегии дизайна питательных сред. Существенно повысить выход целевого про-

дукта позволяет внесение в среду близких предшественников такролимуса (Huang et al., 

2013a; 2013b; Xia et al., 2013; Turło et al., 2012), таких как шикимат, хоризмат, однако их ис-
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пользование в промышленных технологиях ограничивается их высокой стоимостью и суще-

ственным удорожанием продукта (Zhu et al., 2010). 

Несмотря на клиническую значимость такролимуса, многие аспекты его биосинтеза 

остаются невыясненными. Некоторые результаты не могут быть однозначно интерпретиро-

ваны в связи со значительными физиологическими различиями, зависящими от штамма и 

условий культивирования. Имеются лишь отрывочные сведения, касающиеся утилизации 

ряда сложных источников углерода и азота стрептомицетами, продуцирующими такролимус 

и другие макролиды. 

Таким образом, существующий дисбаланс между клинической востребованностью 

такролимуса и низкой производительностью его продуцентов определяет необходимость по-

иска перспективных такролимус-синтезирующих штаммов, обладающих высоким промыш-

ленным потенциалом, и разработки экономически выгодных способов производства данного 

макролида. 

Цель и задачи исследования. В связи с вышеизложенным целью настоящей работы 

являлось исследование особенностей биосинтеза такролимуса штаммами Streptomyces spp. и 

разработка эффективного биотехнологического способа его получения. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Сравнительная оценка штаммов стрептомицетов, продуцирующих такролимус, уточне-

ние таксономического положения и изучение морфофизиологических особенностей 

наиболее активного штамма-продуцента. Установление условий поддержания штамма в 

стабильно активном состоянии; 

2. Выявление факторов, способствующих повышению эффективности биосинтеза такроли-

муса. Оптимизация условий роста и биосинтеза такролимуса для повышения продуктив-

ности штамма; 

3. Изучение влияния состава и структуры сложных полимеров (крахмалы), клеток низших 

эукариотов (дрожжей и грибов), а также полимерных сорбентов на биосинтез такролиму-

са; 

4. Разработка способа микробиологического синтеза такролимуса; 

5. Масштабирование биопроцесса и разработка метода выделения такролимуса. Получение 

субстанции такролимуса высокой степени очистки. 

Научная новизна. Охарактеризованы два новых такролимус-продуцирующих штам-

ма стрептомицетов – Streptomyces tsukubensis ВКМ Ас-2618Д и Streptomyces tsukubensis Т60. 

Показаны преимущества S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д в качестве продуцента такролимуса. 

Расшифрован полный геном S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д и выявлено наличие кластера био-

синтеза такролимуса с полным набором генов (26 генов). 
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Изучена фенотипическая изменчивость штамма и определен колониально-

морфологический вариант, обеспечивающий высокий уровень продукции такролимуса. 

Определены критерии селекции высокопродуктивных диссоциантов данного штамма и вы-

явлены условия их поддержания в стабильно активном состоянии. Впервые установлен эф-

фект стимуляции биосинтеза такролимуса у стрептомицетов клетками низших эукариотов 

(дрожжей и мицелиальных грибов), содержащих в клеточной стенке глюканы, маннаны и 

хитин. 

Выявлены условия культивирования и биосинтеза, способствующие образованию це-

левого поликетида. Впервые изучено влияние высоко- и низкомолекулярных крахмалов раз-

личной структуры на биосинтез такролимуса и найдены условия, обеспечивающие повыше-

ние его выхода в условиях периодического культивирования с подпиткой. 

Изучено влияние полимерных сорбентов различного типа и показаны преимущества 

бромированного стирол-дивинилбензольного сорбента, обеспечивающего повышение эф-

фективности биосинтеза за счет снижения нежелательной деструкции такролимуса, а также 

упрощения процедуры его выделения из культуральной среды. С применением оригинально-

го метода очистки получен кристаллический продукт высокой степени очистки, по каче-

ственным показателям соответствующий требованиям современной фармакопеи. 

Теоретическая и практическая значимость. Штамм Streptomyces tsukubensis ВКМ 

Ас-2618Д и разработанная на его основе биотехнология могут быть рекомендованы в каче-

стве основы для промышленного получения высоковостребованной фармацевтической суб-

станции такролимуса по технологии полного цикла. 

Результаты исследования генома Streptomyces tsukubensis ВКМ Ас-2618Д могут быть 

использованы для получения новых продуцентов с улучшенными биосинтетическими воз-

можностями. 

Предложенные в данном исследовании методы и подходы могут быть применены 

также в биосинтетических процессах производства других высоковостребованных поликети-

дов (рапамицина, аскомицина и др.). Это касается применения полимерных сорбентов сти-

рен-дивинилбензолового ряда для предотвращения биодеградации поликетидов и облегчения 

процедуры выделения целевых макролидов из ферментационных сред, а также дизайна пита-

тельных сред для этапов культивирования и биосинтеза, режимов ферментации, способов 

поддержания диссоциантов в стабильно активном состоянии, уникальных способов очистки 

целевых макролидов от близких структурных аналогов. 

Полученные результаты вносят вклад в понимание физиологических особенностей 

стрептомицетов, продуцирующих макроциклические поликетиды, и факторов, способству-

ющих их максимальной продукции в процессах биосинтеза. 
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Методология и методы исследования. В ходе выполнения диссертационной работы 

использован широкий спектр подходов, включая общие микробиологические, биохимиче-

ские, молекулярно-генетические методы, электронную и световую микроскопию. 

Личный вклад автора. Представленные в диссертационной работе эксперименталь-

ные данные получены лично автором или при его непосредственном участии на всех этапах 

исследований, включая планирование и проведение экспериментов, обработку, оформление 

и публикацию результатов. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Продуцирующие такролимус штаммы Streptomyces sp. ВКМ Ac-2618Д и Streptomyces sp. 

Т60 относятся к виду Streptomyces tsukubensis. Штамм S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д пре-

восходит S. tsukubensis Т60 по целевой биосинтетической активности; 

2. Филогенетический анализ, хемотаксономические характеристики и анализ полного гено-

ма штамма ВКМ Ac-2618Д подтверждают его видовую принадлежность (Streptomyces 

tsukubensis ВКМ Ac-2618Д). Геном содержит кластер из 26 генов биосинтеза такролиму-

са, включая гены fkbR, tcs6, allSOPNM, отсутствующие в аналогичных кластерах других 

продуцентов такролимуса, таких как S. tacrolimicus ATCC 55098 и S. kanamyceticus KCTC 

9225; 

3. В условиях роста и биосинтеза такролимуса наблюдается диссоциация штамма с образо-

ванием нескольких вариантов, различающихся по морфологии колоний. Выявлен диссо-

циант, обладающий максимальной биосинтетической активностью. Оптимизированный 

режим хранения обеспечивает длительное сохранение стабильной активности диссоциан-

та; 

4. Синтез такролимуса наиболее интенсивно протекает в среде, содержащей растворимый 

крахмал, клетки пекарских дрожжей, кукурузный экстракт, сульфат марганца (II), лизин, 

в условиях периодического культивирования с подпиткой. Оптимальными для биосинте-

за такролимуса условиями являются нейтральный рН среды, температура 24-26°С и сте-

пень аэрации не менее 30%. Сорбция такролимуса в процессе ферментации на полимер-

ных смолах предотвращает его деструкцию продуцентом и способствует облегчению 

процедуры выделения из культуральной среды; 

5. Разработанный микробиологический способ получения такролимуса масштабирован до 

лабораторно-технологического уровня с выходом целевого продукта 701±52 мг/л. Разра-

ботан метод выделения и очистки такролимуса фармакопейной чистоты (99,8%) с выхо-

дом не менее 50%. 

Степень достоверности и апробация результатов. Математическую обработку по-

лученных результатов осуществляли с использованием программ «Microsoft Word 2016», 
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«Microsoft Excel 2016» и «SigmaPlot ver. 12.5». Массив экспериментальных данных получен с 

использованием современных методов и оборудования в трех-пятикратной повторности; ре-

зультаты представлены в виде среднего значения, погрешности – стандартного отклонения 

по выборке. 

Основные результаты диссертации были представлены на российских и международ-

ных конференциях: Всероссийском симпозиуме с международным участием «Современные 

проблемы физиологии, экологии и биотехнологии микроорганизмов» (Москва, Россия, 

2014), II Всероссийской школе-конференции молодых ученых «Современные проблемы 

микробиологии, иммунологии и биотехнологии» (Пермь, Россия, 2015), Международной 

конференции студентов, аспирантов и молодых ученых «Ломоносов – 2016» (Москва, Рос-

сия, 2016), 19-й и 20-й Пущинской школе-конференции молодых ученых «Биология – наука 

XXI века» (Пущино, Россия, 2015; 2016), II, III и IV Пущинской школе-конференции «Био-

химия, физиология и биосферная роль микроорганизмов» (Пущино, Россия, 2015; 2016; 

2017), I Российском Микробиологическом конгрессе (Пущино, 2017), стендовых конферен-

циях молодых ученых ИБФМ им. Г.К. Скрябина РАН (Пущино, Россия, 2014; 2015), в рам-

ках проекта «УМНИК» (Пущино, 2017-2019) и государственного задания (№0114-2018-

0004). 

Основная часть работы выполнялась в Лаборатории микробиологической трансфор-

мации органических соединений Института биохимии и физиологии микроорганизмов им. 

Г.К. Скрябина Российской академии наук (ИБФМ РАН). 

Публикации. Основные результаты диссертационной работы опубликованы в 18 пе-

чатных работах, из них 7 – в журналах, рекомендованных ВАК и входящих в реферативную 

базу РИНЦ, международные реферативные базы по научным публикациям WoS и Scopus. 

Часть научно-технических решений защищена Патентом РФ 2722699. 

Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из введения, обзора литера-

туры, экспериментальной части, включающей описание материалов и методов исследования, 

результатов и их обсуждения, заключения, выводов и списка цитированной литературы. Ра-

бота содержит 149 страниц машинописного текста, включает 18 таблиц и 43 рисунка. Биб-

лиография содержит 274 наименования. 

Благодарности. Автор выражает искреннюю благодарность и глубокую признатель-

ность научному руководителю д.б.н. Доновой Марине Викторовне за внимание и помощь в 

работе, а также всему коллективу Лаборатории микробиологической трансформации органи-

ческих соединений за практическую помощь и поддержку при написании диссертации. Осо-

бую благодарность автор выражает сотрудникам ИБФМ РАН: м.н.с. Шутову А.А. за помощь 

в проведении ВЭЖХ-анализа такролимуса и его производных; к.б.н. Рыжмановой Я.В. за 
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определении Г+Ц состава ДНК и проведении анализа ДНК-ДНК гибридизации in vitro; н.с., 

к.б.н. Стародумовой И.П. и н.с. Тарлачкову С.В. за помощь в проведении биоинформатиче-

ского анализа и ДНК-ДНК гибридизации in silico; с.н.с., к.б.н. Сузиной Н.Е. за помощь в 
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помощь в работе с ферментерами. Автор приносит благодарность с.н.с., к.б.н. Штратниковой 

В.Ю. за проведение полногеномного секвенирования; с.н.с., к.х.н. Николаевой В.М. и со-

трудникам компании ЗАО «БиоХимМак» (г. Москва) за помощь в работе с сорбентами, по 

выделению и очистке такролимуса, сотрудникам ЦКП «Геном» Института молекулярной 

биологии им. В.А. Энгельгардта за секвенирование последовательности гена 16S рРНК. 
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ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

Глава 1 Бактерии рода Streptomyces 

1.1 Биологические особенности и экологическое значение бактерий рода Streptomyces 

 

Актинобактерии рода Streptomyces – преимущественно почвенные грамположитель-

ные бактерии, характеризующиеся сложным жизненным циклом, включающим формирова-

ние воздушного мицелия со спорами. 

Стрептомицеты являются строгими аэробами с ограниченным потенциалом роста в 

условиях микроаэрации (Kutzner, 1981). Однако, как ведущие представители почвенной мик-

робиоты, стрептомицеты обладают системами альтернативного дыхания. Известно о немно-

гочисленных видах, являющихся факультативными анаэробами и способных к аммиачному 

дыханию, осуществляющих неполную диссимиляцию нитратов (S. violaceoruber, 

S. nitrosporeus, S. thioluteus или S. coelicolor) или полную денитрификацию нитратов 

(S. antibioticus) (Albrecht et al., 1997; Kumon et al., 2002; Shoun et al., 1998). Жизнеспособ-

ность при строгом анаэробиозе сохраняют только споры. 

Большинство известных в настоящее время видов рода Streptomyces относятся к 

нейтрофилам, растущим при рН между 5,0 и 9,0. Они активно растут в нейтральных и ще-

лочных почвах. Однако были выделены ацидофильные и ацидотолерантные штаммы из кис-

лых почв с рН в диапазоне от 3,5 до 6,5 (Williams & Flowers, 1978). Описаны алкалотолеран-

тые и алкалофильные стрептомицеты с оптимумом рН между 9,0 и 9,5, а также – ряд штам-

мов, способных расти при рН 11,5 (Mikami et al., 1982). 

Род Streptomyces включает в себя, в основном, мезофильные виды, растущие при тем-

пературе от 10 до 37°C, хотя встречаются и термотолерантные виды, способные расти при 

температуре выше 37°С. Описано небольшое число термофильных видов, растущих при 

температуре до 55°С и выше (Kim et al., 1999). Термофильные виды были выделены из об-

разцов почвы, навоза, компоста, сточных вод, водных сред обитания и т.д. (Cross, 1981; Ohta 

& Ikeda, 1978; Tendler & Burkholder, 1961). 

Для стрептомицетов характерен сапрофитный тип питания, но существуют и исклю-

чения. Описан 11041 вид Streptomyces (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy), способных па-

разитировать на растениях, наиболее распространенным из них является S. scabies (Bignell et 

al., 2010). Некоторое число видов способно вызывать инфекционные заболевания человека: 

например, S. somaliensis и S. sudanensis вызывают актиномицетому (Quintana et al., 2008), 

также известны случаи оппортунистических инфекций, вызываемых актиномицетами 

(Kapadia et al., 2007; Pellegrini et al., 2012). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy
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Отличительной особенностью стрептомицетов является их способность синтезировать 

летучие ароматические метаболиты, такие как геосмин и 2-метилизоборнеол, имеющие запах 

влажной почвы (Bentley & Meganathan, 1981; Gerber & Lechevalier, 1965; Wang & Cane, 2008). 

Род Streptomyces широко известен как производитель большого количества различных 

антибиотиков. Примерно 60% всех известных антибиотиков, продуцируемых актинобакте-

риями, было получено из стрептомицетов. Доля новообнаруживаемых антибиотиков состав-

ляет 39%, из них свыше 80% продуцируются стрептомицетами (Bérdy, 2012; Watve et al., 

2001). 

Стрептомицеты играют существенную роль в переработке органических веществ рас-

тительного и животного происхождения, таких как полисахариды (целлюлоза, хитин, пектин 

или крахмал), белки (эластин или кератин), ароматические соединения и лигноцеллюлоза. 

В геномах Streptomyces закодировано большое количество секретируемых белков. 

Например, штамм S. coelicolor A3 (2) продуцирует приблизительно 800 внеклеточных бел-

ков, среди которых 147 гидролаз, 7 целлюлаз и 5 хитиназ (Bentley et al., 2002; Ventura et al., 

2007). Среди гидролаз, расщепляющих крахмал, у представителей рода Streptomyces первы-

ми были охарактеризованы α-амилазы из S. limosus (Long et al., 1987). У нескольких видов 

Streptomyces были идентифицированы гены, кодирующие ксиланазы, участвующие в разру-

шении лигноцеллюлозы. Ксиланазы получают из мезофильного вида S. lividans (Mondou et 

al., 1986) и термофильного S. thermoviolaceus OPC-520 (Tsujibo et al., 1992). В различных 

стрептомицетах обнаружены хитинолитические ферменты (хитиназы и хитобиаза) (Berger & 

Reynolds, 1958) и комплекс целлюлолитических (эндо- и экзоцеллюлазы) ферментов 

(Crawford & McCoy, 1972; Ishaque & Kluepfel, 1980). Из продуктов жизнедеятельности траво-

ядных были выделены несколько штаммов Streptomyces, способных преобразовывать целлю-

лозу, лигноцеллюлозные липиды и некоторые редуцирующие сахара, что представляет инте-

рес для их использования в производстве биотоплива (Liu et al., 2014). Полезными фермен-

тами в текстильной промышленности являются лакказы, продуцируемые S. cyaneus 

CECT3335, способные к детоксикации и обесцвечиванию азокрасителей (Moya et al., 2010). 

Другими широко распространенными среди актиномицетов ферментами являются 

внеклеточные протеазы и ингибиторы протеаз (Taguchi et al., 1989). Часто встречающиеся у 

представителей Streptomyces кератиназы используются в биотехнологии для разложения кож 

и других кератинсодержащих остатков (Chao et al., 2007; Syed et al., 2009). В различных 

штаммах Streptomyces были изучены внеклеточные липазы и гены, кодирующие их (Cruz et 

al., 1994). 

Известны стрептомицеты, способные разлагать хлопок или каучук (Jendrossek et al., 

1997; Lacey & Lacey, 1987). Многие виды Streptomyces способны использовать каучук и ла-
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текс в качестве единственного источника углерода и энергии (Jendrossek et al., 1997). Стреп-

томицеты также продуцируют ферменты, способные модифицировать ксенобиотики 

(Peczynska-Czoch & Mordarski, 1988). 

 

1.2 Жизненный цикл бактерий рода Streptomyces 

 

Можно выделить три характерные черты бактерий рода Streptomyces, представляю-

щие особый интерес: способность производить важные внеклеточные гидролитические фер-

менты; сложный жизненный цикл, завершающийся формированием воздушного мицелия со 

спорами; и способность продуцировать антибиотики и другие вторичные биоактивные мета-

болиты. Эти три особенности связаны с более поздними стадиями жизненного цикла. 

Жизненный цикл бактерий рода Streptomyces: классическая модель. Жизненный цикл 

стрептомицетов является крайне сложным, что необычно для прокариотов (рисунок 1). Он 

обладает некоторым сходством с жизненным циклом мицелиальных грибов, что может быть 

связано с адаптацией к сходным условиям обитания, хотя механизмы дифференциации име-

ют различное эволюционное происхождение (Chater, 2006). 

 

Рисунок 1 – Жизненный цикл бактерий рода Streptomyces (Jakimowicz, 2007) 

 

Фазы жизненного цикла стрептомицетов были детально изучены на примере 

S. coelicolor. 
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На начальном этапе прорастания спор стрептомицетов образуются одна или две заро-

дышевые трубки с апикально расположенной зоной роста; затем следует череда делений, 

приводящая к формированию множества нитевидных многоядерных разветвленных гиф, ко-

торые, проникая в субстрат, образуют вегетативный, или субстратный мицелий (Flärdh & 

Buttner, 2009). После того, как заканчиваются легкодоступные питательные вещества, появ-

ляется необходимость получения доступа к нерастворимому содержимому питательной сре-

ды. Это благоприятно сказывается на росте мицелия с боковым ветвлением, что облегчает 

проникновение гиф к нерастворимым органическим остаткам и способствует их адгезии, а 

также – производству и высвобождению гидролитических ферментов (ксиланаз, целлюлаз), 

которые деградируют органические нерастворимые остатки растений, и хитиназ, разрушаю-

щих клеточные стенки грибов, основных конкурентов стрептомицетов. И, наконец, при пол-

ном исчерпании питательных веществ наблюдается морфологическая дифференциация с 

формированием воздушного мицелия, в котором начинается процесс деления с образованием 

одногеномных отсеков, разделенных двухслойными перегородками. Образуются цепи 

обособленных преспор, которые дифференцируются в зрелые споры и, впоследствии, высво-

бождаются в виде индивидуальных спор. Образование спор позволяет адаптироваться к 

сложным средам, таким как почвы, находящиеся в постоянно изменяющихся условиях тем-

пературы, влажности и т.д. (Ensign, 1978). 

Принято считать, что между морфологической дифференциацией стрептомицетов и 

производством ими антибиотиков существует тесная взаимосвязь, при этом оба процесса ре-

гулируются факторами окружающей среды (Chater et al., 2010; Flärdh & Buttner, 2009; Martín 

& Liras, 2010). Важная роль в морфологической дифференциации Streptomyces принадлежит 

процессу программированной гибели клеток. 

Жизненный цикл бактерий рода Streptomyces: современная модель. Описанная выше 

классическая модель жизненного цикла Streptomyces просуществовала более полувека, одна-

ко, более поздние исследования выявили новые фазы (рисунок 2). 

Согласно новой модели дифференциации, цикл начинается с прорастания спор с обра-

зованием многоядерного субстратного и воздушного мицелия, называемого первичным ми-

целием (МI), после чего происходит процесс контролируемой гибели клеток, приводящий к 

образованию чередующихся сегментов жизнеспособного и отмершего мицелия (Manteca et 

al., 2005). 
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Рисунок 2 – Цикл развития Streptomyces. Новые фазы, описанные Manteca et al. (2005): MI – 

первичный вегетативный мицелий, MII – вторичный репродуктивный мицелий, продуциру-

ющий вторичные метаболиты, ПГК – «программированная гибель клеток» 

 

Процесс программированной гибели клеток (ПГК) включает в себя остановку роста 

первичного мицелия МI, гибель клеток и образование из оставшихся жизнеспособных сег-

ментов МI многоядерного вторичного мицелия (MII). При культивировании на плотных сре-

дах вторичный мицелий MII в зависимости от наличия или отсутствия гидрофобного слоя у 

гиф воздушного мицелия делят на два типа: (1) ранний MII, у которого отсутствует гидро-

фобное покрытие (2) поздний MII, имеющий гидрофобное покрытие. 

Согласно современной модели, вегетативная фаза представлена первичным молодым 

септированным мицелием (MI), в то время как репродуктивная фаза представлена как ран-

ней, так и поздней стадиями развития вторичного мицелия (MII). Оба типа вторичного мице-

лия образуют споры. Корреляция с классической моделью: субстратный мицелий традици-

онной модели эквивалентен ранней фазе вторичного мицелия и не имеет гидрофобного по-

крытия, а воздушный мицелий соответствует поздней фазе развития вторичного мицелия, 

который обладает гидрофобной поверхностью (рисунок 3). 

В конце цикла следует второй раунд программированной гибели клеток как субстрат-

ного, так и воздушного мицелия, после чего происходит сегментация многоядерных гиф с 

образованием споровых цепей и индивидуальных спор (Manteca et al., 2005; 2010; Yagüe et 

al., 2013). 

В погруженных культурах большинство штаммов Streptomyces, как правило, не спо-

рулируют. Однако, имеются сведения о том, что в жидкой среде, как и на плотной среде, 

имеет место начальный процесс дифференциации (Manteca et al., 2005; 2008; 2010). 
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Рисунок 3 – Дифференциация Streptomyces на плотной среде. Жизнеспособность клеток ана-

лизировалась двумя красителями: йодидом пропидия, который связывается с нуклеиновыми 

кислотами отмерших клеток, и SYTO 9, который окрашивает живые клетки. Представлены: 

электронно-микроскопические изображения субстратного (а) и воздушного мицелия (б) и 

изображения конфокальной лазерной флуоресцентной микроскопии: первичный мицелий (в), 

вторичный мицелий (д) и мицелиальные агрегаты, вошедшие в первый раунд программиро-

ванной гибели клеток (г) (Manteca & Sánchez, 2009; Yagüe et al., 2010) 

 

В погруженной культуре обнаружено формирование вторичного многоядерного ми-

целия (МII) после первого раунда программированной гибели клеток раннего компартмента-

лизованного мицелия (МI) (Manteca et al., 2005; 2010). Несмотря на то, что в жидкой среде, 

как принято считать, гифы стрептомицетов не имеют гидрофобного покрытия (связанного с 

воздушной средой), а споруляция, как правило, отсутствует, описан ряд исключений, связан-

ных с наблюдением спороподобных структур у S. griseus (Daza et al., 1989; Kendrick & 

Ensign, 1983), S. chrysomallus (Kuimova & Soina, 1981) S. acrimycini, S. antibioticus (Novella et 

al., 1992), S. albidoflavus (Rho & Lee, 1994), S. venezuelae (Glazebrook et al., 1990) и 

S. brasiliensis (Rueda et al., 2001). 
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Глубокое понимание процесса морфологической дифференциации имеет важное зна-

чение для промышленных ферментаций, так как было обнаружено, что вторичный метабо-

лизм соответствует окончанию этапа дифференциации септированного первичного мицелия 

(MI) во вторичный многоядерный мицелий (MII) как в погруженной культуре, так и в куль-

туре на плотных средах (Manteca et al., 2008; 2010; Yagüe et al., 2013). 

 

1.3 Генетические особенности бактерий рода Streptomyces 

 

Актинобактерии рода Streptomyces являются грамположительными бактериями с вы-

соким содержанием Г+Ц пар как в хромосомной, так и плазмидной ДНК – от 70 до 74% для 

всех видов Streptomyces, для которых расшифрована полная геномная последовательность. 

S. coelicolor A3 (2) – первый вид рода Streptomyces, для которого была получена пол-

ногеномная нуклеотидная последовательность, размер генома составил 8,6 м.п.н. и содержит 

7825 рамок считывания (ORF), что больше, чем в геноме некоторых одноклеточных эукарио-

тов, например, Saccharomyces cerevisiae, содержащего 6203 гена (Bentley et al., 2002). Со-

гласно данным базы данных GOLD (Genomes OnLine Database), выполнено 146 проектов по 

секвенированию геномов видов Streptomyces, в том числе 15 из них секвенированы полно-

стью и 128 – с разрывами в последовательности. Размер полученных геномов значительно 

варьирует у видов рода, диапазон составляет от 5,18 до 11,9 м.п.н., в большинстве случаев – 

от 7 до 10 м.п.н., и является одним из крупнейших известных бактериальных геномов. Ниж-

ний предел представлен хромосомой патогена человека S. somaliensis, что является результа-

том адаптации патогенных бактерий (Toft & Andersson, 2010). 

Считается, что бактерии имеют одну кольцевую хромосому, в отличие от эукариоти-

ческих клеток, содержащих линейную хромосому (Riley & Anilionis, 1978). Тем не менее, 

была продемонстрирована линейность хромосомы S. lividans (Lin et al., 1993). В дальнейшем 

эта особенность оказалась характерной и для других представителей рода Streptomyces 

(Leblond et al., 1993; Lezhava et al., 1995). 

Наличие линейной хромосомы, редко встречающееся у прокариотов, не ограничива-

ется родом Streptomyces, но, в основном, представлено у представителей порядка 

Actinomycetales. Это не является общей характеристикой рода, так как в родах Nocardia, 

Rhodococcus и Amycolatopsis также обнаружены виды как с линейной (Nocardia asteroides, 

Rhodococcus opacus, Rhodococcus jostii и Amycolatopsis orientalis) (McLeod et al., 2006; 

Redenbach et al., 2000), так и с кольцевой (Nocardia farcinica, Rhodococcus erythropolis и 

Amycolatopsis mediterranei) хромосомой (Ishikawa et al., 2004; Zhao et al., 2010). Наличие ли-

нейной хромосомы не является исключительным для грамположительных бактерий: род 
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Borrelia из группы спирохет также имеет линейную, хотя и меньшую хромосому, близкую к 

1 м.п.н. (Ferdows & Barbour, 1989). 

Для решения проблемы репликации теломер линейная хромосома стрептомицетов 

имеет высоко консервативные как в последовательности, как и в размерах (примерно 185 

аминокислот) терминальные белки (PTs), являющиеся праймерами для ДНК-полимеразы 

(Bao & Cohen, 2001; Yang et al., 2002). 

Другой характеристикой линейной хромосомы Streptomyces является наличие повто-

ряющихся инвертированных последовательностей на обоих концах. Последовательности ва-

рьируют в размерах в зависимости от вида (от 174 п.н. у S. avermitilis до 550 т.п.н. у 

S. rimosus) и, будучи очень нестабильными, являются восприимчивыми к крупным амплифи-

кациям и делециям (Pandza et al., 1997; Ventura et al., 2007). Эти делеции могут быть разны-

ми, начиная от потери маркеров, таких, как ген устойчивости к хлорамфениколу в S. lividans 

и S. coelicolor A3 (2), и заканчивая потерей концов хромосом, приводящей к циклизации 

хромосомы (Dittrich et al., 1991; Redenbach et al., 1993). 

Несмотря на видимость кажущейся дезорганизации генетического аппарата стрепто-

мицетов, давление естественного отбора направлено на сохранение информации и ценных 

аспектов структуры хромосомы и ограничивает скорость геномных изменений (Lawrence & 

Hendrickson, 2005). Анализ полной последовательности генома S. coelicolor A3 (2) выявил 

строгую организацию генов хромосомы: есть центральная область (core region) в 5 м.п.н., где 

сгруппированы гены, связанные с первичным метаболизмом, и два плеча в 1,5 м.п.н. (левое) 

и 2,3 м.п.н. (правое), которые включают в себя «несущественные» гены, среди которых – ге-

ны вторичного метаболизма (Bentley et al., 2002). 

Выравнивание хромосом различных актиномицетов показало, что наибольшая сте-

пень синтении наблюдается в центральной области (Bentley et al., 2002). Этот высокий уро-

вень сохранности генов центральной области контрастируют с таковым для концевых участ-

ков хромосом, где сходство последовательности являлось низким (Hsiao & Kirby, 2008). 

Обнаружены два региона на хромосомах актиномицетов, расположенные между вы-

соко консервативной центральной областью и концевыми областями с низкой синтенией. 

Область хромосомы, специфичная для представителей рода Streptomyces, расположена спра-

ва от центральной части. Специфическая для порядка Actinomycetales область находится сле-

ва от центральной области хромосомы и имеет высокую степень синтении как среди рода 

Streptomyces, так и среди Actinomycetales в целом. Наличие этих двух областей было исполь-

зовано для определения эволюционного происхождения рода Streptomyces, его отделения от 

актиномицетного предка. Предположительно, на первом этапе происходило освоение регио-

на, специфического для всех представителей порядка Actinomycetales, на втором – расшире-
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ние хромосомы путем приобретения региона, специфического для представителей рода 

Streptomyces (Kirby et al., 2011). 

Терминальные области хромосомы представителей рода являются нестабильными, в 

них генные перестройки происходят в серьезных масштабах. Большие делеции и амплифи-

кации делают представителей рода Streptomyces генетически неустойчивыми, частота мута-

ций в спорах составляет более 0,1% (Volff & Altenbuchner, 1998). Линейная структура хромо-

сомы вместе с четко определенной организацией основных генов в центральном районе и 

«несущественных» генов в терминальных участках позволяет увеличить размер хромосомы, 

не затрагивая «кор», что дает адаптивное преимущество перед кольцевой хромосомой (Kirby, 

2011). 

Кроме того, высокая генетическая пластичность концов хромосом является сложным 

адаптивным преимуществом в такой среде, как почва – естественной среде обитания 

Streptomyces. Генетическая нестабильность наряду с взаимодействием хромосомы стрепто-

мицетов с линейными плазмидами приводит к высокому полиморфизму концевых участков 

хромосомы, что, в свою очередь, ведет к появлению огромного разнообразия штаммов и вто-

ричных метаболитов; этот эволюционный механизм позволяет быстро реагировать на много-

численные физиологические и экологические изменения и предоставляет адаптивное пре-

имущество для выживания в условиях окружающей среды (Chen et al., 2010; Volff & 

Altenbuchner, 1998). 

У стрептомицетов широко распространены внехромосомные генетические элементы, 

такие как плазмиды. Плазмиды стрептомицетов варьируют по форме: описаны кольцевые, 

линейные и интегративные плазмиды. Различные варианты могут сосуществовать в одном и 

том же штамме, одним из примеров является S. coelicolor A3 (2), у которого были охаракте-

ризованы три типа плазмид: линейная SCP1 (350 т.п.н.), кольцевая SCP2 (31 т.п.н.) и инте-

грированная в хромосому SLP1. 

Большинство кольцевых плазмид, найденных в Streptomyces, имеют размер 8-14 т.п.н. 

и высокую копийность. Некоторые из них были использованы для создания векторов, несу-

щих гены устойчивости к антибиотикам, бифункциональных векторов, векторов чувстви-

тельности к температуре (Cohen, 2013; Hopwood et al., 1985; Muth et al., 1995). 

Описано небольшое количество линейных плазмид, кодирующих гены биосинтеза ан-

тибиотиков: плазмида pSCP1 (350 т.п.н.) в S. coelicolor содержит гены, связанные с синтезом 

метиленомицина (Kinashi & Shimaji-Murayama, 1991); плазмида pSLA-L (211 т.п.н.) в 

S. rochei содержит кластеры генов биосинтеза ланкацидина, ланкамицина, митрамицина и 

каротиноидов (Mochizuki et al., 2003); плазмида pKSL (520 т.п.н.) в S. lasaliensis обладает 

кластерами генов синтеза антибиотиков лазалоцида и эхиномицина (Kinashi, 2011); и, нако-
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нец, один из наиболее ярких представителей (по размеру и содержанию) – мегаплазмида 

pSCL4 S. clavuligerus, гигантский линейный внехромосомный элемент (1,8 м.п.н.), представ-

ляющий собой огромный резервуар информации, связанной исключительно с синтезом не-

скольких вторичных метаболитов (Álvarez-Álvarez et al., 2014; Medema et al., 2010). 

Плазмиды играют существенную роль в производстве и горизонтальном переносе ге-

нов биосинтеза вторичных метаболитов, увеличивая пластичность генома и превращая пред-

ставителей рода в крупнейших производителей известных вторичных метаболитов. 

 

Глава 2 Биосинтез такролимуса 

 

Род Streptomyces – крупный производитель вторичных метаболитов. Первым антибио-

тиком, полученным из актиномицетов, стал актиномицин, выделенный в 1940 г. из культуры 

Actinomyces antibioticus (в настоящее время – Streptomyces antibioticus), впоследствии не 

нашедший клинического применения из-за своей высокой токсичности. Позже были обна-

ружены другие антибиотики из культур Streptomyces: клавоцин, фумигацин и стрептотрицин, 

– которые также не нашли широкого клинического применения. 

Второе событие, которое отмечено в истории лечения инфекционных заболеваний, – 

это открытие стрептомицина Зельманом Ваксманом (Hopwood, 2007). Стрептомицин из 

культуры Streptomyces griseus – первый аминогликозидный антибиотик и первый эффектив-

ный препарат для лечения туберкулеза (Schatz et al., 1944). В 1952 г. за его открытие Ваксман 

был удостоен Нобелевской премии по медицине. 

Открытие стрептомицина, а затем целого ряда антибиотиков, производимых видами 

рода Streptomyces, таких, как цефалоспорин, тетрациклин, хлорамфеникол, канамицин или 

неомицин, и др., пробудило интерес, в том числе, фармацевтических компаний, к данному 

роду микроорганизмов не только из-за его способности синтезировать антибиотики, но так-

же противоопухолевые агенты (актиномицин, даунорубицин, митрамицин), иммунодепрес-

санты (такролимус, рапамицин, аскомицин), противогрибковые (пимарицин, нистатин, ам-

фотерицин В, кандицидин) и антигельминтные препараты (авермектин), гербициды (биала-

фос, фосфинотрицин), пестициды (полиоксин), противовирусные средства (конканамицин А, 

гилвокарцин), инсектициды (инданомицин) и др. (Chaudhary et al., 2013; Procópio et al., 2012; 

Weber et al., 2003). 
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2.1 История открытия такролимуса и применение в медицине 

 

Такролимус впервые был обнаружен в культуральной жидкости Streptomyces 

tsukubaensis в 1984 г. во время скрининга, проводимого компанией «Fujisawa Pharmaceutical 

Co.» (в настоящее время «Astellas Pharma Inc.»). Штамм S. tsukubaensis был выделен из поч-

венного образца в регионе Цукуба (Япония), а такролимус стал первым иммунодепрессантом 

с макролидной структурой (Kino et al., 1987a; 1987b). Штамм, запатентованный как 

S. tsukubaensis № 9993, известен как S. tsukubaensis NRRL 18488 и является родительским 

штаммом для большинства штаммов, используемых для промышленного производства 

такролимуса. 

На сегодняшний день известно около 20 продуцентов такролимуса, все из них отно-

сятся к роду Streptomyces, например, S. tacrolimicus ATCC 55098T, S. clavuligerus CKD 11193 

и S. kanamyceticus KCC S-0433T (Barreiro & Martínez-Castro, 2014). Несмотря на ряд публика-

ций, связанных с описанием кластера генов биосинтеза такролимуса у некоторых штаммов, 

надлежащего таксономического описания вида S. tsukubaensis до 2013 г. сделано не было. В 

результате углубленного изучения морфологических и физиологических особенностей 

штамма 9993T (S. tsukubaensis), его филогенетическое положение было подтверждено, при 

этом было предложено уточненное название штамма S. tsukubensis (Muramatsu & Nagai, 

2013). 

Такролимус, 23-членный макролид (822 Да), первоначально названный FR900506, 

позже получил другие названия, такие как FK-506 или фуджимицин. Наименование такро-

лимус было образовано от «Tsukuba Macrolide Immunosuppressant» (Wallemacq & Reding, 

1993). 

 Такролимус является ингибитором кальциневрина и демонстрирует механизм дей-

ствия, очень схожий с механизмом действия циклоспорина (рисунок 4) (Liu et al., 1991). 

Такролимус проникает в клетку путем диффузии и связывается с внутриклеточным 

белком FKBP12 (Harding et al., 1989). Образующийся комплекс FKBP12/FK-506 ингибирует 

кальциневрин, представляющий собой кальмодулин-зависимую серин/треонин фосфатазу, 

что приводит к остановке пролиферации Т-клеток (Tocci et al., 1989). Описанный механизм 

действия высоко консервативен в как Т-клетках человека, так и низших эукариотов, таких 

как дрожжи и мицелиальные грибы, в которых кальциневрин выполняет различные функции, 

включая регуляцию генов и катионный гомеостаз; это определяет противогрибковую актив-

ность такролимуса (Foor et al., 1992; Kunz & Hall, 1993; Arndt et al., 1999; Rusnak & Mertz, 

2000). 
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Рисунок 4 – Механизм действия такролимуса. Такролимус взаимодействует с цитозольным 

рецептором FKBP12. Комплекс FKBP12/FK-506 ингибирует кальмодулин-зависимую се-

рин/треонин фосфатазную активность кальциневрина. В результате кальциневрин становится 

неспособным дефосфорилировать транскрипционные факторы. L – лиганд, R – рецептор, CM 

– кальмодулин, CN – кальциневрин, TF – фактор транскрипции, P – фосфатная группа, 

FKBP12 – FK-506-связывающий белок (Ordóñez-Robles et al., 2018a) 

 

С момента одобрения Федеральной инспекцией по лекарственным средствам (Federal 

Drug Administration, FDA) использования такролимуса для трансплантации печени в 1994 г., 

такролимус также стал применяться для трансплантации костного мозга, почки и сердца 

(Trede et al., 1997; Meier-Kriesche et al., 2006; McCormack & Keating, 2006). Этот макролид 

также используется для лечения других заболеваний, таких как атопический дерматит 

(Ingram et al., 2009; Remitz & Reitamo, 2009), применяется при имплантации стентов в коро-

нарных артериях (Romano et al., 2010). Было опубликовано несколько работ о его успешном 

использовании при таких иммунных заболеваниях, как ревматоидный артрит и некоторых 

кишечных воспалительных заболеваниях (Akimoto et al., 2008; Benson et al., 2008). Такроли-

мус проявляет противовирусную активность против ортопоксвируса, ВИЧ и вируса иммуно-

дефицита кошек (FIV) (Karpas et al., 1992; Mortola et al., 1998; Briggs et al., 1999; Reis et al., 

2006), обладает свойствами стимулятора роста волос (Yamamoto et al., 1994). Сообщается о 

его нейропротекторных и нейрорегенеративных свойствах (Klettner & Herdegen, 2003; Sierra-

Paredes & Sierra-Marcuño, 2008; Konofaos & Terzis, 2013), а также о его возможном примене-

нии в лечении рака (Periyasamy et al., 2007). Недавно также сообщалось об его эффективно-
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сти при лечении аллергических глазных заболеваний (Barot et al., 2016). Последние исследо-

вания свидетельствуют об эффективности применения такролимуса в сочетании с противо-

воспалительными кортикостероидными препаратами в лечении пациентов с тяжелыми 

осложнениями, вызванными новой коронавирусной инфекцией (COVID-19) (Russel et al., 

2020). 

Эффективность такролимуса в предотвращении отторжения чужеродных органов и 

тканей после трансплантации, а также терапии аутоиммунных заболеваний лежит в основе 

его промышленной важности. Такролимус в 10-100 раз эффективнее циклоспорина (Pirsch et 

al., 1997; Jiang & Kobayashi, 1999), имеет значительные преимущества для фармацевтическо-

го рынка: продажи такролимуса под коммерческими названиями «Prograf» и «Protopic» при-

несли «Astellas Pharma» в 2016 г. 1727 млн. долларов прибыли 

(http://www.pharmacompass.com). 

 

2.2 Путь биосинтеза такролимуса 

 

Первые исследования пути биосинтеза такролимуса были выполнены в 90-х гг. фар-

мацевтической компанией «Merck» (США) (Shafiee et al., 1994; Motamedi et al., 1996; 1997; 

Motamedi & Shafiee, 1998). Синтез такролимуса осуществляется гибридной поликетидсинта-

зой модульного типа (I тип) и нерибосомальной пептид-синтетазой (PKSI-NRPS). Кластер 

генов биосинтеза такролимуса включает, по крайней мере, 19 генов (рисунок 5). В штаммах-

продуцентах обнаружены два типа кластеров генов биосинтеза такролимуса (Goranovič et al., 

2012): 

1. кластер с редуцированным набором генов, который включает гены fkbQ, fkbN, fkbM, fkbD, 

fkbA, fkbP, fkbO, fkbB, fkbC, fkbL, fkbK, fkbJ, fkbI, fkbH, fkbG, allD, allR, allK и allA (пред-

ставлен в S. tacrolimicus и S. kanamyceticus KCTC 9225); 

2. кластер с полным набором генов, который содержит 5 дополнительных генов в 5'-области 

гена fkbG (allMNPOS / tcs12345) и один или два дополнительных гена (в зависимости от 

вида) в 3'-области (tcs6-fkbR / tcs67) (представлен в S. tsukubaensis NRRL 18488, 

S. tsukubaensis L19 и Streptomyces sp. KCTC 11604BP). 

 

Рисунок 5 – Кластер генов биосинтеза такролимуса. Черные стрелки – гены, присутствую-

щие в кластере как с редуцированным, так и с полным набором генов. Красные стрелки – ге-

http://www.pharmacompass.com/
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ны, присутствующие только в кластере с полным набором генов (Ordóñez-Robles et al., 

2018a) 

 

Биосинтез такролимуса начинается с образования (4R,5R)-4,5-дигидроксициклогекс-

1-енкарбоновой кислоты (DHCHC) из хоризмата за счет так называемой хоризматазной ак-

тивности белка FkbO (Andexer et al., 2011). DHCHC является стартовой единицей в образо-

вании углеродного скелета и соответствует циклогексановому кольцу в конечной структуре 

макролида. Поликетидсинтазы FkbA (4 модуля), FkbB (5 модулей) и FkbC (2 модуля) катали-

зируют 10 стадий элонгации из DHCHC с использованием в качестве единиц удлинения ма-

лонил-КоА (2 молекулы), метилмалонил-КоА (5 молекул), метоксималонил-АПБ (2 молеку-

лы) и аллилмалонил-КоА (1 молекула). Последние две единицы удлинения являются не-

обычными в образовании поликетидов и приводят к включению метоксильной группы в C13 

и C15 положениях и аллильного радикала в С21 положении (Carroll et al., 2002; Kato et al., 

2002; Mo et al., 2011; Goranovič et al., 2012). Биосинтез метоксималонил-АПБ зависит от 

ферментов, кодируемых подкластером fkbGHIJK (Wu et al., 2000; Carroll et al., 2002; Kato et 

al., 2002; Chen et al., 2013). Включение аллилмалонил-КоА является единственным отличием 

между такролимусом и аскомицином (FK-520), для биосинтеза которого вместо этого ис-

пользуется этилмалонил-КоА. Подкластер all задействован в образовании аллилмалонил-

КоА и кодирует поликетидсинтазу необычной структуры (Goranovič et al., 2010). Однако в 

некоторых этапах образования аллилмалонил-КоА могут участвовать ферменты, кодируемые 

вне кластера генов биосинтеза такролимуса – предположительно, в синтезе аллилмалонил-

КоА участвует ряд ферментов (кеторедуктазная и дегидратазная активности), относящихся к 

пути синтеза жирных кислот (Mo et al., 2011). Кластер генов биосинтеза такролимуса не ко-

дирует трансацилазу АПБ-КoA, необходимую для конечной реакции, приводящей к образо-

ванию аллилмалонил-КоА (Mo et al., 2011), но ацилтрансферазный домен 4-го модуля FkbB 

(AT4FkbB) способен переносить аллилмалонильную единицу на АПБ-домен (Jiang et al., 

2015). 

Для циклизации макролида циклоаминаза лизина FkbL образует L-пипеколат из L-

лизина (Byrne et al., 1993), который включается в углеродный скелет с помощью NRPS FkbP, 

в результате образуется промежуточное соединение пре-такролимус (9-дезоксо-31-O-

десметил-FK506) (Motamedi & Shafiee, 1998; Gatto et al., 2005; 2006). 

Для получения конечной молекулы с биологической активностью необходимы две 

модификации: метилирование гидроксильной группы, расположенной в C31 положении, и 

окисление атома углерода в C9 положении. Метилирование катализируется S-

аденозилметионин зависимой О-метилтрансферазой FkbM, окисление – цитохром-P450-
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оксидоредуктазой FkbD (Motamedi et al., 1996; Shafiee et al., 1997). Обе активности закодиро-

ваны в одном и том же опероне и могут происходить в любом порядке (Motamedi et al., 1996; 

Ban et al., 2013; Chen et al., 2013). Путь биосинтеза такролимуса представлен на рисунке 6. 

 



 

Рисунок 6 – Путь биосинтеза такролимуса (Barreiro & Martínez-Castro, 2014; Motamedi & Shafiee, 1998)

НЕРИБОСОМАЛЬНАЯ 
ПЕПТИД-СИНТЕТАЗА 
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2.3 Регуляция биосинтеза такролимуса 

 

Первый анализ последовательности кластера генов биосинтеза такролимуса выявил 

три потенциальных регулятора: fkbN, fkbR и allN (принадлежащих к семействам LAL, LysR и 

AsnC, соответственно). FkbN – крупный регуляторный белок семейства LAL (Large ATP 

binding regulators of the LuxR family). Регуляторы LAL – большие белки (872-1159 аминокис-

лот), которые содержат HTН (спираль-поворот-спираль) ДНК-связывающую область LuxR-

типа вблизи С-конца белка и АТФ-связывающий мотив на N-конце (Schrijver & Mot, 1999; 

Bibb, 2005). fkbN-Подобные гены были обнаружены в кластерах генов ряда других макроли-

дов, включая rapH продуцента рапамицина S. hygroscopicus (Molnár et al., 1996), pikD проду-

цента пикромицина S. venezuelae (Wilson et al., 2001), gdmR1 и gdmR2 продуцента гелдана-

мицина S. hygroscopicus (He et al., 2008), fkbN продуцента аскомицина S. hygroscopicus var. 

ascomyceticus (Wu et al., 2000), fscRI продуцента кандицида S. griseus (Chen et al., 2003; Mar-

tín & Aparicio, 2009), pimM продуцента пимарицина S. natalensis (Santos-Aberturas et al., 

2011a; 2011b), nysR продуцента нистатина S. noursei (Brautaset et al., 2000), amphRIV проду-

цента амфотерицина B S. nodosus (Carmody et al., 2004) и pteF продуцента комплекса макро-

циклических поликетидов филипины I-IV S. avermitilis (Omura et al., 2001; Ikeda et al., 2003). 

Второй регуляторный белок FkbR относится к семейству транскрипционных регуля-

торов LysR-типа, также называемых LTTR, которые являются распространенными ауторегу-

ляторными генами у бактерий (Song et al., 2017). Они широко представлены у Streptomyces: 

так, секвенирование генома S. coelicolor выявило около 40 LTTR (Bentley et al., 2002). FkbR, 

как и другие члены семейства LTTR, представляет собой относительно небольшой белок, 

содержащий менее 325 аминокислот, который характеризуется HTH ДНК-связывающим мо-

тивом на С-конце и лиганд-связывающей последовательностью в N-концевой области 

(Schell, 1993; Maddocks & Oyston, 2008). Другие LTTR, действующие как специфичные регу-

ляторы, включают SCLAV_p1262 из S. clavuligerus, ThnI из S. cattleya, AbaB из S. antibioticus 

и ClaR из S. avermitilis (Pérez-Redondo et al., 1998; Rodríguez et al., 2008). 

allN – третий потенциальный регуляторный ген, располагающийся в кластере генов 

биосинтеза такролимуса. Этот ген находится на 5'-конце кластера с полным набором генов и 

кодирует белок, имеющий сходство с регуляторными белками, участвующими в метаболиз-

ме азота, особенно с регуляторами семейства AsnC (Kölling & Lother, 1985). Этот ген вклю-

чен в область, которая участвует в образовании предшественника аллилмалонил-КоА (all ге-

ны) (Mo et al., 2011; Goranovič et al., 2010). 

Функциональный анализ роли FkbN, FkbR и AllN в S. tsukubaensis показал, что инак-

тивация fkbN приводит к потере способности синтезировать такролимус, тогда как наруше-
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ния в fkbR уменьшали продукцию на 20% по сравнению с родительским штаммом, инактива-

ция allN не влияла на продукцию такролимуса. Таким образом, гены fkbN и fkbR являются 

положительными регуляторами биосинтеза такролимуса (Goranovič et al., 2012). Сверхэкс-

прессия fkbN или fkbR с промотора ermE* в диком штамме в оптимизированной по составу 

питательной среде приводила к увеличению выхода такролимуса на 55% и 30%, соответ-

ственно. 

Между FkbN и FkbR существуют значительные различия, заключающиеся в следую-

щем: 

1. fkbN присутствует в кластере как с редуцированным, так и с полным набором генов био-

синтеза такролимуса, тогда как fkbR есть только в кластере с полным набором генов (Mo 

et al., 2011); 

2. FkbN всегда оказывает положительное влияние на продукцию такролимуса, в то время 

как FkbR (он же Tcs2) может оказывать как положительное, так и отрицательное влияние 

(Goranovič et al., 2012; Mo et al., 2012; Jones et al., 2013); 

3. полное отсутствие продукции такролимуса происходит только при инактивации fkbN, но 

не fkbR (Goranovič et al., 2012; Ordóñez-Robles et al., 2016); 

4. транскрипция fkbR является постоянной и низкой в течение всего периода культивирова-

ния, тогда как транскрипция fkbN увеличивается перед началом синтеза такролимуса и 

сохраняется на этапе синтеза (Goranovič et al., 2012; Ordóñez-Robles et al., 2016; Zhang et 

al., 2016). 

Ранние исследования показали, что инактивация fkbR или fkbN предотвращает тран-

скрипцию определенных генов (fkbG и fkbB) в кластере генов биосинтеза такролимуса в S. 

tsukubaensis, из чего следует, что одни гены кластера регулируются FkbN, а другие нет 

(Goranovič et al., 2012). Позже было выяснено, что FkbN контролирует экспрессию большин-

ства генов кластера генов биосинтеза такролимуса (Ordóñez-Robles et al., 2016). Впослед-

ствии гены кластера были разделены на два типа: FkbN-зависимые (fkbABC, fkbGHIJK, fkbL, 

allAKRD, fkbO, fkbP, fkbD и fkbM), и FkbN-независимые (allMNPOS и fkbR). 

В кластере генов биосинтеза такролимуса было идентифицировано 6 транскрипцион-

ных единиц: fkbR, tcs6-fkbQ-fkbN, fkbOPADM, fkbBCLKJIH, fkbG и allAKRD. Было показано, 

что fkbR транскрибируется как безлидерная мРНК, а fkbN образует оперон вместе с tcs6 и 

fkbQ, транскрипция которых зависит от двух разных промоторов, один из которых является 

FkbN-зависимым, а другой – FkbN-независимым (Ordóñez-Robles et al., 2016). Установлено, 

что FkbR связывается с промоторными областями tcs6-fkbQ-fkbN и fkbR, также были иденти-

фицированы две новые транскрипционные единицы, соответствующие allNPOS и allМ 
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(Zhang et al., 2016). Позже было обнаружено еще 9 транскрипционных единиц, allOS и allNP 

транскрибировались как независимые мРНК (Bauer et al., 2017). 

 

2.4 Биосинтез аналогов такролимуса 

 

Наряду с такролимусом в процессе биосинтеза такролимуса образуются его близкие 

структурные аналоги (Goto et al., 1984; Hatanaka et al., 1989; Dumont et al., 1992). Наиболее 

близкими аналогами являются соединения FK-520 и FK-506D, отличающиеся природой ра-

дикальных групп в боковой цепи в C21 положении (рисунок 7). Такролимус содержит алли-

льную группировку, FK-520 – этильную, и FK-506D – пропильную. 

 

Рисунок 7 – Структурные формулы такролимуса и его аналогов (Kosec et al., 2012) 

 

FK-520, или аскомицин, был выделен в 1962 г. из культуры Streptomyces hygroscopicus 

var. ascomyceticus (АТСС 14891) и охарактеризован как метаболит с противогрибковыми 

свойствами (Arai et al., 1962). В 1988 г. фармацевтическая компания «Fujisawa» в рамках 

скрининга новых молекул с иммуносупрессорными свойствами получила это же соединение 

из культуральной жидкости штамма Streptomyces hygroscopicus subsp. yakushimaensis, выде-

ленного из почвенного образца в районе Якушима (Япония) (Hatanaka et al., 1988). FK-520 

использовался под названием «Eidel» в иммуносупрессивной терапии атопического дермати-

та с 2001 г. после утверждения FDA. 

Кластер генов биосинтеза FK-520 был охарактеризован в 2000 г., при этом отмечено, 

что он имеет одинаковую организацию и высокую идентичность гомологичных генов, опи-

санных для кластера генов биосинтеза такролимуса (Wu et al., 2000). Это приводит к тому, 

что штаммы, продуцирующие такролимус, синтезируют также FK-520: для некоторых 

штаммов относительное содержание аскомицина превышает 20% (по отношению к такроли-

мусу), при этом образуются некоторые количества другого побочного продукта FK-506D. 

Образование структурных аналогов в процессе биосинтеза такролимуса является од-

ной из наиболее значимых проблем при производстве такролимуса. Очистка от этих нежела-
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тельных примесных продуктов сложна, приводит к потерям дорогостоящего целевого про-

дукта (Cabri et al., 2006; Cvak et al., 2007; Park et al., 2009). 

Предпринятые попытки снижения или полного предотвращения образования побоч-

ных макролидов за счет генетической инженерии штаммов-продуцентов пока не привели к 

желаемому результату вследствие высокой идентичности путей биосинтеза структурных 

аналогов из одних и тех же близких предшественников (Jones et al., 2013) Однако, удалось 

несколько сократить нежелательное образование побочных продуктов у генно-инженерных 

штаммов при добавлении в ферментационную среду экзогенных предшественников, таких 

как шикимат, хоризмат, валин, пипеколат и др., (Huang et al., 2013b; Xia et al., 2013). Синтез 

FK-520 был полностью устранен путем разрушения гена allR (кодирует кротонил-КоА-

карбоксилазу/редуктазу) с последующим добавлением аллилмалонил-SNAC – аналога алли-

лмалонил-КоА, полученного химическим синтезом (Kosec et al., 2012). 

Однако применение в промышленном производстве такролимуса синтезированных 

химическим путем близких предшественников такролимуса существенно удорожает про-

цесс. В настоящее время наиболее эффективным подходом при решении проблемы, связан-

ной с образованием нежелательных макролидных аналогов, остается совершенствование си-

стем очистки субстанции такролимуса за счет применения современных методов промыш-

ленной хроматографии (Cabri et al., 2006; Keri et al., 2006). 

 

2.5 Метаболические пути, участвующие в биосинтезе такролимуса 

 

В связи с низкой эффективностью известных способов биосинтеза такролимуса, 

большое количество исследований было сосредоточено на идентификации узких мест в про-

цессе биосинтеза FK-506, опираясь на предположение, что низкое содержание внутрикле-

точных предшественников является одним из главных лимитирующих факторов. 

Рядом исследователей увеличение производства такролимуса достигалось путем ма-

нипуляции с генами биосинтетических путей и обогащения продуктивной среды молекулами 

экзогенных предшественников. С использованием этой стратегии удалось повысить выход 

такролимуса у S. clavuligerus CKD1119 в 3,4 раза за счет увеличения внутриклеточной кон-

центрации предшественника метилмалонил-КоА путем экспрессии гетерологичных генов 

mutAB Saccharopolyspora erythraea, кодирующих белки пути синтеза метилмалонил-мутазы 

(MutAB), а также добавлением метилового эфира олеиновой кислоты в культуральную среду 

(Mo et al., 2009). Два других биосинтетических пути синтеза (пропионил-КоА-

карбоксилазный, РСС; метилмалонил-КоА-лигазный, MatB) не приводили к значительному 

увеличению продукции такролимуса (Mo et al., 2009). 
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В последующих работах (Mo et al., 2013) были изучены три пути синтеза метилмало-

нил-КоА у мутантного штамма Streptomyces sp. RM7011. Было обнаружено, что избыточная 

экспрессия генов accAI и pccB, участвующих в пути синтеза пропионил-КоА-карбоксилазы 

(РРС), приводит к увеличению выхода такролимуса. Высокий титр был получен с добавле-

нием в ферментационную среду предшественника в пути синтеза РРС – винилпропионата и 

Tween-80 (для стимулирования активности липазы). Липаза катализирует превращение про-

пионата в пропионил-КоА, который преобразуется в метилмалонил-КоА по PPC-пути (Mo et 

al., 2013), ранее также было показано, что активность липазы связана с продукцией такроли-

муса в S. clavuligerus CKD1119 (Kim & Park, 2007). 

За счет дублирования специфических генов метоксималонил-АПБ-пути и аллилмало-

нил-КоА-пути (fkbGHIJK и tcsABCD, соответственно) при одновременной оптимизации до-

бавок глюкозы было достигнуто увеличение продукции такролимуса в S. tsukubaensis на 

150% (Chen et al., 2012). 

Серия работ по метаболомике привела к расшифровке метаболических путей, участ-

вующих в биосинтезе такролимуса, и идентификации ключевых метаболитов для его синте-

за. 

Для S. tsukubaensis D852 была разработана метаболическая модель на геномном 

уровне (genome-scale metabolic model, GSMM), включающую 865 химических реакций и 621 

метаболит, с целью определения мишеней для генетических манипуляций (Huang et al., 

2013a; 2013b). Таким образом было предсказано, что некоторые из модификаций в путях 

первичного метаболизма, приводящих к накоплению эритрозо-4-фосфата, α-кетоглутарата, 

фумарата, сукцината, пирувата, фосфоенолпирувата, НАДФН, хоризмата и малонил-КоА, 

оказывают положительное влияние на продукцию такролимуса. Из этого следует, что пенто-

зофосфатный путь (ПФП) и цикл трикарбоновых кислот (ЦТК) положительно коррелируют с 

синтезом такролимуса (рисунок 8). Сверхэкспрессия генов, участвующих в формировании 

стартовой единицы DHCHC, пипеколата и различных модификационных реакциях (fkbO, 

fkbL, fkbP, fkbM и fkbD), также оказывала положительный эффект. Однако комбинация пози-

тивных мутаций не всегда имела аддитивный эффект: например, комбинированная сверхэкс-

прессия fkbL и fkbP приводила к снижению биомассы и продукции такролимуса. 

Позднее были описаны узловые модули и ключевые метаболиты, проявление эффекта 

которых при биосинтезе такролимуса зависело от стадии культивирования (Pei et al., 2017). 
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Рисунок 8 – Метаболические пути, участвующие в синтезе такролимуса и его аналогов в 

S. tsukubaensis. В овалах - гены, генетические манипуляции с которыми влияют на синтез 

такролимуса и его аналогов: зеленые овалы – гены с избыточной экспрессией, красные овалы 

– поврежденные гены (Barreiro & Martínez-Castro, 2014; Huang et al., 2013a; 2013b; Xia et al., 

2013) 
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В дополнение к предыдущим результатам сообщалось о положительной корреляции с 

биосинтезом такролимуса шикиматного и аспартатного путей (рисунок 8). Показано, что 

сверхэкспрессия аrоС и dapA (участвуют в шикиматном пути и биосинтезе лизина, соответ-

ственно) увеличивала продукцию макролида на 40% и 23%, соответственно. Однако модель, 

разработанная Huang et al. (2013a), является псевдостабильной метаболической моделью, то 

есть предполагает, что не происходит истощения или накопления внутриклеточных метабо-

литов. Динамический анализ баланса потоков (dynamic flux balance analysis, DFBA) позволя-

ет учитывать колебания концентраций метаболитов и, таким образом, изучать взаимодей-

ствие между метаболизмом и изменениями в окружающей среде (Höffner et al., 2013). В свя-

зи с этим была разработана модель DFBA на геномном уровне (GS-DFBA) для S. tsukubaensis 

NRRL 18488, которая обнаружила новые цели для генетических манипуляций (Wang et al., 

2017b). В результате было достигнуто увеличение продукции такролимуса за счет инактива-

ции gcdh (глутарил-КоА-дегидрогеназа) и избыточной экспрессии tktB (транскетолаза), msdh 

(метилмалонат-полуальдегид-дегидрогеназа) и ask (аспартат-киназа). 

Группой авторов был исследован рост S. tsukubaensis TJ-04 в двух средах одинакового 

состава, но с различной продуктивностью в отношении такролимуса (Xia et al., 2013). В ходе 

работы были идентифицированы 98 внутриклеточных метаболитов, 13 из которых оказались 

непосредственно связаны с биосинтезом такролимуса (лактат, пируват, седогептулозо-7-

фосфат, эритрозо-4-фосфат, шикимат, валин, пролин, лейцин, треонин, метилмалонил-КoA, 

сукцинил-КоА, малонил-КоА и ацетил-КоА). Эти метаболиты связаны с пятью метаболиче-

скими путями: центральным метаболизмом углерода (гликолиз, ЦТК, ПФП), шикиматным 

путем и метаболизмом аминокислот (рисунок 8). Результаты исследования согласуются с 

данными, полученными Huang et al. (2013a; 2013b). Положительную корреляцию с продук-

цией такролимуса показали оксалоацетат, цитрат, α-кетоглутарат и, особенно, сукцинил-КоА 

и ацетил-КоА (промежуточные продукты ЦТК). Внутриклеточные уровни промежуточных 

продуктов ПФП были ниже в высокопродуктивных средах, что также свидетельствует о по-

ложительной корреляции данного пути с синтезом такролимуса. Среди метаболитов из пути 

биосинтеза такролимуса наибольший позитивный эффект проявлял метилмалонил-КоА. 

Недавно был проведен сравнительный протеомный и метаболомный анализ в 

S. tsukubaensis NRRL 18488, который выращивали при добавках соевого масла (Wang et al., 

2017). О положительном эффекте данного источника углерода на рост и продукцию такро-

лимуса сообщалось многократно (Singh & Behera, 2009; Mishra & Verma, 2012; Huang et al., 

2013b; Xia et al., 2013; Du et al., 2014). Добавление соевого масла увеличивало выход такро-

лимуса на 89%. Соевое масло в основном влияет на первичный белковый обмен (42%), окис-

лительно-восстановительные белки (12,5%), регуляторы транскрипции, компоненты переда-
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чи сигнала и белки трансляции (11%). Ключевые метаболиты, связанные с продукцией 

такролимуса, коррелируют с идентифицированными ранее (Xia et al., 2013). Они включают 

яблочную кислоту, глюконовую кислоту, лимонную кислоту, α-кетоглутарат, гексадекано-

вую кислоту, треонин, фумаровую кислоту, янтарную кислоту, пролин, валин, олеиновую 

кислоту, трегалозу, пируват, орнитин, 10-ундеценовую кислоту, шикимовую кислоту, манно-

зу и лактат. 

При добавлении соевого масла увеличивался синтез некоторых ферментов, вовлечен-

ных в гликолиз и ЦТК (триозофосфатизомераза, фосфоглицерат-мутаза, пируваткиназа и 

цитрат-синтаза), также более высокие уровни показаны для фермента, ограничивающего 

скорость ПФП – глюкозо-6-фосфат дегидрогеназы. Наконец, ферменты, связанные с метабо-

лизмом жирных кислот, шикимовой кислоты, валина и изолейцина (валин и изолейцин могут 

быть преобразованы в метилмалонил-КоА и пропионил-КоА) также подвергались положи-

тельной регуляции. Более высокие уровни регуляторов транскрипции Crp и AfsQ1 были об-

наружены в условиях добавок соевого масла, что указывает на их возможное участие в регу-

ляции продукции такролимуса (Xia et al., 2013). 

Таким образом, анализ метаболических потоков позволяет определять рациональные 

стратегии дизайна питательных сред и модификации вторичных путей для повышения про-

дукции такролимуса. 

 

2.6 Стратегии увеличения продукции такролимуса 

 

В последнее десятилетие исследования по увеличению продукции такролимуса были 

сосредоточены, в основном, на оптимизации состава питательных сред и генной инженерии 

штаммов (Ban et al., 2016; Fu et al., 2016). Оптимизация питательных сред включала подбор 

компонентов и их концентраций, добавление близких предшественников такролимуса и 

стрессовых агентов. 

Для биосинтеза такролимуса, как правило, используют богатые комплексные среды, 

включающие один или несколько источников углерода (моно-, ди- и полисахариды, соевое 

масло и др.) и органический источник азота (кукурузный, дрожжевой экстракты, соевую, пе-

рьевую муку и др.). Разными группами для увеличения продукции такролимуса были ис-

пользованы: соевое масло (Singh & Behera, 2009; Mishra & Verma, 2012; Huang et al., 2013b; 

Xia et al., 2013; Du et al., 2014), L-лизин (Martínez-Castro et al., 2013; Singh & Behera, 2009; 

Mishra & Verma, 2012; Huang et al., 2013b; Du et al., 2014; Wang et al., 2017; Wang et al., 

2017a), метилолеат (Мо et al., 2009; Mishra & Verma, 2012), пипеколиновая кислота (Turlo et 

al., 2012; Huang et al., 2013b; Du et al., 2014), никотинамид и никотиновая кислота (Turlo et 
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al., 2012), хоризмат (Huang et al., 2013b; Du et al., 2014), шикимат (Huang et al., 2013b; Xia et 

al., 2013; Du et al., 2014; Wang et al., 2017; Wang et al., 2017a), лактат (Yoon & Choi, 1997; 

Huang et al., 2013b; Du et al., 2014; Wang et al., 2017a), сукцинат (Huang et al., 2013b; Xia et 

al., 2013; Du et al., 2014; Wang et al., 2017а), изолейцин (Huang et al., 2013b; Du et al., 2014), 

валин (Huang et al., 2013b; Xia et al., 2013; Du et al., 2014), пролин, лейцин и треонин (Xia et 

al., 2013), пропиленгликоль, пропанол и пропионовая кислота (Gajzlerska et al., 2015), мало-

нат и цитрат (Wang et al., 2017; Wang et al., 2017a). 

Как отмечалось выше, добавление в среду близких предшественников способствует 

увеличению выхода целевых метаболитов (Reeves et al., 2004). Соединения, которые были 

использованы для увеличения продукции такролимуса, представлены в таблице 1. 

Показано, что (1) эффект предшественника зависит от его концентрации; (2) сочета-

ние предшественников, по отдельности оказывающих положительное влияние, не всегда 

проявляет аддитивный положительный эффект; и (3) положительный эффект может прояв-

ляться через стимулирование роста, стимулирование продукции, а также через одновремен-

ное стимулирование и роста, и биосинтеза (Kumar et al., 2008). 

 

Таблица 1 – Предшественники, используемые для увеличения продукции такролимуса 

Штамм Предшественник FK-506, мг/л 
Увеличение 

продукции, % 
Ссылка 

Streptomyces spр. 

MA6858 B3178 

соевое масло 

L-лизин 
115,3 134 

Singh & Behera, 

2009 

Streptomyces sp. 

соевое масло 

L-лизин 

метилолеат 

235,5 173,7 
Mishra & Verma, 

2012 

S. tsukubaensis 

HT-

FKBLOPLMD 

соевое масло 

L-лизин 

пипеколиновая к-та 

хоризмат 

шикимат 

лактат 

сукцинат 

изолейцин 

валин 

457,5 29,5 
Huang et al., 

2013b 

S. tsukubaensis 

TJ-04 

соевое масло 

шикимат 

сукцинат 

валин 

пролин 

лейцин 

треонин 

405 161 Xia et al., 2013 

S. tsukubaensis 

TJP325 

соевое масло 

l-лизин 

пипеколиновая к-та 

514,5 28 Du et al., 2014 
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хоризмат 

шикимат 

лактат 

сукцинат 

изолейцин 

валин 

S. tsukubaensis 

NRRL 18488 
L-лизин 30 150 

Martínez-Castro 

et al., 2013 

S. tsukubaensis 

NRRL 18488 

соевое масло 

L-лизин 

шикимат 

малонат 

165,05 305 Wang et al., 2017 

S. tsukubaensis 

HT-aroC/dapA 

L-лизин 

шикимат 

лактат 

сукцинат 

цитрат 

128,19 164 
Wang et al., 

2017a 

Streptomyces 

clavuligerus 

CKD1119 

метилолеат 17,8 200 Мо et al., 2009 

S. tsukubaensis 

FERM BP-927 

пипеколиновая к-та 

никотинамид 

никотиновая к-та 

33,28 700 Turlo et al., 2012 

S. tacrolimicus 

АТСС 55098 
лактат 37 н.д. 

Yoon & Choi, 

1997 

S. tsukubaensis 

FERM BP-927 

пропиленгликоль 

пропанол 

пропионовая к-та 

12,7 550 
Gajzlerska et al., 

2015 

* н.д. – нет данных 

 

Тем не менее, добавление предшественников в промышленных масштабах может 

быть неэффективно с экономической точки зрения, поскольку наиболее эффективные пред-

шественники, как правило, весьма дорогостоящи (Zhu et al., 2010). В частности, стоимость 

шикимовой кислоты составляет более 16000 руб./г («Sigma-Aldrich», США). Альтернативная 

стратегия заключается в получении высокоэффективных штаммов-продуцентов (таблица 2). 

 

Таблица 2 – Генетические модификации, предсказанные с помощью метаболического моде-

лирования в S. tsukubaensis, для улучшения продукции такролимуса (Ordóñez-Robles et al., 

2018a) 

Ген Модификация Штамм Ссылка 

fkbO сверхэкспрессия S. tsukubaensis D852 Huang et al., 2013b 

fkbL сверхэкспрессия S. tsukubaensis D852 Huang et al., 2013b 

fkbM сверхэкспрессия S. tsukubaensis D852 Huang et al., 2013b 

fkbP сверхэкспрессия S. tsukubaensis D852 Huang et al., 2013b 
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fkbD сверхэкспрессия S. tsukubaensis D852 Huang et al., 2013a; 2013b 

gdhA инактивация S. tsukubaensis D852 Huang et al., 2013a 

ppc инактивация S. tsukubaensis D852 Huang et al., 2013a 

dahp сверхэкспрессия S. tsukubaensis D852 Huang et al., 2013a 

pntAB сверхэкспрессия S. tsukubaensis D852 Huang et al., 2013a 

accA2 сверхэкспрессия S. tsukubaensis D852 Huang et al., 2013a 

zwf2 сверхэкспрессия S. tsukubaensis D852 Huang et al., 2013a 

aroC сверхэкспрессия S. tsukubaensis D852 Wang et al., 2017a 

dapA сверхэкспрессия S. tsukubaensis D852 Wang et al., 2017a 

gcdh инактивация S. tsukubaensis NRRL 18488 Wang et al., 2017b 

tktB сверхэкспрессия S. tsukubaensis NRRL 18488 Wang et al., 2017b 

msdh сверхэкспрессия S. tsukubaensis NRRL 18488 Wang et al., 2017b 

ask сверхэкспрессия S. tsukubaensis NRRL 18488 Wang et al., 2017b 

 

Добавление стрессовых агентов, таких как диметилсульфоксид (ДМСО) или тиосуль-

фат натрия, также незначительно стимулирует продукцию поликетидов у разных бактерий 

(Chen et al., 2000; Butler et al., 2002). Добавление в среду биосинтеза ДМСО увеличивало 

продукцию такролимуса S. tsukubaensis NRRL 18488 в 2 раза (до 35-40 мг/л) (Martínez-Castro 

et al., 2013). 

Были проведены исследования влияния фосфатов и N-ацетилглюкозамина на биосин-

тез такролимуса. Хорошо известно, что высокие концентрации фосфатов в питательных сре-

дах подавляют производство антибиотиков (Martin, 2004). Отрицательная регуляция биосин-

теза такролимуса в S. tsukubaensis фосфатами была отмечена в 2013 г. (Martínez-Castro et al., 

2013). Увеличение концентрации фосфатов в среде с 2,5 до 20 мМ приводило к 2-кратному 

снижению выхода такролимуса (до 10 мг/л) (Martínez-Castro et al., 2013). N-

ацетилглюкозамин демонстрирует двоякую роль: ускоряет клеточную дифференциацию и 

продукцию антибиотиков в неблагоприятных условиях питания и задерживает их в благо-

приятных условиях питания (Rigali et al., 2006; 2008). Недавно было отмечено отрицательное 

влияние добавок N-ацетилглюкозамина на продукцию такролимуса, выражавшееся в почти 

2-кратном снижении титра макролида (до 8 мг/л) (Ordóñez-Robles et al., 2018b). 

 

Заключение по обзору литературы 

 

Клиническая значимость такролимуса в качестве эффективного супрессорного агента 

обусловливает большой интерес к способам его получения. Низкая производительность 
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штаммов-продуцентов, ее неустойчивость, опосредованная высокой генетической пластич-

ностью хромосомы стрептомицетов, а также сопродукция близких структурных аналогов, 

требующая трудоемкой и дорогостоящей процедуры очистки целевого продукта, в значи-

тельной мере осложняют биотехнологическое получение фармацевтической субстанции 

такролимуса. Исследования по увеличению продукции такролимуса, главным образом, со-

средоточены в двух направлениях: генетической инженерии штаммов-продуцентов и опти-

мизации условий для роста и биосинтеза. 

Современные «-омные» подходы (геномика, транскриптомика, метаболомика, про-

теомика) дают основу для понимания физиологии микроорганизмов-продуцентов, расширяя 

существующие представления о клетке и ее поведении в различных условиях среды, предо-

ставляя возможности для дальнейшего улучшения процесса биосинтеза такролимуса. 

 Однако, несмотря на очевидные достижения в данной области, многие аспекты био-

синтеза такролимуса, связанные с транскрипционной регуляцией и регуляцией источниками 

питания, требуют дальнейшего изучения, определяя необходимость исследований, направ-

ленных на повышение продуктивности и снижение затрат на промышленное производство 

этого макролида. Следует отметить, что результаты, полученные с использованием опреде-

ленных штаммов и сред, не всегда могут быть экстраполированы на другие штаммы-

продуценты, поскольку существуют значительные штаммо-зависимые различия, зависящие в 

том числе, и от условий культивирования и биосинтеза. 

Поиск новых эффективных штаммов-продуцентов такролимуса, разработка биотехно-

логических способов его получения, а также поиск путей интенсификации процесса биосин-

теза являются приоритетными направлениями исследований. 

  



41 
 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Глава 3 Материалы и методы исследования 

3.1 Реактивы 

 

В работе использовали следующие реактивы: растворимые картофельные крахмалы 

от компаний «Купавнареактив», К1 (РФ), «Difco», К2 (США), «Индикатор», К3 (РФ), «Лаб-

комплект», К4 (РФ); гороховый крахмал, Г («Cosucra Groupe Warocoing», Бельгия), крахмал 

тапиоковый модифицированный, ТМ («Chaodee Modified Starch», Таилнд), крахмал тапиоко-

вый нативный, ТН («Chaodee Modified Starch», Таилнд), кукурузный крахмал, Ку («Каргилл 

Россия», РФ); желтый декстрин, ЖД («Panreac», США), мальтодекстрин GLUCIDEX®19, 

МН («Roquette», Франция), палевый декстрин, ПД («Декстринзавод», РФ), сухие пекарские 

дрожжи от «Саф-Момент» (Франция), кукурузный экстракт твердый от «Sigma-Aldrich» 

(США), дрожжевой экстракт от «Helicon» (РФ), солодовый экстракт от «Fluka» (США), 

хлопковая мука от «Pharmamedia» (США), пептон от «Difco» (США), триптон от «Диа-М» 

(РФ), агар-агар от «Panreac» (США), L-рамноза от «Sigma-Aldrich» (США), α-аспарагин от 

«Диа-М» (РФ), моногидрохлорид L-лизина от «Panreac» (США), лизоцим от «Sigma-Aldrich» 

(США), протеиназа К, РНКаза, Taq-полимераза от «Силекс» (РФ), dNTP от «Fermentas» 

(Литва), α-амилаза Aspergillus oryzae от «Serva» (Германия), сорбенты XAD-4, XAD-7НР, 

XAD-16 от «Sigma-Aldrich» (США), сорбенты SP-207 и HP2MG от «Mitsubishi chemical cor-

poration» (Япония), сорбенты HP-20, HP-21, Диасорб-100-Диол, Диасфер-АК-СП-100, Диа-

сорб-60-СП, Диасорб-100-Сульфо были предоставлены ЗАО «БиоХимМак СТ» (РФ), силика-

гель от «Merck» (Германия), Relisorb SP400/SS от «Resindion» (Италия), Dowex 50WX8 от 

«Dow» (США), стандартный препарат такролимуса для ВЭЖХ от «Zhejiang Hisun 

Pharmaceutical Co. Ltd.» (Китай). Остальные реактивы марок «чда» и «хч» были отечествен-

ного производства. 

 

3.2 Микроорганизмы, использованные в работе 

 

Штаммы актинобактерий Streptomyces sp. ВКМ Ас-2618Д, Streptomyces sp. Т60 и 

Streptomyces tacrolimicus АТСС 55098Т были предоставлены ООО «Фарминс» (г. Пущино, 

РФ), штаммы грибов Aspergillus ochraceus ВКМ F-830, Curvularia lunata ВКМ F-644 и 

Gongronella butleri ВКМ F-1033 – получены из Всероссийской коллекции микроорганизмов 

(ВКМ ИБФМ РАН). 
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3.3 Среды и условия культивирования 

 

А) Культивирование в колбах 

Штаммы стрептомицетов поддерживали на среде I (МДА) следующего состава (г/л): 

крахмал растворимый – 10, дрожжевой экстракт – 4, солодовый экстракт – 10, агар – 20 (рН 

6,8-7,0). 

Культуры грибов поддерживали на 3% солодовом агаре. 

 Биомассу штаммов стрептомицетов в экспоненциальной фазе роста для хемотаксоно-

мических и молекулярно-генетических исследований выращивали в среде II, содержащей 

(г/л): крахмал растворимый – 20, глюкоза – 20, пептон – 18 (рН 7,0). В колбы объемом 750 

мл, содержащие по 50 мл питательной среды, переносили 2-3 колонии с чашки Петри со сре-

дой I и культивировали в аэробных условиях на шейкере-инкубаторе Multitron Standard 

(«Infors HT», Швейцария) при 220 об/мин и 25°С в течение 48 ч. Выросшей культурой (10% 

об.) инокулировали свежую питательную среду II и культивировали в тех же условиях в те-

чение 24 ч. 

Биомассу грибов получали в среде III следующего состава (г/л): крахмал раствори-

мый – 45, дрожжевой экстракт – 3, кукурузный экстракт – 10, CaCO3 – 3, MgSO4×7H2O – 0,5, 

FeSO4 – 0,05 (рН 6,5-6,8). Суспензию спор с поверхности скошенного агара в 3-5 мл стериль-

ной дистиллированной воды переносили в колбы объемом 750 мл, содержащие по 50 мл ука-

занной среды, и инкубировали в аэробных условиях на шейкере-инкубаторе при 220 об/мин 

и 28°C в течение 48 ч. 

Посевную культуру (инокулят) для биосинтеза такролимуса штаммами стрептомице-

тов получали в среде IV, содержащей (г/л): глюкоза – 1, крахмал растворимый – 10, дрожже-

вой экстракт – 5, хлопковая мука – 7, триптон – 2, MgSO4×7H2O – 0,05 (рН 7,0). Инокулят 

выращивали в две стадии. В колбы объемом 750 мл, содержащих по 50 мл питательной сре-

ды, переносили 2-3 колонии с чашки Петри со средой I и культивировали в аэробных усло-

виях на шейкере-инкубаторе при 200-220 об/мин и 24-30°С в течение 48 ч (инокулят I). По-

лученной культурой (10% об.) инокулировали свежую среду IV, культивировали в тех же 

условиях в течение 24 ч (инокулят II). 

Биосинтез такролимуса осуществляли в среде V следующего состава (г/л): крахмал 

растворимый – 45, кукурузный экстракт – 10, сухие пекарские дрожжи – 10, СаСО3 – 3, (рН 

6,8-7,0). В колбы объемом 750 мл, содержащие 50-300 мл питательной среды, вносили ино-

кулят II (10% об.) и культивировали на шейкере-инкубаторе при 200-220 об/мин и 24-30°С в 

течение 7-15 суток. В процессе культивирования рН среды поддерживали в интервале от 6,5 

до 8,0 титрованием 10%-м раствором КОН или 10%-м раствором H2SO4. 
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В ряде экспериментов по биосинтезу такролимуса использовали среду VI следующего 

состава (г/л): крахмал растворимый – 75, кукурузный экстракт – 15, сухие пекарские дрожжи 

– 15, MnSO4 – 0,05, CaCO3 – 3 (рН 6,8-7,0). После автоклавирования в среду добавляли сте-

рильный 25%-й раствор глюкозы до конечной концентрации 5 г/л. Инокулят выращивали в 

одну стадию. В колбы объемом 750 мл, содержащие по 250 мл среды, вносили криогенную 

культуру (5% об.) и культивировали в аэробных условиях на шейкере-инкубаторе при 220 

об/мин и 25°С в течение 48 ч. Полученной культурой (10% об.) инокулировали 50 мл свежей 

среды VI, в которую дополнительно вносили стерильные 25%-й раствор глюкозы и 50%-й 

раствор рамнозы (в некоторых экспериментах) до конечной концентрация 5 и 20 г/л, соот-

ветственно, и 40 г/л стерильного сорбента XAD-7 НР или SP-207; на 3-и сутки биосинтеза 

добавляли стерильный 25%-й раствор моногидрохлорида L-лизина до конечной концентра-

ции 5 г/л. Культивирование осуществляли на шейкере-инкубаторе при 200-220 об/мин и 25°С 

в течение 10 суток. В ходе ферментации вели подпитку стерильным 9%-м раствором крахма-

ла или декстрина (концентрация одной добавки – 5,4 г/л) с 4-х по 7-е сутки или со 2-х по 7-е 

сутки культивирования. В процессе биосинтеза рН среды поддерживали в интервале от 6,8 

до 7,2 титрованием 10%-м раствором КОН или 10%-м раствором H2SO4. 

Оценку роста культуры стрептомицета на крахмалах и декстринах проводили в среде 

VII, содержащей (г/л): крахмал/декстрин – 20, пептон – 12, дрожжевой экстракт – 12, кис-

лотный гидролизат казеина – 1,5, MgSO4×7H2O – 0,25, K2HPO4 – 1 (рН 6,8-7,0). Культуру с 

чашки Петри (2-3 колонии) переносили в колбы объемом 750 мл, содержащие по 50 мл ука-

занной среды, и инкубировали в аэробных условиях при 220 об/мин и 25°C в течение 48 ч. 

Оценку роста культуры стрептомицета в присутствии пекарских дрожжей проводили 

в среде VIII следующего состава (г/л): крахмал – 75, кукурузный экстракт – 10, сухие пекар-

ские дрожжи – 0, 5, 10, 15, 20 и 25, MnSO4 – 0,05 (pH 7,0). Культивирование осуществляли, 

как описано выше. 

Среды, использованные в работе, представлены в таблице 3. 

 

Таблица 3 – Среды, использованные в экспериментах 

Компонент 
Содержание в среде, г/л 

I II III IV V VI VII* VIII** 

Крахмал растворимый 10 20 45 10 45 75 20 75 

Глюкоза - 20 - 1 - - - - 

Дрожжевой экстракт 4 - 3 5 - - 12 - 

Солодовый экстракт 10 - - - - - - - 

Кукурузный экстракт - - 10 - 10 15 - 10 
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Хлопковая мука - - - 7 - - - - 

Сухие пекарские дрожжи - - - - 10 15 - 0-25 

Пептон - 18 - - - - 12 - 

Триптон - - - 2 - - - - 

Гидролизат казеина - - - - - - 1,5 - 

CaCO3 - - 3 - 3 3 - - 

MgSO4×7H2O - - 0,5 0,05 - - 0,25 - 

FeSO4 - - 0,05 - - - - - 

MnSO4 - - - - - 0,05 - 0,05 

K2HPO4 - - - - - - 1 - 

Агар 20 - - - - - - - 

рН 6,8-7,0 7,0 6,5-6,8 7,0 6,8-7,0 6,8-7,0 6,8-7,0 6,8-7,0 

* в некоторых экспериментах вместо крахмала использовали декстрин; 

** концентрацию пекарских дрожжей варьировали от 5 до 25 г/л с шагом 5 г/л. 

 

Б) Культивирование в ферментерах 

 Биосинтез такролимуса культурой штамма S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д проводили в 

10 л ферментерах АНКУМ-2М с коэффициентом заполнения 0,5 л в условиях периодическо-

го культивирования с подпиткой (температура 25°С, скорость перемешивания 300-1000 

об/мин, концентрация растворенного кислорода (рО2) 30-60%, рН 6,5-7,5, время культивиро-

вания 10 суток). Инокулят, полученный на среде VI, как описано выше, вносили в количе-

стве 5% об. Для биосинтеза такролимуса использовали среду VI с добавками (растворы глю-

козы, рамнозы – в некоторых экспериментах, моногидрохлорида L-лизина, крахма-

ла/декстрина, сорбент); дополнительно в среду (до стерилизации) вносили 0,4 мл/л пеногаси-

теля «Лапрол». 

 

3.4 Оптимизация условий биосинтеза такролимуса 

 

 В экспериментах по оптимизации условий процесса биосинтеза такролимуса оценива-

ли влияние источников углерода и азота, ионов металлов, сорбентов, рН среды, температуры 

и аэрации. 

 В опытах по влиянию источников углерода на биосинтез использовали крахмал, глю-

козу, мальтозу, лактозу, сахарозу, глицерин и инозит в концентрации 5-90 г/л. Дополнитель-

но в среде с крахмалом изучали влияние глюкозы, ксилозы, арабинозы, фруктозы, L-

рамнозы, маннозы, мальтозы, сахарозы, инозита, которые добавляли в питательную среду 

вместе инокулятом или на 3-и сутки биосинтеза в концентрации 5-20 г/л. 
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 В экспериментах по влиянию источников азота на биосинтез использовали кукуруз-

ный и дрожжевой экстракты, кислотный и ферментативный гидролизаты казеина, сухие пе-

карские дрожжи, соевую и хлопковую муку, соевый пептон в концентрации 5-20 г/л. Допол-

нительно в среде с кукурузным экстрактом исследовали влияние (NH4)2SO4, NH4Cl, KNO3, 

NH4NO3, которые вносили одновременно с посевной культурой или на 3-и сутки биосинтеза 

в концентрации 2-4 г/л. 

Изучали влияние аминокислот L-метионина и L-лизина в концентрациях 0,01-5,0 г/л. 

Аминокислоты добавляли в среду одновременно с инокулятом или на 3-и сутки культивиро-

вания. 

В исследованиях по влиянию ионов металлов на биосинтез такролимуса использовали 

MgSO4 (0,1-1,0 г/л), MnSO4 (0,05-0,2 г/л), ZnSO4 (0,01-0,04 г/л), FeSO4 (0,01-0,05 г/л), а также 

их комбинации. Соли металлов вносили в среду одновременно с инокулятом или на 3-и сут-

ки культивирования. 

В исследованиях по предотвращению деградации такролимуса продуцентом исполь-

зовали сверхсшитые макропористые сорбенты ХАD-4, ХАD-7 НР и ХАD-16, SP-207, HP-20, 

HP-21 и HP2MG в концентрации 20, 40 и 60 г/л. Сорбенты вносили в среду одновременно c 

инокулятом или через 2-3-е суток биосинтеза. 

Влияние температуры на биосинтез такролимуса исследовали в диапазоне от 20 до 

36°С. 

Влияние рН на биосинтез изучали в интервале рН от 5,5 до 9,0. 

Влияние аэрации на биосинтез такролимуса исследовали варьированием соотношения 

объема среды к объему колбы – 1:15 (коэффициент заполнения 6,7%), 1:7,5 (13,3%), 1:3,75 

(26,5%) и 1:2,5 (40%). 

 

3.5 Определение биомассы 

 

А) Рост культуры на крахмалах и декстринах 

Биомассу культуры стрептомицета оценивали по сухому весу. Оценку роста проводи-

ли в модифицированной среде VI (40 г/л крахмала или декстрина, без сорбента) и в среде 

VII (п. 3.3). 

При изучении роста культуры на модифицированной среде VI (в динамике биосинте-

за такролимуса) образцы 2 мл отбирали ежесуточно в течение 10 суток. Добавляли α-амилазу 

A. oryzae (с целью удаления неутилизированного крахмала) до конечной концентрации 0,5 

г/л и выдерживали при 40°С в течение 2 ч. Затем биомассу осаждали центрифугированием 

при 13000 x g в течение 2 мин, дважды промывали дистиллированной водой и высушивали 
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при 80°С в течение 48 ч. При измерении биомассы учитывали разведение в колбах, возника-

ющее вследствие внесения добавок растворов крахмалов или декстринов. 

При изучении роста культуры на среде VII образцы культуральной жидкости (содер-

жимое всей колбы) отбирали через 0, 12, 24, 36 и 48 ч роста. Добавляли α-амилазу A. oryzae 

до конечной концентрации 0,5 г/л и инкубировали при 40°С в течение 2 ч. Затем биомассу 

осаждали центрифугированием при 4000 x g, дважды отмывали дистиллированной водой и 

высушивали при 80°C в течение 48 ч. 

 

Б) Рост культуры в присутствии пекарских дрожжей 

Биомассу культуры стрептомицета оценивали по сухому весу. Оценку роста проводи-

ли в среде VIII (п. 3.3). Образцы культуральной жидкости (содержимое всей колбы) отбира-

ли через 0, 12, 24, 36 и 48 ч роста. Биомассу осаждали центрифугированием при 4000 x g, 

дважды отмывали дистиллированной водой и высушивали при 80°C в течение 48 ч. Измеря-

ли общий вес осадка, содержащего как биомассу пекарских дрожжей, так и бактериальную 

биомассу. 

 

В) Рост на твердых средах 

 Рост культуры на агаризованных средах оценивали по количеству колониеобразую-

щих единиц (КОЕ). Для получения изолированных колоний готовили ряд последовательных 

разведений в стерильной водопроводной воде, используя шаг разведения 10-1. В пробирки, 

содержащие 9 мл воды, стерильной пипеткой вносили 1 мл исследуемого материала, содер-

жимое тщательно перемешивали. Стерильной пипеткой наносили 0,2 мл соответствующего 

разведения и растирали шпателем по поверхности агара. Чашки выдерживали при 30°С, под-

счет КОЕ осуществляли на 2-3 сутки роста. Количество клеток рассчитывали по формуле: 

М =
а × 10𝑛

𝑉
 

где М – количество клеток в 1 мл, а – среднее количество колоний при высеве из данного 

разведения, V – объем суспензии в мл, взятой для посева, n – порядковый номер разведения. 

 

3.6 Изучение морфофизиологических и биохимических особенностей штаммов 

 

Морфологию колоний штаммов стрептомицетов описывали согласно стандартному 

протоколу ISP (International Streptomyces Project; Shirling & Gottlieb, 1966), на средах ISP-1 

(агар с триптоном и дрожжевым экстрактом), ISP-2 (агар с дрожжевым экстрактом и солодо-

вым экстрактом), ISP-3 (овсяной агар), ISP-4 (агар с неорганическими солями и крахмалом), 
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ISP-5 (глицерин-аспарагиновый агар). Культуры инкубировали на чашках Петри в аэробных 

условиях при 30°С в течение 14 суток. Окраску колоний и растворимых пигментов оценива-

ли по шкале RAL K5 Classic gGmbH (Германия). Тип споровой цепи и орнамент споровой 

поверхности исследовали с помощью сканирующего электронного микроскопа JSM-6510LV 

(«JEOL», Япония) в препаратах культур, выращенных на среде ISP-2. 

Влияние температуры на рост штаммов стрептомицетов исследовали в диапазоне от 5 

до 38°C на среде ISP-2. Устойчивость к солям изучали на среде ISP-2 с 0, 1, 2, 4, 7, 10 и 15 г/л 

NaCl при оптимальной температуре. 

 Способность штаммов стрептомицетов утилизировать различные субстраты в каче-

стве единственного источника углерода определяли с помощью набора тестов API 50 СН со-

гласно рекомендациям производителя. 

 Для определения энзиматической активности штаммов стрептомицетов использовали 

набор ферментативных экспресс-тестов API ZYM и руководствовались инструкциями произ-

водителя. 

 

3.7 Определение основных хемотаксономических признаков 

 

 Для выделения клеточных стенок использовали метод Schleifer и Kandler (1972). 

Клетки стрептомицетов разрушали; осадок, полученный при центрифугировании (30 мин, 

4000 об/мин), промывали дистиллированной водой и обрабатывали трипсином в фосфатном 

буфере при 37С в течение 17 ч, затем смесь переносили в пробирки с равным объемом 3% 

додецилсульфата натрия (SDS) и прогревали на водяной бане в течение 5 мин при кипении. 

Осадок отмывали водой и переносили в ампулы с равным объемом 4 н HCl. Ампулы запаи-

вали и гидролизовали при 105С в течение 18 ч. Гидролизат отфильтровывали и доводили до 

pH 6,0. 

 Определение аминокислотного состава полученных препаратов пептидогликанов про-

водили на аминокислотном анализаторе фирмы «Hitachi» (Япония). 

 Выделение и очистку изопреноидных хинонов проводили по методике Collins и Jones 

(1981). Для полуколичественного определения менахинонов проводили экстракцию 1 г лио-

филизированной биомассы смесью хлороформа и метанола (2:1, об./об.) в течение 2 ч. Био-

массу отфильтровывали и хлороформенно-метанольный экстракт упаривали при понижен-

ном давлении на роторном испарителе, перерастворяли в ацетоне и проводили ТСХ на пла-

стинках Kieselgel 60 («Merk», Германия). После разделения в системе гексан : диэтиловый 

эфир (85:15, об./об.) менахиноны с участков пластинок ТСХ экстрагировали хлороформом. 
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Вид менахинонов исследуемых штаммов устанавливали в сравнении с эталонными смесями 

менахинонов. Состав менахинонов определяли на масс-спектрометре МАТ 8430 (Германия). 

 Состав жирных кислот определяли по методу Evtushenko et al. (1989). Для этого полу-

чали метиловые эфиры жирных кислот обработкой 30 мг лиофилизированной биомассы сме-

сью ацетилхлорид : метанол (1:5, 200 мкл) при 85С с упариванием метилирующих реагентов 

и экстракцией метиловых эфиров гексаном (Евтушенко и Зеленкова, 1989). Метиловые эфи-

ры жирных кислот анализировали на газовом хроматографе Perkin-Elmer F-17 (Германия). 

Идентификацию вели на основании сравнения со стандартами. 

 

3.8 Электронная микроскопия 

 

 Клетки штаммов стрептомицетов фиксировали в 1,5%-ом растворе глутарового альде-

гида в 0,05М какодилатном буфере (рН 7,2) при 4°С в течение 1 ч. Затем трижды промывали 

вышеуказанным буфером и дополнительно фиксировали в 1%-ом растворе OsO4 в 0,05М ка-

кодилатном буфере (рН 7,2) при 20°С в течение 3 ч. Клетки дегидратировали в ряду возрас-

тающих концентраций спиртов (от 50% до 100%, в течение 20 мин на каждом этапе), затем 

дополнительно пропитывали в трет-бутиловом спирте в двух сменах по 20 мин при 26°С. 

Далее образцы замораживали в трет-бутиловом спирте и проводили процедуру заморажива-

ния-высушивания в установке JFD-320 (JEOL», Япония), в соответствии с рекомендациями 

производителя. На поверхность высушенных образцов наносили золото в напылительной 

установке JFC 1100 (JEOL», Япония). Электронно-микроскопический анализ проводили на 

сканирующем электронном микроскопе JSM-6510LV (JEOL», Япония). 

 

3.9 Молекулярно-генетические методы 

 

Для генетических исследований культуры стрептомицетов выращивали в среде II, как 

описано в п. 3.3. Биомассу дважды отмывали стерильным физиологическим раствором и 

осаждали центрифугированием при 15000 x g и температуре 2°С в течение 45 мин. 

 

3.9.1 Выделение и очистка ДНК 

 

Выделение и очистку хромосомной ДНК штаммов стрептомицетов осуществляли мо-

дифицированным методом Marmur (1961). Сырую биомассу (1 г) ресуспендировали в 9 мл 

ТЕ-буфера (10 мМ Трис-НCl рН 8,0; 1 мМ ЭДТА). Добавляли лизоцим до конечной концен-

трации 1 мг/мл, тщательно перемешивали и инкубировали на роторной качалке при 37°С в 
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течение 60 мин. Затем добавляли протеиназу К до конечной концентрации 2 мг/мл и инкуби-

ровали при 37°С в течение 30 мин. К суспензии добавляли 20%-й раствор SDS до конечной 

концентрации 1-2% и инкубировали 60 мин при 37°С. Затем лизат инкубировали 20 мин при 

65°С, проводили 3 цикла замораживания при -40°С и оттаивания при 65°С. К раствору до-

бавляли 5М NaCl и 10%-й цетилтриметиламмонийбромида (ЦТАБ) в 0,7М NaCl до конечной 

концентрации 1М и 1%, соответственно. Лизат выдерживали 20 мин при 65°С. Добавляли 

равный объем смеси хлороформа и изоамилового спирта (24:1, об./об.), тщательно переме-

шивали и центрифугировали при 13000 x g в течение 5-6 мин. Верхнюю фазу, содержащую 

нуклеиновые кислоты, переносили в чистую пробирку, добавляли равный объем смеси фе-

нола и хлороформа (1:1, об./об.), перемешивали и центрифугировали 5-6 мин при 13000 x g. 

Верхнюю водную фазу переносили в новую пробирку, экстрагировали равным объемом хло-

роформа и центрифугировали при 13000 x g в течение 5-6 мин. Обработку хлороформом 

проводили 5-7 раз, пока верхняя фаза не становилась прозрачной, и на границе водной и ор-

ганической фазы не образовывался слой денатурированных белков. 

Нуклеиновые кислоты из отобранной верхней фазы осаждали добавлением 3 объемов 

охлажденного до -20°С 70%-го этанола, тщательно перемешивали и центрифугировали 5-6 

минут при 13000 об/мин. Осадок ДНК промывали последовательно 80%-м и 96%-м раство-

рами этанола (при осаждении 96%-м этанолом к смеси добавляли 3М ацетат натрия в соот-

ношении 1:10 и охлаждали 60 мин при -20°С), центрифугировали и подсушивали на воздухе. 

Нуклеиновые кислоты растворяли в ТЕ-буфере. Добавляли раствор РНК-азы до конечной 

концентрации 50 мкг/мл и инкубировали 60 мин при 37°С. Повторяли экстракцию смесью 

фенола и хлороформа (1:1, об./об.) и хлороформа, обработку хлороформом проводили 3-4 

раза. ДНК из раствора осаждали охлажденным до -20°С этанолом или изопропанолом, как 

описано выше. Концентрацию ДНК определяли на спектрофотометре «Shimadzu UV-160» 

(Япония) при 260 нм ДНК хранили при -20 или -70°С. 

 

3.9.2 Амплификация генов 16S рРНК 

 

Амплификацию генов 16S рРНК проводили на амплификаторе «Терцик» («ДНК-

технология», РФ). Реакционная смесь (25 мкл) содержала: 10 нг ДНК-матрицы, по 50 мкM 

каждого дезоксинуклеозидтрифосфата («Fermentas», Литва), по 0,1-0,25 мкM каждого прай-

мера («Евроген/Синтол», РФ) (таблица 4), 1,5 мM MgCl2, Taq-полимеразу, 1×буфер («Си-

лекс», РФ). 
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Режим ПЦР: начальная денатурации ДНК – 94oС, 3 мин, последующие 27 циклов – 

94°С, 30 с; отжиг праймеров – 55°С, 20 с; элонгация ДНК – 72°С, 2 мин. Завершали ампли-

фикацию дополнительным синтезом ДНК при 72°С в течение 4 мин (Edwards et al., 1989). 

 

Таблица 4 – Праймеры, использованные в работе 

Праймер Применение Последовательность Ссылка 

27f 16S рРНК бактерий AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG Lane, 1991 

1492r 16S рРНК бактерий ACGG(С/Т)TACCTTGTTACGACTT Lane, 1991 

 

3.9.3 Электрофорез в агарозном геле 

 

Анализ фрагментов гена 16S рРНК был проведен в 1%-м агарозном геле в горизон-

тальных блоках при напряженности электрического поля не более 5 В/см. После электрофо-

ретического разделения ДНК окрашивали бромистым этидием и визуализировали в прохо-

дящем УФ-свете. 

 

3.9.4 Секвенирование 

 

А) Последовательность гена 16S рРНК 

Секвенирование нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК проводили с по-

мощью набора реактивов ABI PRISM® BigDyeTM Terminator v.3.1 согласно рекомендациям 

производителя. Анализ продуктов реакции осуществляли на автоматическом секвенаторе 

ДНК ABI PRISM 3730. 

 

Б) Последовательность геномной ДНК 

Фрагментацию геномной ДНК проводили ультразвуком с помощью Covaris S220. 

Библиотеку из фрагментов ДНК длиной 300-400 п.н. получали с помощью набора NEBNext 

Ultra II DNA Library Prep Kit для Illumina. Секвенирование библиотеки проводили на Illumina 

HiSeq 2500 с использованием HiSeq Rapid PE Cluster Kit v2 и HiSeq Rapid SBS Kit v2 (500 

циклов). Качество полученных прочтений оценивали с помощью FastQC 0.11.8 (Andrews, 

2010). 
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3.9.5 Сборка генома 

 

Обработку чтений, сборку и анализ генома проводили следующим образом. Удаление 

фрагментов адаптеров из исходных ридов, а также фильтрацию ридов, содержащих последо-

вательности артефактов и PhiX проводили с использованием BBDuk 38.35. Далее проводили 

очистку прочтений от возможной контаминации человеческой ДНК. Для этого риды карти-

ровали с помощью BBMap 38.35 на геном человека и отбрасывали, если их идентичность с 

геномом человека превышала 95%. Затем проводили удаление фрагментов ридов низкого 

качества с использованием BBDuk 38.35. Сборку очищенных прочтений осуществляли с по-

мощью SPAdes v3.13.0 (Bankevich et al., 2012), полученные контиги отбрасывали, если их 

длина составляла <200 п.н. Аннотацию генома выполняли с помощью сервиса NCBI Prokary-

otic Genomes Automatic Annotation Pipeline (PGAAP). 

 

3.9.6 ДНК-ДНК гибридизация 

 

А) ДНК-ДНК гибридизация in vitro 

ДНК диализовали против 1000-кратно превосходящего объема 0,1×SSC буфера 

(0,15М NaCl; 0,015М Na3C6H5O7×5,5H2O, pH 7,0) при 4°С в течение суток при медленном пе-

ремешивании на магнитной мешалке и разрушали на ультразвуковом дезинтеграторе MSE на 

льду до получения фрагментов длиной 500-700 п.н. Реакцию гибридизации проводили в со-

ответствии с протоколом Rossello-Mora et al. (2011). 

 

Б) ДНК-ДНК гибридизация in silico 

Среднюю нуклеотидную идентичность, основанную на значениях BLAST (ANIb), и 

цифровую ДНК-ДНК гибридизацию (dDDH) рассчитывали, используя программу JSpecies 

1.2.1 (Richter & Rossello-Mora, 2009) и сервис GGDC 2.1 (Meier-Kolthoff et al., 2013), соответ-

ственно. 

 

3.9.7 Определение и расчет содержания Г+Ц пар в ДНК 

 

Содержание Г+Ц пар в ДНК определяли по температуре плавления ДНК (Mesbah et 

al., 2011; Owen et al., 1985). ДНК диализовали, как описано в п. 3.9.6. Температуру плавления 

ДНК определяли на спектрофотометре DU800 фирмы «Beckman Coulter» в термостатируе-

мой ячейке при температурах от 78 до 100°С со скоростью нагрева 0,5°С в мин. Измерения 

проводили в трех повторностях. В качестве контроля использовали ДНК штамма 
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Streptomyces tsukubensis с известным составом Г+Ц, равным 72,4% (Muramatsu & Nagai, 

2013). 

 

3.9.8 Филогенетический анализ 

 

Для поиска в базе данных GenBank нуклеотидных последовательностей генов 16S 

рРНК использовали программу BLAST NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). После-

довательности выравнивали в программе CLUSTAL X. Построение филогенетического древа 

производили с помощью пакета программ MEGA 4 (Tamura et al., 2007) с использованием 

метода «neibour-joining» (Saitou & Nei, 1987). Статистическую достоверность оценивали с 

помощью «bootstrap»-анализа (Felsenshtein,1985) 100 альтернативных деревьев. Сравнитель-

ный анализ полученных последовательностей проводили с использованием программы Vec-

tor NTI 11.0. 

 

3.10 Определение состава крахмалов и декстринов 

 

Предварительную качественную оценку полисахаридов в заводских крахмалах и 

декстринах оценивали с помощью йодной пробы согласно ГОСТ 10163-76. 

Количественное определение содержания амилозы в крахмалах осуществляли по ме-

тоду Закировой с соавт. (2010), основанному на образовании нерастворимых клатратных 

комплексов амилозы с бутанолом. Осадки высушивали до постоянного веса при 45°С. Долю 

амилозы в составе крахмалов рассчитывали как отношение сухого веса бутанолового ком-

плекса к весу исходно внесенного крахмала. 

Качественное и количественное определение содержания других полисахаридов про-

водили по методике, описанной Рихтером с соавт. (1975), основанной на осаждении сахаров 

различной молекулярной массы этиловым спиртом. К аликвотам 2%-х растворов крахмалов 

(2 мл) добавляли 10-кратный объем 40, 70 и 96%-го этанола (осаждение амило-, эритро- и 

ахродекстринов, соответственно). Образцы перемешивали, инкубировали в течение 24 ч при 

комнатной температуре, центрифугировали и высушивали до постоянного веса при 45°С. 

Поскольку растворимость полисахаридов возрастала в смесях, содержащих моно-, ди- и оли-

гомеры глюкозы, проводили повторную экстракцию 96%-м этанолом полисахаридов из су-

пернатантов, оставшихся после осаждения 40 и 70%-м этанолом. Содержание каждой из 

фракций сахаров оценивали по сухому весу. 

Определение редуцирующих веществ (РВ) проводили в 1,5%-х растворах крахмалов и 

декстринов по методу Gusakov et al. (2011). Оптическую плотность измеряли на 2-лучевом 



53 
 

спектрофотометре «Shimadzu» (Япония) при 610 нм. Концентрацию редуцирующих сахаров 

определяли по калибровочному графику, построенному для глюкозы. 

Для определения содержания связанной глюкозы проводили гидролиз проб культу-

ральной жидкости 3М трифторуксусной кислотой при температуре 100°С в течение 3 ч. Ко-

личественное определение связанной глюкозы осуществляли по методу Sinner & Puls (1978), 

основанному на восстановлении углеводами и их производными, содержащими свободные 

гидроксильные группы, ионов двухвалентных металлов до одновалентных, которые реаги-

руют с 4,4’-2,2’-дикарбоксибихинолином с образованием комплекса фиолетового окрашива-

ния. Концентрацию сахаров определяли на анализаторе углеводов («Биотроник, Германия») 

при 570 нм. 

 

3.11 Изучение влияния состава крахмалов и декстринов 

 

Для изучения влияния состава крахмалов и декстринов на биосинтез такролимуса ис-

пользовали модифицированную среду VI (40 г/л крахмала или декстрина). Посевную куль-

туру получали, как описано в п. 3.3. Биосинтез такролимуса проводили, как указано в п. 3.3, 

в периодическом режиме: с подпиткой или без подпитки. При периодическом режиме с под-

питкой в ферментационную среду вносили стерильный 5%-й раствор крахмала или декстри-

на (концентрация одной добавки – 6 г/л) с 4-х по 7-е сутки или со 2-х по 7-е сутки культиви-

рования. 

 

3.12 Фракционирование клеток пекарских дрожжей 

 

Сухие пекарские дрожжи (200 г) растворяли в 400 мл стерильного физиологического 

раствора и выдерживали при 4°С в течение 24 ч. Полученную пасту замораживали при -70°С 

и разрушали на френч-прессе и получали гомогенат. Часть гомогената добавляли в среду V 

вместо сухих пекарских дрожжей в эквивалентной концентрации с учетом разведения – 30 

г/л. Оставшуюся часть гомогената разбавляли в 8 раз стерильным физиологическим раство-

ром и центрифугировали при 800 х g и температуре 4°С в течение 15 мин. Осадок и суперна-

тант добавляли в среду V вместо сухих пекарских дрожжей в концентрациях, эквивалентных 

их содержанию в клетках дрожжей с учетом разведения, составивших 21 г/л и 243 мл/л, со-

ответственно. Биосинтез такролимуса проводили, как описано в п. 3.3. 
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3.13 Изучение влияния пекарских дрожжей и компонентов их клеток 

 

В исследованиях по влиянию пекарских дрожжей на биосинтез такролимуса исполь-

зовали среду V с концентрацией пекарских дрожжей 0, 5, 10, 15 и 20 г/л (п. 3.3). 

Влияние эргостерина изучали в среде V, содержащую и не содержащую пекарские 

дрожжи, с концентрацией эргостерина 0, 2 и 4 г/л (в соответствии его физиологическим со-

держанием в плазматической мембране дрожжей, составляющим в среднем 1,6 г/л). Биосин-

тез такролимуса проводили, как описано в п. 3.3. 

 

3.14 Изучение влияния низших грибов 

 

Биомассу грибов выращивали в среде III, как описано в п. 3.3. Мицелий дважды от-

мывали стерильной дистиллированной водой, отжимали и высушивали до постоянного веса 

при 65°С. Измельченный мицелий в концентрации 15 г/л добавляли в среду VI с добавками, 

указанными в п. 3.3. Биосинтез такролимуса проводили, как описано в п. 3.3. 

 

3.15 Выделение и очистка такролимуса 

3.15.1 Выделение такролимуса 

 

Для отмывки сорбента от остатков среды биосинтеза и мицелия культуральную жид-

кость порциями по ~500 мл помещали в стакан объемом 3 л, добавляли 2-2,5 л воды и интен-

сивно перемешивали. Взвесь мицелия из верхних слоев культуральной жидкости удаляли 

вакуумным насосом. Операцию повторяли до полного удаления мицелия и получали промы-

тый сорбент. 

Элюирование такролимуса с сорбента проводили водно-ацетоновой смесью. Для это-

го сорбент помещали на фильтр Шотта, промывали 500 мл смеси вода/ацетон (45:55, % об.) и 

элюировали целевое вещество 500 мл смеси вода/ацетон (25:75, % об.). Процедуру элюции 

целевого вещества повторяли до полной экстракции такролимуса с сорбента. Фракции, со-

держащие такролимус, объединяли и упаривали на роторном испарителе до маслообразного 

состояния. К маслянистой субстанции добавляли толуол в соотношении 1:10 по объему для 

экстракции целевого компонента и получившуюся двухфазную смесь разделяли на дели-

тельной воронке. Данную операцию повторяли 3 раза. Верхние слои, содержавшие раствор 

такролимуса в толуоле, объединяли. Количество такролимуса определяли методом ВЭЖХ (п. 

3.16Б). 
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3.15.2 Предварительная очистка такролимуса 

 

Предварительную очистку осуществляли на силикагеле, модифицированном диоль-

ными группами, Диасорб-100-Диол или метакрилатном сорбенте HP2MG. Для этого сорбент 

упаковывали в колонку (120×14 мм, объем 18,5 мл) и уравновешивали изооктаном. Такроли-

мус элюировали ступенчатым градиентом ацетона (от 10 до 30 % об.) в изооктане. Фракции, 

содержащие целевое вещество, объединяли и упаривали под вакуумом. Количество такроли-

муса во фракциях определяли методом ВЭЖХ (п. 3.16Б). 

 

3.15.3 Финишная очистка такролимуса 

 

Конечную очистку такролимуса проводили с использованием сульфокатионитов, со-

держащих ионы серебра. Использовали пять различных катионообменных смол, модифици-

рованных серебром: Relisorb SP400/SS, Dowex 50WX8, Диасфер-АК-СП-100, Диасорб-60-СП 

и Диасорб-100-Сульфо. Сульфокатиониты загружали в колонку (140×14 мм, объем 21,5 мл), 

промывали 3 объемами дистиллированной воды, затем дополнительно последовательно про-

мывали 2 объемами 1М раствора нитрата серебра и 3 объемами дистиллированной водой для 

удаления не связавшихся ионов серебра и 3 объемами ацетона для удаления из сорбентов во-

ды. Смесь такролимуса и его близкородственных аналогов, полученную на стадии предвари-

тельной очистки, растворяли в подвижной фазе до достижения концентрации такролимуса 10 

мг/мл в случае использования сорбентов Диасфер-АК-СП-100 и Dowex 50 WX8, 30 мг/мл 

при использовании сорбента Relisorb SP 400/SS, а также 100 мг/мл – сорбентов Диасорб-60-

СП и Диасорб-100-Сульфо. 

В качестве подвижных фаз для разделения такролимуса на серебросодержащих сор-

бентах использовали следующие смеси: изооктан/ацетон, метанол/этилацетат, аце-

тон/ацетонитрил. Скорость потока составляла 0,1-2 мл/мин. Качественный и количественный 

состав полученных фракций определяли методом ВЭЖХ (п. 3.16Б). 

 

3.15.4 Кристаллизация такролимуса 

 

Фракции, содержащие такролимус, объединяли, определяли содержание макролида и 

упаривали на роторном испарителе досуха. К полученной маслянистой субстанции добавля-

ли ацетонитрил из расчета 10 мл ацетонитрила на 1 мг такролимуса. Затем при перемешива-

нии медленно добавляли дистиллированную воду в количестве, в 1,7 раза превышающем ко-
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личество ацетонитрила. Раствор оставляли на 12-14 ч при 5°С для кристаллизации продукта. 

Образовавшиеся кристаллы отфильтровывали и взвешивали. 

 

3.16 Высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) 

 

А) Метод 1 

Пробы культуральной жидкости (50 мл) центрифугировали для отделения осадка, со-

держащего сорбент, при 15300 х g и температуре 4°С в течение 40 мин. Проводили двукрат-

ную экстракцию такролимуса с сорбента 96%-м этанолом (100 и 50 мл, соответственно) на 

роторной качалке при 180 об/мин, 30С в течение 30 мин с последующим центрифугирова-

нием при 15300 х g и 4С в течение 40 мин. Для анализа использовали объединенный эта-

нольный экстракт. 

Количественное определение такролимуса проводили с использованием хроматогра-

фической системы Agilent 1200 («Agilent Technology», Германия) с колонкой 

LiChrospher®100 RP-18 (5 мкм, 125 мм × 4 мм) («Merck», США) и с предколонкой Daltosil 

100, RP-18 (4 мкм, 4,6 мм × 76 мм) («Serva», Германия). Состав мобильной фазы: во-

да/ацетонитрил/метил-трет-бутиловый эфир/трифторуксусная кислота (58,3:34,4:7,3:0,01, 

об./об.); скорость потока 1,5 мл/мин; температура 60°C. Детекцию осуществляли при 200 нм. 

Расчет концентрации такролимуса проводили по калибровке с внешним стандартом на осно-

вании значений площадей пиков. 

 

Б) Метод 2 

Количественный ВЭЖХ-анализ такролимуса на стадии десорбции целевого вещества 

с сорбента после ферментации осуществляли на хроматографе Smartline («Knauer», Герма-

ния) с колонкой Диасфер С-18 (5 мкм, 4×250 мм) (ЗАО «БиоХимМак СТ», РФ). Условия 

хроматографии: состав мобильной фазы – ацетон/0,1% фосфорная кислота (60:40, % об.), 

скорость потока 1 мл/мин, температура колонки 25°С. Детекцию осуществляли при 220 нм. 

Качественный и количественный ВЭЖХ-анализ такролимуса на стадии предваритель-

ной и финишной очистки осуществляли на хроматографе Smartline («Knauer», Германия) с 

колонкой Диасфер-130-Нитрил (5 мкм, 4×250 мм) (ЗАО «БиоХимМак СТ», РФ). Условия 

хроматографии: состав мобильной фазы – изооктан/метил-трет-бутиловый эфир/ацетонитрил 

(6:3:1, об./об.), скорость потока 0,8 мл/мин, температура колонки 25°С. Детекцию осуществ-

ляли при 220 нм. 

Качественный состав продукта (включающий наличие таких примесей, как аскоми-

цин, дезметилтакролимус, С8-эпимер такролимуса и С8-пропил-аналог такролимуса) опре-
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деляли согласно методике, описанной в USP 37 - NF 32 (2013). Анализ проводили на хрома-

тографе PlatinBlue («Knauer», Германия) с колонкой BlueShell 80-C18 (4,5 мкм, 3×150 мм) 

(«Knauer», Германия). Условия хроматографии: изократическое элюирование А/Б = 68:32 % 

об., где А – 6 мМ фосфорная кислота/смесь ацетонитрил – метил-трет-бутиловый эфир (81:19 

% об.), смешанные в соотношении 80:20 % об.; Б – 6 мМ фосфорная кислота/смесь ацетонит-

рил – метил-трет-бутиловый эфир (81:19 % об.), смешанные в соотношении 20:80 % об.; ско-

рость элюента 0,7 мл/мин, температура колонки 60°С. Детекцию осуществляли при 220 нм. 
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Глава 4 Результаты и обсуждение 

4.1 Определение таксономического положения штаммов 

Streptomyces sp. ВКМ Ac-2618Д и Streptomyces sp. Т60 

 

В настоящем разделе представлены данные по определению видовой принадлежности 

синтезирующих такролимус штаммов Streptomyces sp. ВКМ Ac-2618Д и Streptomyces sp. Т60. 

 

4.1.1 Исследование морфологических и физиолого-биохимических особенностей 

 

На ISP средах, традиционно используемых для таксономического описания стрепто-

мицетов (Shirling & Gottlieb, 1966), штаммы Streptomyces sp. ВКМ Ac-2618Д (рисунок 9а) и 

Streptomyces sp. Т60 (рисунок 9б) образовывали плотные, матовые колонии с выраженной 

структурной дифференциацией поверхности. Цвет колоний варьировал от розовато-

оранжевого до кирпично-оранжевого. Вариативность окраски колоний отражала высокую 

степень диссоциации, более характерную для штамма Streptomyces sp. Т60 (рисунок 9б). Оба 

штамма продуцировали розовато-оранжевый пигмент, интенсивность окрашивания зависела 

от состава сред, условий и длительности культивирования. Для штамма Streptomyces sp. Т60 

характерна более выраженная способность к спорогенезу, на большинстве сред он проявлял 

умеренное спорообразование (сероватый налет) (рисунок 9б). Штамм Streptomyces sp. ВКМ 

Ac-2618Д являлся олигоспоровым (рисунок 9а). 

Штамм S. tacrolimicus АТСС 55098Т, известный продуцент такролимуса, обладал 

принципиальными макроморфологическими отличиями от двух вышеописанных штаммов. 

На плотных средах он образовывал мелкие колонии, обладающие схожей архитектоникой, 

тусклой буровато-желтой окраски, интенсивно спорулировал и почти не подвергался морфо-

логической диссоциации (рисунок 9в). 

Результаты исследования макроморфологических особенностей штаммов Streptomyces 

sp. ВКМ Ас-2618Д, Streptomyces sp. Т60 и S. tacrolimicus АТСС 55098Т суммированы в таб-

лице 5. 
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Рисунок 9 – Морфология колоний Streptomyces sp. ВКМ Ac-2618Д (а), Streptomyces sp. Т60 (б) 

и S. tacrolimicus АТСС 55098Т (в) на средах ISP 
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Таблица 5 – Макроморфологические характеристики штаммов Streptomyces sp. ВКМ Ac-2618Д, Streptomyces sp. Т60 и S. tacrolimicus АТСС 

55098Т 

Характеристики 
Штаммы 

ВКМ Ас-2618Д Т60 АТСС 55098Т 

Окрашивание 

аверса: 
 

ISP-1 

яркое желто-оранжевое в центре, 

бледное желто-оранжевое на перифе-

рии 

песочно-желтое или желто-оранжевое (ред-

ко) в центре, бледно-желтое на периферии 
бледно-желтое 

ISP-2 

яркое кирпично-оранжевое, гиалино-

вый слой – грязно-желтого цвета; 

оранжевато-желтое (редко); желтова-

то-белое (редко) 

кирпично-оранжевое или темно-желтое (ред-

ко) в центре, бледно-оранжевое на перифе-

рии 

желтое с серым налетом 

ISP-3 
оранжевато-розовое или беловатое 

(редко) 
бежево-оранжевое 

белое в центре и на перифе-

рии, грязно-желтое в проме-

жутке 

ISP-4 
серовато-белое в центре, розовато-

оранжевое на периферии 
серовато-белое или грязно-желтое 

желтовато-белое с серым 

налетом 

ISP-5 

оранжево-желтое в центре, розово-

оранжевое на периферии; краснова-

то-розовое (редко) 

бледное красновато-розовое белое с серым налетом 

Окрашивание 

реверса: 
 

ISP-1 
желто-оранжевое в центре, грязно-

желтое на периферии 
песочно-желтое или желто-оранжевое бледно-желтое 

ISP-2 
ярко-оранжевое, бежево-желтое или 

светлое розово-оранжевое 
ярко-оранжевое или золотисто-желтое коричнево-желтое 

ISP-3 

яркое розовато-оранжевое в центре, 

темное розовато-оранжевое на пери-

ферии 

светлое розовато-оранжевое 
коричневатое в центре, желтое 

на периферии 

ISP-4 яркое розово-оранжевое светлое розовато-оранжевое 
грязно-коричневое в центре, 

желтое на периферии 

ISP-5 
оранжево-желтое в центре, оранже-

вато-розовое или красновато-розовое 
светлое розовато-оранжевое оранжево-желтое 
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на периферии 

Структура 

колоний: 
 

ISP-1 

округлой формы, слабо возвышаю-

щиеся, с плотным центром с отходя-

щими к периферии радиально закру-

ченными гребнями, прозрачным ме-

зослоем и гладким гиалиновым сло-

ем, более плотным, чем мезослой, но 

менее, чем центральный 

округлой формы, слабо возвышающиеся, с 

плотным центральным слоем с отходящими 

к периферии радиально закрученными тон-

кими гребнями, углублением в центре, про-

зрачным мезослоем и гладким гиалиновым 

слоем, более плотным, чем мезослой, но ме-

нее, чем центральный 

округлой формы, с фестонча-

тым краем, слабо возвышаю-

щиеся и тонко-морщинистой 

структурой 

ISP-2 

округлой формы, с фестончатым кра-

ем, слабо возвышающиеся и грубой 

гребневидно-морщинистой структу-

рой или уплощенные и слабо морщи-

нистой структурой, с углублением в 

центре неправильной формы 

округлой формы, уплощенные и тонко-

морщинистой структурой или слабо возвы-

шающиеся с центром грубо-морщинистой 

структуры и более плоским и тонкострукту-

рированным гиалиновым слоем 

округлой формы, фестонча-

тым краем, возвышающиеся и 

грубо-морщинистой структу-

рой 

ISP-3 

округлой формы, уплощенные, с не-

значительно возвышающимся цен-

тром 

округлой формы, уплощенные 

округлой формы, уплощен-

ные, с выраженной зонально-

стью  

ISP-4 

округлой формы, с ризоидным краем, 

слабо возвышающиеся, с обширным 

центральным углублением 

неправильной формы, уплощенные, с ризо-

идным краем, глыбчатой поверхностью, с 

незначительно возвышающимся центром или 

углублением, окруженным валиком непра-

вильной формы 

округлой формы, с выражен-

ной зональностью, слабо воз-

вышающиеся в центре 

ISP-5 

округлой или неправильной формы, 

уплощенные, с ризоидным или фе-

стончатым 

округлой формы, уплощенные, с фестонча-

тым краем 

округлой формы, с ризоидным 

краем, возвышающиеся в цен-

тре 

Спорообразование:  

ISP-1 отсутствует отсутствует отсутствует 

ISP-2 отсутствует умеренное умеренное 

ISP-3 отсутствует умеренное интенсивное 

ISP-4 умеренное интенсивное интенсивное 

ISP-5 слабое отсутствует интенсивное 
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Размер колоний, 

мм: 
 

ISP-1 до 14 до 14 до 4 

ISP-2 до 13 до 10 до 5 

ISP-3 до 12 до 11 до 7 

ISP-4 до 5 до 9 до 7 

ISP-5 до 6 до 7 до 4 
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Микроскопические исследования показали, что для всех штаммов характерно образо-

вание разветвленного субстратного мицелия, дифференцирующегося в прямые цепочки ци-

линдрических спор с гладкой поверхностью (рисунок 10). 

 

Рисунок 10 – Морфология споровых цепей при сканирующей электронной микроскопии: а – 

Streptomyces sp. ВКМ Ac-2618Д, б – Streptomyces sp. Т60, в – S. tacrolimicus АТСС 55098Т 

(длина масштабной линейки – 5 мкм) 

 

Изучаемые штаммы являются аэробными грамположительными бактериями. Темпе-

ратурный диапазон роста – от 22 до 35°С. Температурный оптимум – 28°С. Растут при ≤ 7% 

NaCl. 

Анализ состава клеточной стенки выявил присутствие LL-диаминопимелиновой кис-

лоты и отсутствие диагностических сахаров, что соответствует I типу клеточных стенок. 

Основные жирные кислоты клеточных стенок штамма Streptomyces sp. ВКМ Ас-2618Д 

представлены iso-С14:0 (18,81%), anteiso-C15:0 (17,05%), iso-C16:0 (15,16%) и iso-C15:0 (15,11%). 

Основные жирные кислоты клеточных стенок штамма Streptomyces sp. Т60 были представле-

ны iso-С16:0 (21,67%), iso-C15:0 (13,16%), iso-C16:1 cis-9 (11,96%) и C16:0 (10,57%). Основными 

жирными кислотами клеточных стенок штамма S. tacrolimicus АТСС 55098Т являются iso-

С14:0 (16,8%), iso-C16:0 (12,5%), iso-C15:0 (12,3%) и anteiso-C15:0 (11,4%). Основными менахино-

нами штаммов являлись МК-9 (Н8) и МК-9 (Н6). 

В качестве источников углерода и энергии для роста штамм Streptomyces sp. ВКМ Ac-

2618Д активно использовал D-глюкозу, декстрин, глицерин, крахмал, D-рибозу и N-

ацетилглюкозамин, слабый рост наблюдался на мальтозе и салицине. Штамм Streptomyces sp. 

Т60 утилизировал D-глюкозу, декстрин, глицерин, крахмал, D-рибозу и N-

ацетилглюкозамин, а также мальтозу, слабо рос на D-маннозе, салицине и трегалозе. Штамм 

S. tacrolimicus АТСС 55098Т активно утилизировал D-глюкозу, декстрин, крахмал, D-рибозу, 

N-ацетилглюкозамин, D-галактозу, D-туранозу, эскулин, глюканат калия и 5-кето-глюконат 

калия, слабо рос на глицерине, D-ксилозе, D-маннозе, D-фруктозе, L-рамнозе, амигдалине, 

метил-αD-глюкопиранозиде и метил-αD-маннопиранозиде. 

а б в 
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Эксперименты по изучению ферментной активности показали, что штаммы 

Streptomyces sp. ВКМ Ac-2618Д и Streptomyces sp. Т60 проявляют высокую эстеразную, лей-

цин-ариламидазную, нафтол-AS-BI-фосфогидролазную и α-глюкозидазную активность. Для 

Streptomyces sp. Т60 также выявлена высокая активность щелочной фосфатазы. Штамм 

S. tacrolimicus АТСС 55098Т проявлял высокую активность щелочной фосфатазы, кислой 

фосфатазы и нафтол-AS-BI-фосфогидролазы (таблица 6). 

 

Таблица 6 – Сравнение ферментных активностей штаммов Streptomyces sp. ВКМ Ac-2618Д, 

Streptomyces sp. Т60 и S. tacrolimicus АТСС 55098Т, определенных с помощью тестов 

api®ZYM (BioMe´rieux) 

Ферментная активность ВКМ Ас-2618Д Т60 АТСС 55098Т 

щелочная фосфатаза ± (2) + (3-4) + (5) 

эстераза (С4) + (5) + (4) - 

эстераза липаза (С8) ± (2) ± (2) - 

липаза (С14) ± (2) ± (1) - 

лейцин-ариламидаза + (5) + (5) ± (1) 

валин-ариламидаза ± (3) ± (2) ± (1) 

цистеин-ариламидаза - - - 

трипсин - - - 

β-химотрипсин ± (1) ± (1) - 

кислая фосфатаза ± (2) ± (1) + (5) 

нафтол-AS-BI-фосфогидролаза + (4) + (4) + (4) 

α-галактозидаза - - - 

β-галактозидаза - - - 

β-глюкуронидаза - - - 

α-глюкозидаза + (5) + (5) - 

β-глюкозидаза - - ± (1) 

N-ацетил-β-глюкозамидаза - - - 

α-маннозидаза - - - 

α-фукозидаза - - - 
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4.1.2 Филогенетический анализ 

 

Для определения филогенетического положения штаммов были изучены последова-

тельности гена 16S рРНК (около 1400 п.н.). Предварительный анализ полученных последова-

тельностей 16S рРНК показал, что штаммы Streptomyces sp. ВКМ Ac-2618Д и Streptomyces 

sp. Т60 образуют одну группу с типовым штаммом Streptomyces tsukubensis NRRL 18488Т со 

степенью сходства 99,9%. Результаты филогенетического анализа представлены на рисунке 

11. 

Для подтверждения таксономической принадлежности штамма Streptomyces sp. ВКМ 

Ас-2618Д было выполнено его полногеномное секвенирование и проведена аннотация гено-

ма. Полученные после предварительной обработки парноконцевые чтения были собраны в 

79 контигов с 202-кратным покрытием. Средний размер контига N50 составил 971 906 п.н., а 

длина самого длинного контига – 1 270 971 п.н. Размер генома штамма Streptomyces sp. ВКМ 

Ас-2618Д составил 7,93 м.п.н. со средним содержанием Г+Ц пар 71,9%. Всего было предска-

зано 6 265 кандидатных белок-кодирующих генов (1 227 из которых являются гипотетиче-

скими белками), 66 тРНК, 23 полных или частичных рРНК, 3 нкРНК 

Сравнительный анализ геномов штамма Streptomyces sp. ВКМ Ac-2618Д и типового 

штамма S. tsukubensis NRRL 18488T (CP029157.1-CP029159.1) показал, что значения средней 

идентичности нуклеотидов (ANI) и цифровой ДНК-ДНК гибридизации (dDDH), рассчитан-

ные между последовательностью их геномов, составляют 99,99% и 99,9%, соответственно, 

что значительно выше пороговых значений (95-96% ANI и 70% dDDH) для разграничения 

видов (Richter & Rossello-Mora, 2009; Meier-Kolthoff et al., 2013; Chun et al., 2018). Это поз-

волило заключить, что штамм Streptomyces sp. ВКМ Ac-2618Д относится к виду Streptomyces 

tsukubensis. 

Высокая степень сходства (99,9%) между последовательностями генов 16S рРНК 

штамма Streptomyces sp. Т60 и типового штамма S. tsukubensis NRRL 18488T (рисунок 11), а 

также уровень гомологии ДНК при ДНК-ДНК гибридизации in vivo (87,41±6,63) между 

штаммами S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д и Streptomyces sp. Т60 позволяют заключить, что 

штамм Streptomyces Т60 принадлежит к виду Streptomyces tsukubensis. Содержание Г+Ц пар в 

ДНК штамма S. tsukubensis Т60 составляет 72,4%. 
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Рисунок 11 – Филогенетическое положение видов рода Streptomyces на основе анализа последовательностей фрагмента гена 16S рРНК; 

группировка по методу «ближайших соседей» («neibour-joining»). Масштаб – одна замена на каждые 100 нуклеотидов. Указаны значения 

статистической достоверности порядка ветвления для 1000 альтернативных деревьев (выше 50%). В качестве внешней группы использована 

нуклеотидная последовательность гена 16S рРНК Micromonospora rifamycinica AM 105T (AY561829) 
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В геноме штамма S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д был выявлен кластер генов биосинтеза 

такролимуса с полным набором генов – 26 генов (рисунок 12). 

 

 

 

Рисунок 12 – Кластер генов биосинтеза такролимуса S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д. Номера 

генов в базе данных NCBI GenBank: EWI31_25195-EWI31_25390. Серым цветом отмечены 

гены, отсутствующие в кластере генов биосинтеза такролимуса у штаммов с редуцирован-

ным набором генов. 

 

Ранее нами отмечались различия между кластером генов у штамма S. tsukubensis ВКМ 

Ac-2618Д и S. tsukubensis NRRL 18488T (Poshekhontseva et al., 2019). Однако позднее был 

опубликован полный геном для штамма S. tsukubensis NRRL 18488T (CP029157.1-

CP029159.1), и в результате сравнительного анализа геномных данных установлено, что кла-

стеры генов биосинтеза такролимуса у штаммов S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д 

(SGFG01000008.1:83700-166586) и S. tsukubensis NRRL 18488T (CP029159.1:c7554111-

7471225), а также Streptomyces sp. KCTC 11604BP (HM116537.1:8712-91598) полностью 

идентичны. Способность штамма S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д проводить эффективный био-

синтез такролимуса, предположительно, обеспечивается наличием полного набора генов в 

кластере. 

Последовательность генома штамма S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д была депонирована 

в DDBJ/ENA/GenBank под номером SGFG00000000. 

 

4.2 Оценка способности штаммов к биосинтезу такролимуса 

 

Как отмечалось выше, такролимус синтезируется ограниченным числом видов стреп-

томицетов (Barreiro & Martínez-Castro, 2014). В настоящее время одним из важнейших про-

дуцентов FК-506 в промышленности является Streptomyces tsukubensis (Ordóñez-Robles et al., 

2017). 

Как видно из таблицы 7, биосинтетическая активность штаммов S. tsukubensis ВКМ 

Ac-2618Д и S. tsukubensis Т60 была сопоставима и значительно превышала активность S. tac-

rolimicus АТСС 55098Т. Максимальный выход такролимуса при использовании штамма 

S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д варьировал от 53 до 61 мг/л, при использовании штамма 
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S. tsukubensis Т60 достигал 40-42 мг/л. Штамм S. tacrolimicus АТСС 55098Т продуцировал 

такролимус с низким выходом – 5,0-5,6 мг/л (таблица 7). 

Следует отметить, что все три штамма одновременно с такролимусом производили 

его близкий аналог аскомицин (FK-520). При этом в случае со штаммом S. tacrolimicus АТСС 

55098Т аскомицин был основным продуктом (таблица 7). 

 

Таблица 7 – Биосинтез такролимуса (FK-506) и аскомицина (FK-520) штаммами 

S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д, S. tsukubensis Т60 и S. tacrolimicus АТСС 55098Т в среде V на 7 

суток культивирования 

Штамм FK-506, мг/л FK-520, мг/л 

S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д 57±5,66 9,2±0,64 

S. tsukubensis Т60 41±1,41 6,7±0,44 

S. tacrolimicus АТСС 55098Т 5,3±0,42 8,73±0,62 

 

На рисунке 13 представлены хроматографические профили указанных соединений в 

стандартном препарате такролимуса и в экстракте культуральной жидкости штамма 

S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д. 

 

Рисунок 13 – хроматографический профиль такролимуса (FK-506) с примесью аскомицина 

(FK-520): I – стандарт препарата такролимуса («Zhejiang Hisun Pharmaceutical Co. Ltd.», Ки-

тай), II – экстракт культуральной жидкости штамма S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д на 7 суток 

культивирования 

 

В последующих экспериментах был использован штамм S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д 

как более активный продуцент такролимуса. 
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4.3 Изучение фенотипической изменчивости и диссоциации штамма 

S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д и их влияния на биосинтез такролимуса 

 

Характерным признаком культур стрептомицетов является высокая степень морфофи-

зиологической гетерогенности популяции, или диссоциация, выражающаяся в образовании 

на одной среде морфологически отличных друг от друга колоний – диссоциантов. 

Диссоциацию штамма S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д исследовали на среде I, на кото-

рой наблюдалось наибольшее количество морфологически отличающихся колоний – диссо-

циантов (обозначены как Д1, Д2, Д3 и Д4) (рисунок 14а). 

Культуры, выращенные из одиночных колоний разных диссоциантов, анализировали 

на способность к продукции такролимуса. Результаты представлены на рисунке 14б. 

 

 

Рисунок 14 – (а) Диссоциация штамма S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д на среде I (Д – диссоци-

ант). (б) Биосинтез такролимуса диссоциантами S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д на среде V (7 

суток культивирования) 

 

Следует отметить, что значимых отличий в скорости роста бактерий различных дис-

социантов не выявлено (данные не представлены). 

Как следует из рисунка 14б, максимальной продуктивностью обладал яркоокрашен-

ный диссоциант Д2. На агаризованной питательной среде I данный диссоциант был пред-

ставлен округлыми колониями диаметром от 7 до 13 мм, ярко-кирпичного цвета, с сухой ма-

товой поверхностью, слабо врастающими в агар, но значительно возвышающимися над его 

поверхностью, с округлым или неравномерно оформленным центральным углублением, 

ограниченным валиком. Боковые склоны колоний имели гребневидно-морщинистой струк-

туру. Колонии окружены тонким уплощенным гиалиновым слоем тускло-желтого или па-
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стельно-оранжевого цвета. Спорообразование скудное, либо отсутствует. Диссоциант Д2 

был выбран для дальнейших исследований. 

При исследовании строения колоний с использованием СЭМ было выявлено, что по-

верхностная зона колонии диссоцианта Д2 представлена скоплением густо переплетенных 

ветвящихся гиф (рисунок 15). 

 

Рисунок 15 – Колония диссоцианта Д2 на среде I (сканирующая электронная микроскопия, 

длина масштабной линейки – 50 мкм) 

 

4.4 Изучение влияния условий хранения и получения посевной культуры 

штамма S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д на биосинтез такролимуса 

 

Фенотипическая изменчивость штамма и его диссоциация влияют на эффективность 

биосинтеза, осложняя получение стабильных высоких показателей. В связи с этим задачей 

являлось поддержание диссоцианта Д2 в стабильном активном состоянии при хранении. Из-

вестно, что в результате продолжительного хранения культуры микроорганизмов способны 

терять свою биокаталитическую активность. Традиционный способ хранения культур стреп-

томицетов в виде спорового материала был в данном случае непригоден, так как диссоциант 

Д2 отличается низкой способностью к спорообразованию на среде I, позволяющей разделять 

высоко- и низкопродуктивные диссоцианты. В настоящее время, для культур стрептомице-

тов, представляющих интерес с точки зрения продукции вторичных метаболитов, использу-

ют способ хранения продуцентов в виде криогенной культуры (Wu et al., 2016). Данный под-

ход был использован для хранения активного диссоцианта штамма S. tsukubensis ВКМ Ас-

2618Д. 

В качестве криопротектора использовали 5, 20 и 50%-й водные растворы глицерина. 

Растворы глицерина и культуральную жидкость, представленную вегетативной культурой в 

фазе активного роста, смешивали в объемном соотношении 1:1. Образцы хранили при тем-

пературах -20°С и -70°С. Сохранность биосинтетической активности и фенотипических 

свойств оценивали через 1 сутки, 1 мес. и 6 мес. на средах V и I, соответственно (п. 3.3). Оп-
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тимальным является хранение культуры активного диссоцианта в 50%-м глицерине при 

-70°С (таблица 8). 

 

Таблица 8 – Влияние условий получения криогенной культуры на биосинтез такролимуса 

Глицерин, % 
Температура 

хранения, °С 

Срок хранения, 

сут 
КОЕ, кл/мл FK506, мг/л 

5 20 1 0,82×109 25,0±3,8 

5 20 30 0,68×109 24,1±6,2 

5 20 180 0,69×109 21,0±4,5 

5 70 1 0,65×109 25,0±9,2 

5 70 30 0,59×109 20,2±2,5 

5 70 180 0,60×109 20,6±5,3 

20 20 1 0,93×109 41,1±7,3 

20 20 30 1,0×109 44,9±1,8 

20 20 180 0,88×109 42,1±2,5 

20 70 1 0,88×109 43,6±5,3 

20 70 30 0,90×109 44,1±8,2 

20 70 180 0,84×109 45,0±3,8 

50 20 1 1,45×109 66,7±4,5 

50 20 30 1,44×109 60,6±6,3 

50 20 180 1,09×109 63,6±6,3 

50 70 1 1,35×109 67,8±5,7 

50 70 30 1,64×109 65,8±3,4 

50 70 180 1,59×109 66,4±3,9 

Контроль – культура на твердой среде, температура хра-

нения 4С, периодичность пересевов 1 мес.  
1,78×109 65,1±4,1 

 

Сравнительный анализ биосинтетической активности криокультур, полученных в раз-

личных условиях, проводили в одинаковых условиях. Для этого из криогенной культуры (5% 

об.) в колбах объемом 750 мл, содержащих по 250 мл среды IV, получали инокулят 48 ч ро-

ста, который затем вносили (10% об.) в 50 мл среды V. Как следует из данных, представлен-

ных в таблице 8, как 5%-й, так и 20%-й глицерин в качестве криопротектора не обеспечивал 

проявление культурой исходной или близкой к ней биосинтетической активности при хране-

нии при -20С и -70С при всех вариантах срока хранения. Предполагаемой причиной полу-

ченных результатов является гибель части клеток популяции при замораживании-

оттаивании, поскольку сравнительный анализ КОЕ показал снижение жизнеспособных кле-

ток в 2 и более раза при использовании 5%-го глицерина и до 2-х раз – 20%-го глицерина. 

При использовании 50%-го глицерина наилучший результат был получен при хранении при 
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температуре -70С. Прямой зависимости между ростом и выходом такролимуса не наблюда-

ли. 

Для получения криогенной культуры S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д использовали 

культуральную жидкость с вегетативной культурой, находящейся в фазе замедления роста 

(48 ч). При высеве культуры на агаризованную среду I наблюдали расщепление активного 

диссоцианта Д2 в динамике биосинтеза на малопродуктивные формы с измененной архитек-

тоникой и слабовыраженной пигментацией, что, вероятно, связано с истощением питатель-

ных компонентов среды (рисунок 16). 

 

 

Рисунок 16 – Диссоциация S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д в динамике биосинтеза такролиму-

са: а – 1 суток, б – 3 суток, в – 6 суток, г – 10 суток 

 

Преимущества криогенной культуры: 

1. для получения посевного материала используется стандартизированная культура с из-

вестной активностью; 

2. укорачивается технологическая цепочка; 

3. снижается риск контаминации; 

4. сохранение морфологии и высокой биосинтетической активности культуры, по крайней 

мере, в течение 1 года. 

 

Оптимизацию условий выращивания посевной культуры штамма-продуцента из крио-

генной культуры проводили следующим образом: культуру размораживали и переносили в 

колбы объемом 750 мл, содержащие по 50, 100 или 250 мл среды V, в количестве 5% об., ин-

кубировали в течение 48 ч, при 220 об/мин и 28°С. Максимальный выход такролимуса до-

стигался при росте культуры в 250 мл среды (таблица 9). 

 

 

а б в г 
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Таблица 9 – Влияние условий выращивания инокулята из криогенной культуры на биосинтез 

такролимуса 

V среды, мл КОЕ, клеток/мл FK506, мг/л 

50 1,78×109 65,0±3,8 

100 1,48×109 66,2±2,5 

250 1,32×109 68,6±5,3 

 

4.5 Оптимизация условий биосинтеза такролимуса 

штаммом S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д 

 

 Переход от ростовой фазы к синтезу вторичных метаболитов зависит от лимитирую-

щих рост концентраций питательных веществ (Sircar et al., 1998). В данном разделе изучали 

влияние на биосинтез такролимуса источников углерода, азота, ионов металлов и других 

компонентов среды, оптимизировали по композиционному составу питательные среды и 

условия биосинтеза культурой S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д, а также разрабатывали способ 

устранения деградации целевого продукта продуцентом. 

 

4.5.1 Изучение влияния температуры, рН среды и аэрации 

 

Исследование влияния температуры на биосинтез такролимуса проводили в диапазоне 

температур от 24 до 30°С. Культура S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д наиболее активно синтези-

ровала такролимус при 24-26°С. За 7 суток биосинтеза в среде V накапливалось 85-102 мг/л 

такролимуса. При 20 и 30°С отмечали почти двукратное снижение количества такролимуса – 

содержание FK-506 в среде на 7 суток культивирования не превышало 41-53 мг/л и 45-60 

мг/л, соответственно (рисунок 17а). 

 

Рисунок 17 – Влияние температуры (а), рН среды (б) и аэрации (в) на биосинтез такролимуса 
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Таким образом, некоторое снижение температуры относительно оптимальной для ро-

ста штамма (28-30°С, см. п. 4.1.1) способствовало повышению выхода такролимуса. Резуль-

таты отличаются от известных литературных данных, согласно которым биосинтез такроли-

муса, как правило, проводят при 28°С (Mo et al., 2009; Mishra & Sharad Verma, 2012; Du et al., 

2014 и др.). 

Исследование влияния рН среды на биосинтез такролимуса показало, что максималь-

ный уровень макролида достигается при рН 7,0-7,5. За 7 суток культивирования в среде V 

выход такролимуса составил 100-110 мг/л. Защелачивание среды до рН 9,0 приводило к по-

давлению биосинтетической активности. При проведении биосинтеза в среде с кислым рН 

5,5-6,0 также наблюдалось значительное снижение выхода такролимуса (рисунок 17б). 

В динамике биосинтеза такролимуса на среде V на первых этапах (с 3-х по 7-е сутки) 

наблюдали закисление среды, вероятно, связанное с активным потреблением источника уг-

лерода. На завершающих этапах (после 7 суток) отмечали защелачивание среды, предполо-

жительно, опосредованное нарушением исходного баланса углерод/азот и переходом от уг-

леродного к азотистому обмену, который, как правило, характеризуется смещением pH в ще-

лочную область. В последующих экспериментах рН среды поддерживали в области 

нейтральных значений титрованием стерильными 10%-ми растворами KOH или H2SO4. 

Аэрация – один из главных факторов в промышленном производстве антибиотиков, 

поскольку рост и биосинтез могут существенно зависеть от концентрации растворенного 

кислорода (Elibol, 2002). При низкой растворимости кислорода в водной среде, недостаточ-

ном массообмене, высокой вязкости используемых крахмалосодержащих сред и мицелиаль-

ного роста культур может наблюдаться значительное замедление метаболизма, или, в неко-

торых случаях, его полное изменение (Berry, 1975; Tolosa et al., 2002, Bucs, 2001). 

Изучение влияния аэрации на биосинтез такролимуса в колбах проводили при различ-

ных соотношениях объема среды к объему колбы (коэффициентах заполнения колбы сре-

дой). Наиболее активно синтез такролимуса протекал при низком коэффициенте заполнения 

колбы (6,7%). Увеличение коэффициента заполнения до 13,3% приводило к снижению выхо-

да макролида, при его увеличении до 40% наблюдали подавление биосинтеза (рисунок 17в). 

Полученные результаты согласуются с известными данными о необходимости высо-

кой степени аэрации для биосинтеза такролимуса и других макролидов (Kumar et al., 2008). 

 

4.5.2 Изучение влияния источников углерода 

 

Для биосинтеза такролимуса используется широкий спектр источников углерода. В 

качестве источников углерода могут быть использованы такие быстроутилизируемые источ-
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ники, как глюкоза, мальтоза и глицерин (Kim & Park, 2008; Wu et al., 2016), однако предпо-

чтительно используются сложные и медленноутилизируемые источники углерода (нередко 

совместно с легкоутилизируемыми) такие, как крахмал, декстрины, соевое масло (Kumar et 

al., 2008; Jung et al., 2009; Singh & Behera, 2009; Mishra & Verma, 2012; Глаголев с соавт., 

2017 и др.). 

Эффективность биосинтеза такролимуса культурой S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д изу-

чали в средах с различными источниками углерода: глюкозой, мальтозой, лактозой, сахаро-

зой, крахмалом, глицерином и инозитом, – в интервале концентраций от 5 до 90 г/л (п. 3.4). 

Концентрации указанных источников углерода, при которых были получены наиболее высо-

кие результаты по содержанию FK-506, составили для моно- и дисахаридов, спиртов 10 г/л, 

для крахмала – 40 г/л. Во всех вариантах, за исключением крахмала, был получен низкий 

уровень биосинтетической активности – на 7 суток культивирования содержание макролида 

колебалось от 5 до 10 мг/л (рисунок 18а). 

 

Рисунок 18 – (а) Влияние источников углерода на биосинтез такролимуса при их минималь-

ных концентрациях. (б) Влияние концентрации крахмала на биосинтез такролимуса 

 

Наиболее активный биосинтез такролимуса наблюдали в средах с растворимым кар-

тофельным крахмалом. Повышение содержания крахмала в среде от 25 до 90 г/л обеспечива-

ло увеличение выхода такролимуса от 36,2 мг/л до 129 мг/л на 7 суток биосинтеза (рисунок 

18б). 

Положительное влияние медленноутилизируемого углеродного субстрата по сравне-

нию с быстроутилизируемыми источниками отмечалось также другими исследователями 

(Kumar et al., 2008; Martínez-Castro et al., 2013 и др.). 

Как было упомянуто выше, использование питательных сред, содержащих несколько 

источников углерода – широко распространенный прием в производстве антибиотиков (в т.ч. 

макролидных). В данной работе в качестве дополнительных источников углерода были ис-
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пользованы сахара, отличающиеся между собой по строению и химическим свойствам: мо-

но- (глюкоза, ксилоза, арабиноза, манноза, рамноза, фруктоза) и дисахариды (мальтоза, саха-

роза), пентозы (ксилоза, арабиноза, фруктоза) и гексозы (глюкоза, рамноза, манноза), кетозы 

(фруктоза) и альдозы (остальные моносахариды), редуцирующие (мальтоза и моносахариды) 

и нередуцирующие (сахароза). 

При изучении влияния дополнительного внесения источников углерода в продуктив-

ную среду с крахмалом было показано снижение выхода такролимуса при добавках ксилозы, 

глюкозы, арабинозы, фруктозы, инозита (рисунок 19). Отсутствие какого-либо эффекта на 

выход такролимуса отмечали при внесении маннозы, мальтозы, сахарозы, а также глюкозы в 

низких концентрациях (до 5 г/л) (рисунок 19). Глюкоза – легкоутилизируемый моносахарид, 

и ее введение в состав продуктивной среды на момент засева в низких концентрациях приво-

дит к росту с укороченным (или отсутствующим) лаг-периодом, вероятно, связанным с адап-

тацией культуры к медленноутилизируемому субстрату (крахмал), при этом не наблюдается 

негативного эффекта на процесс вторичного метаболизма. Выраженный стимулирующий 

эффект на биосинтез такролимуса отмечен при добавлении L-рамнозы в концентрации 20 

г/л: выход такролимуса увеличивался на 20% и выше (рисунок 19). 

 

Рисунок 19 – Влияние дополнительных источников углерода (20 г/л) на биосинтез такроли-

муса, вносимых в среду, содержащую крахмал (75 г/л) 

 

Механизм положительного влияния рамнозы на продукцию такролимуса остается не-

выясненным. Рамноза выполняет различные функции в живой клетке. Производные рамнозы 

найдены в составе некоторых бактериальных гликозидов и полисахаридов (геллановая ка-

медь, гемицеллюлозы), антибиотиков (эллорамицин, спинозин, эритромицин, стрептомицин, 

пикромицин) (Madduri et al., 2001). Рамноза обнаружена в клеточной стенке Mycobacterium 

tuberculosis (Grzegorzewicz et al., 2016) и Saccharopolyspora spinosa (Madduri et al., 2001). 
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Бактерии рода Pseudomonas продуцируют рамнолипиды, являющиеся фактором вирулентно-

сти псевдомонад в клетках человека (Soberón-Chávez et al., 2005). 

Однако, как было показано, S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д не способен использовать 

рамнозу в качестве единственного источника углерода (п. 4.1.1). Исключено участие экзо-

генной рамнозы в формировании клеточной стенки S. tsukubensis (Martinez-Castro et al., 2013; 

Muramatsu & Nagai, 2013). Также рамноза не включается в молекулу такролимуса. Следует 

отметить, что стимулирующее влияние рамнозы на биосинтез такролимуса было выявлено 

нами впервые. 

 

4.5.3 Изучение влияния состава крахмала* 

 

Как было показано выше (п. 4.5.2), штамм S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д наиболее ак-

тивно продуцирует такролимус в крахмалсодержащей среде. Сложности биотехнологическо-

го применения крахмалов в качестве компонентов питательных сред связаны с гелеобразова-

нием и высокой вязкостью их растворов, которые вызывают проблемы при стерилизации, 

обеспечении эффективности массопереноса при перемешивании (Рихтер с соавт., 1975; 

Kumar et al., 2008) и др., что существенно ограничивает применение крахмалов в высоких 

концентрациях. Гелеобразование и вязкость растворов крахмалов во многом зависят от соот-

ношения коротких и длинных, а также линейных и разветвленных полисахаридов. Низкомо-

лекулярные полисахариды, как правило, являются более эффективными с точки зрения рео-

логии и технологичности использования по сравнению с высокомолекулярными. Состав и 

физико-химические характеристики крахмалов зависят от их природных источников и спо-

собов получения и могут оказывать влияние на биосинтез такролимуса. В частности, Mar-

tinez-Castro et al. (2013) было показано неодинаковое влияние на продукцию FK-506 крахма-

лов от различных поставщиков. Глаголевым с соавт. (2017) было продемонстрировано по-

ложительное влияние пшеничного декстрина в сравнении с другими видами декстринов (ри-

совым, кукурузным, картофельным). Как правило, промышленно произведенные крахмалы 

являются продуктами частичного гидролиза нативного крахмала и представляют собой декс-

трины, что обусловливает их повышенную растворимость по сравнению с исходным полиса-

харидом. Как правило, состав коммерческих крахмалов, прошедших заводскую обработку, 

не определен, или отсутствуют данные производителя о содержании линейных и разветвлен-

ных, высоко- и низкомолекулярных полимеров. Исследования влияния крахмалов на биосин-

тез такролимуса носят единичный характер и не дают полного представления о преимуще-

ственном влиянии каких-либо компонентов на этот процесс. 
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Данный подраздел работы посвящен изучению состава крахмалов и его влияния на 

биосинтез такролимуса. 

 

* Исследования проводили в оптимизированной среде. 

 

4.5.3.1 Изучение влияния крахмалов 

 

В предварительных экспериментах нами было показано, что использование раствори-

мого картофельного крахмала (К1) является наиболее перспективным в сравнении с крахма-

лами других видов – кукурузным (Ку), тапиоковым модифицированным (ТМ), тапиоковым 

нативным (ТН) и гороховым (Г) (рисунок 20). 

 

Рисунок 20 – Биосинтез такролимуса на средах с крахмалами (40 г/л), полученными из раз-

личных природных источников, в режиме культивирования с подпиткой со 2 по 7 сутки био-

синтеза (единичная добавка – 6 г/л). К1 – картофельный, Ку – кукурузный, ТМ – тапиоковый 

нативный, Г – гороховый 

 

В дальнейших экспериментах были использованы картофельные крахмалы. 

В исследовании по влиянию картофельных крахмалов на эффективность биосинтеза 

такролимуса использовали 4 коммерчески доступных картофельных крахмала (обозначены 

как К1, К2, К3 и К4, см. п. 3.1); в качестве референсных соединений были взяты 2 декстрина 

разной степени гидролиза полисахаридной цепи – желтый декстрин (ЖД) и мальтодекстрин 

(МД). Биосинтез такролимуса проводили в периодическом режиме в оптимизированной сре-

де с концентрацией крахмала или декстрина 40 г/л, соответствующей пределу растворимости 

наиболее труднорастворимых крахмалов К3 и К4. Указанные крахмалы проявляли неодина-

ковую эффективность на биосинтезе (рисунок 21), что согласуется с полученными ранее ре-

зультатами Martinez-Castro et al. (2013). 
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Рисунок 21 – Биосинтез такролимуса на средах с картофельными крахмалами и декстринами 

в периодическом режиме культивирования 

 

4.5.3.2 Физико-химические свойства и состав крахмалов 

 

Принимая во внимание данные, изложенные в п. 4.5.3.1, проводили определение ха-

рактеристик крахмала, наиболее существенных для биосинтеза такролимуса. Анализ основ-

ных физико-химических свойств исследованных крахмалов и декстринов представлен в таб-

лице 10. 

В ходе исследования было установлено следующее. 

Крахмал К1 преимущественно содержал высокомолекулярные полисахариды, на что 

указывали очень низкий уровень РВ (0,123 г/л) и интенсивное синее окрашивание йодом. 

Синее окрашивание характеризовало присутствие в нем линейных полисахаридов, из кото-

рых 20% были представлены амилозой. Повторное осаждение 96%-м этанолом приводило к 

выпадению осадков, что также указывало на доминирование высокомолекулярных полиса-

харидов. Эти осадки впоследствии растворялись в воде, а полученные растворы окрашива-

лись йодом в интенсивно-синий цвет, что свидетельствовало о линейной структуре входя-

щих в состав крахмала полисахаридов (Дроздов и Матеранская, 1970; Рихтер с соавт., 1975; 

Яковишин, 2006). 
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Таблица 10 – Физико-химические свойства крахмалов и декстринов 

Сахар 
Содержание 

амилозы, % 
РВ, г/л 

Окрашивание йод-

ного комплекса 

Содержание фракций (%), осажден-

ных этанолом 

Содержание фракций (%), 

повторно осажденных 96% 

этанолом 

40% 70% 96% 40% - 96% 70% - 96% 

К1 20±0,5 0,123±0,25×10-3 сине-фиолетовое 10±1,2 10±1,4 10±0,4 30±5,5 76±5,8 

К2 0 1,334±3,34×10-3 отсутствует* 0 0 20±1,3 0 0 

К3 96±0,3 0,031±1,41×10-3 синее 34±1,7 34±2,5 66±2,5 54±4,2 60±2,2 

К4 92±0,3 0,034±1,44×10-3 синее 33±3,3 32±1,5 66±3,4 51±2,2 57±2,9 

ЖД  0 0,697±0,27×10-3 отсутствует* 3±0,1 3±0,1 53±3,1 н.о. н.о. 

МД 0 1,56±4,67×10-3 отсутствует 0 0 100 н.о. н.о. 

* окрашивание раствором йода концентрированных растворов крахмалов и декстринов – 20 г/л. Соотношение объема йодного раствора к 

раствору испытуемого полисахарида 1:1000. К – крахмал, ЖД – желтый декстрин, МД – мальтодекстрин, н.о. – не определяли 
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Основными компонентами крахмала К2 являлись не окрашиваемые йодом низкомо-

лекулярные полисахариды – ахродекстрины и мальтодекстрины, что обуславливало относи-

тельно высокий уровень РВ (1,334 г/л). Окрашивание йодом концентрированных растворов 

этого крахмала позволило обнаружить минорные количества эритродекстринов (красновато-

охровое окрашивание при двукратном увеличении объема йода). При повторном осаждении 

96%-м этанолом выпадение осадков не наблюдали, что свидетельствовало о низкой степени 

полимеризации полисахаридов в составе крахмала К2 (Дроздов и Матеранская, 1970; Яко-

вишин, 2006). 

Крахмалы К3 и К4 были представлены, главным образом, амилозой – на 96% и 92%, 

соответственно, что следовало из преобладающего количества образовавшихся бутаноловых 

комплексов с амилозой, интенсивно-синего окрашивания йодом и крайне низкого содержа-

ния РВ (0,031 и 0,034 г/л, соответственно). При повторном осаждении 96%-м этанолом были 

получены осадки, указывающие на преобладание в составе указанных крахмалов высокомо-

лекулярных полисахаридов. Эти осадки не растворялись в воде, при ресуспендировании об-

разовывали взвесь, частицы которой при взаимодействии с йодом давали интенсивное синее 

окрашивание. 

Доминирующая фракция полисахаридов желтого декстрина была представлена ахро- 

и мальтодекстринами, что следовало из отсутствия окрашивания йодом, среднего уровня РВ 

(0,697 г/л) и выпадения осадка при осаждении 96%-м этанолом. Эритродекстрины обнару-

живались в следовых количествах при окрашивании йодом концентрированного раствора 

декстрина с получением красно-бурого цвета. 

Согласно паспорту производителя («Roquette», Франция), мальтодекстрин содержал 

91% олиго- и полисахаридов, состоящих, в основном, из 19 остатков глюкозы, а также 2% 

глюкозы и 7% мальтозы. Компоненты мальтодекстрина при осаждении 96% этанолом выпа-

дали в осадок практически количественно. Окрашивание йодом было отрицательным, а уро-

вень РВ – высоким (1,56 г/л). 

 

4.5.3.3 Влияние состава крахмала 

 

Согласно данным о составе и физико-химических свойствах, приведенных в таблице 

10, использованные в работе 4 крахмала можно разделить на низкомолекулярные (К2) и вы-

сокомолекулярные линейные (К1, К3, К4). 

Последующее культивирование проводили в периодическом режиме с подачей в фер-

ментационную смесь стерильного раствора крахмала или декстрина на разных этапах био-

синтеза (рисунок 22). 
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Рисунок 22 – Биосинтез такролимуса на средах с картофельными крахмалами и декстринами 

в режиме периодического культивирования без добавок и с добавками с 4-х по 7-е и со 2-х по 

7-е сутки биосинтеза 

 

Как видно из рисунка 22, в режиме культивирования без добавок во всех случаях 

наблюдали низкие (> 270 мг/л) выходы такролимуса. Режим ежесуточной подпитки приво-

дил к существенному повышению выхода такролимуса также при использовании всех изу-

ченных источников углерода. Наиболее значительный эффект отмечался при использовании 

К2 и МД (почти двукратное увеличение выхода – 385,5±10.0 и 380,5± 32,5 мг/л, соответ-

ственно). При использовании крахмалов К1, К3 и К4, а также ЖД эффект был менее замет-

ным. 

Применение высокомолекулярных крахмалов К1, К3 и К4 не способствовало высоко-

му выходу в условиях периодического культивирования с подпиткой на более поздних сро-

ках биосинтеза (4-7-е сутки) (рисунок 22). Предположительно, гидролиз полимерной цепи 

таких крахмалов затруднен вследствие недостаточного количества в молекуле субстрата 

мест связывания с концевыми амилолитическими ферментами. Согласно результатам анали-

за геномов штаммов S. tsukubensis, у них отсутствуют гены, кодирующие расщепляющие 

крахмал эндогидролазы (α-амилазы), но обнаружены гены соответствующих экзогидролаз 

(глюкоамилазы, β-амилазы и α-глюкозидазы). 

При отсутствии α-амилаз высокомолекулярные крахмалы К1, К3 и К4 не могли быть 

гидролизованы на более короткие фрагменты, что приводило к ограничению действия экзо-

гидролаз, для которых необходимо достаточное количество нередуцирующих концов в мо-

лекуле полисахарида (рисунок 23). 
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Рисунок 23 – Схема действия α-амилазы (I), β-амилазы (II), глюкоамилазы и α-глюкозидазы 

(III) на крахмал 

 

Если допустить, что количество нередуцирующих остатков, необходимых для прояв-

ления действия концевых амилолитических ферментов, равно числу редуцирующих, то у 

крахмала К2 в полимерной цепи мест связывания с экзогидролазами от 11 до 43 раз больше, 

чем у других изученных крахмалов (таблица 11), что может определять его более эффектив-

ное потребление штаммом-продуцентом. 

 

Таблица 11 – Расчетные данные по количеству ангидроглюкозных единиц (АГЕ) в полимер-

ной цепи крахмалов (согласно содержанию РВ) 

Крахмал РВ, г/л 
Количество АГЕ 

(С/РВ)* 

АГЕ крахмал (2) / 

АГЕ крахмал (n) 
М.м., кДа 

1 0,123±0,25×10-3 122 11 19,8 

2 1,334±3,34×10-3 11 1 1,8 

3 0,031±1,41×10-3 484 43 78,4 

4 0,034±1,44×10-3 441 39 71,4 

* С – концентрация крахмала в растворе, равная 15 г/л 

 

Исходя из полученных данных, было сделано предположение, что раннее введение 

подпитки будет способствовать повышению выхода такролимуса. При предварительном 

изучении влияния различных режимов введения подпитки (со 2-х по 7-е и с 3-х по 7-е сутки) 

наблюдали стабильное повышение выхода такролимуса в случае внесения добавки высоко-

молекулярных крахмалов в период со 2-х по 7-е сутки культивирования. 

При раннем начале подпитки (2-7-е сутки) наблюдали увеличение выхода такролиму-

са при использовании высокомолекулярных крахмалов К1, К3 и К4 и желтого декстрина на 

38,6, 72, 83,4 и 44,3%, соответственно, по сравнению с выходом при более позднем старте 

подпитки (с 4-х суток). В то же время при выращивании на средах, содержащих низкомоле-
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кулярный крахмал К2 и мальтодекстрин, более раннее начало подпитки приводило к сниже-

нию выхода такролимуса на 19,6 и 22,6%, соответственно. Таким образом, несмотря на не-

значительное различие по количеству суммарно добавленного раствора крахмала или декс-

трина в результате подпитки с 4-х по 7-е и со 2-х по 7-е сутки, наблюдались существенные 

различия в достигаемых уровнях выхода такролимуса при изменении времени начала подпи-

ток. 

Можно предположить, что высокий выход такролимуса, достигаемый при использо-

вании крахмалов К3 и К4, опосредован наличием в их молекулах бόльшего количества не-

редуцирующих концов (до 4-х раз) по сравнению с молекулами крахмала К1 (таблица 11). 

Совокупность характеристик крахмалов К3 и К4 (таблицы 10 и 11), включающих молеку-

лярный вес (по расчетам 78,4 и 71,4 кДа, соответственно), низкий уровень РВ (0,031 и 0,034 

мг/л, соответственно), образование нерастворимых частиц при растворении в воде осадков, 

полученного при осаждении этанолом, и вязких нетекучих растворов, характерных для ами-

лопектина, а также присущее амилозе интенсивное синее окрашивание при взаимодействии с 

йодом, позволяет предположить, что данные крахмалы представлены частично разветвлен-

ной амилозой (Mukerjea & Robyt, 2010). 

В свою очередь, возможной причиной снижения выхода такролимуса при выращива-

нии на средах, содержащих крахмал К2 и мальтодекстрин, при подпитке со 2-х по 7-е сутки 

был предполагаемый избыток по сравнению с добавками с 4-х по 7-х сутки низкомолекуляр-

ных сахаров, в частности, глюкозы. Для вторичного биосинтеза, как правило, характерно ис-

пользование штаммом-продуцентом полимеризованной глюкозы, в то время как свободная 

экзогенная глюкоза может подавлять процесс биосинтеза такролимуса (Ordóñez-Robles et al., 

2017). 

Во всех вариантах сред, использованных для выращивания, наиболее низкий выход 

такролимуса наблюдался при использовании желтого декстрина, который получают путем 

химического гидролиза крахмала при повышенной температуре, сопровождающегося ча-

стичной карамелизацией. Как следует из таблицы 10, желтый декстрин содержал низкомоле-

кулярные соединения с показателем РВ, вдвое уступающим этой величине продуктам фер-

ментативного гидродиза крахмала – К2 и мальтодекстрину. При этом отсутствие при анализе 

желтого декстрина окрашивания йодом, характерного для крахмала К2 и мальтодекстрина, 

могло свидетельствовать о наличии в его составе низкомолекулярных нелинейных сахаров, 

образующихся при карамелизации путем внутри- и межмолекулярной конденсации. Можно 

предположить, что особенности строения желтого декстрина обуславливают его ограничен-

ную доступность для амилолитических ферментов штамма-продуцента. 
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На рисунке 24 представлена зависимость роста S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д от ис-

пользуемых в средах крахмалов. В целом различия по биомассе, достигаемой при росте на 

низко- и высокомолекулярных крахмалах, были незначительны (15,4±1,2 г/л), а снижение 

показателей роста наблюдали только на среде, содержавшей желтый декстрин. 

 

Рисунок 24 – Рост S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д на среде VII, содержащей крахмалы (К1-К4), 

желтый декстрин (ЖД), мальтодекстрин (МД) и глюкозу (Г) 

 

Определение биомассы в динамике при биосинтезе такролимуса в среде VI, не содер-

жащей сорбента, осложнялось, помимо высоких концентраций крахмалов, превышающих 

предел их растворимости, содержанием в ней ряда таких нерастворимых компонентов, как 

сухие дрожжи и карбонат кальция. Результаты оценки накопления биомассы в процессе био-

синтеза FК-506 на указанной среде приведены на рисунке 25. 

Биомасса в среде VI, содержащей крахмал К2, представленный низкомолекулярными 

растворимыми полисахаридами, а также мальтодекстрин, обладающий сходным составом, 

достигала через 2-е суток культивирования максимального уровня 21,7±0,7 г/л. Впослед-

ствии наблюдали снижение биомассы до 6,7±0,1 г/л в условиях периодического культивиро-

вания и до 12,9±1,2 г/л при культивировании с подпиткой (более плавное для К2 и резкое для 

МД) (рисунок 25б, е). 

Динамика изменения биомассы S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д на среде VI, содержа-

щей высокомолекулярные крахмалы К1, К3 и К4, имела сходный вид (рисунок 25а, в, г). 

Максимальный уровень биомассы отмечался также через 2-е суток от засева и составил 

24,2±0,6 (К1) и 26,4±0,7 г/л (К3 и К4). Следует отметить, что, несмотря на использование для 

обеспечения возможности измерения биомассы в использованных средах α-амилазы, рас-

щепляющей крахмалы, нельзя полностью исключить погрешности, связанные с наличием 

остаточного крахмала, что могло привести к некоторому завышению значений в течение 

начальных этапов культивирования (первые 2-е суток). Тем не менее, проведенные исследо-

вания позволяли оценить общие закономерности изменения биомассы в процессе биосинтеза 
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такролимуса. После 2-х суток культивирования также наблюдалось снижение биомассы до 

11,2±3,2 г/л к 10-м суткам, в режиме как периодического культивирования, так и культиви-

рования с подпиткой как со 2-х, так и с 4-х суток культивирования (рисунок 25а, в, г). 

 

Рисунок 25 – Рост S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д в среде VI без сорбента в присутствии: а – 

К1, б – К2, в – К3, г – К4, д – ЖД, е – МД 
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Динамика изменения биомассы при биосинтезе такролимуса на среде, содержащей 

желтый декстрин, отличалась от динамик, полученных при использовании других изученных 

полимеризованных источников углерода: не наблюдалось существенной разницы по биомас-

се при различных режимах культивирования (рисунок 25д). 

Однако из данных по убыли РВ (рисунок 26) следовало, что, несмотря на то, что со-

став изучаемых полисахаридов, добавленных в среду VII, не влиял значительным образом на 

биомассу (рисунок 24), скорость их утилизации продуцентом зависела от их состава. 

 

Рисунок 26 – Динамика потребления S. tsukubaensis ВКМ Ac-2618Д крахмалов (К1-К4), жел-

того декстрина (ЖД), мальтодекстрина (МД) и глюкозы (Г) 

 

 Как видно на рисунке 26, низкомолекулярные субстраты (глюкоза и компоненты К2 и 

МД) утилизировались с наибольшей скоростью, а медленнее потреблялись высокомолеку-

лярные (К1, К3 и К4) и трудноусваиваемые (ЖД) субстраты. Однако характер кривых во 

всех случаях был близок. Так, в первые 12 ч наблюдали рост РВ, что свидетельствовало о 

преобладании процесса гидролиза высокомолекулярного субстрата над потреблением обра-

зовавшихся низкомолекулярных продуктов – глюкозы и мальтозы, в последующие сутки 

превалировали процессы потребления продуктов гидролиза крахмала (рисунок 26). К концу 

4-5-х суток культивирования во всех случаях скорости образования и потребления продуктов 

гидролиза крахмалов и декстринов были уравновешены, и при этом достигались близкие 

значения РВ (0,66 ± 0,19 г/л). 

Таким образом, культура эффективно росла на средах, содержавших все изученные 

полисахариды. Активный гидролиз полисахаридных субстратов в логарифмической фазе ро-

ста обеспечивал значительный прирост биомассы с достижением ее максимального уровня к 

2-м суткам культивирования. При этом более высокий уровень биомассы отмечался при вы-

ращивании на высокомолекулярных крахмалах (25-26 г/л), однако, в целом, различия макси-
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мальных значений не превышали 15%. Последующий рост сопровождался значительным 

снижением уровня биомассы. К 10-м суткам культивирования при отсутствии подпиток со-

держание биомассы снижалось до сопоставимых уровней (6-8 г/л), при этом отсутствовала 

корреляция различий количества биомассы, выращенной на средах, содержавших различные 

полисахариды, и выхода синтезируемого такролимуса. Результаты отличаются от литератур-

ных данных, описывающих корреляцию между достигаемой биомассой и продукцией вто-

ричных метаболитов (например, при биосинтезе неомицина культурой Streptomyces marinen-

sis NUV 5) (Ellaiah et al., 2004). 

Ежесуточное внесение дополнительных порций крахмалов способствовало поддержа-

нию биомассы на более высоком уровне, что наиболее отчетливо проявлялось в средах с 

низкомолекулярными полисахаридами (K2 и MД). Для них же наблюдали максимальный 

выход такролимуса (380-385 мг/л) при начале внесения дополнительных порций соответ-

ствующих полисахаридов (К2 и МД) в стационарной фазе (4-е сутки культивирования) (ри-

сунок 22). В то же время, когда дополнительные порции низкомолекулярных полисахаридов 

вносили при переходе культуры в фазу замедления роста (со 2-х суток культивирования), 

наблюдалось снижение выхода такролимуса (рисунок 22), хотя более раннее внесение под-

питок способствовало поддержанию биомассы на более высоком уровне (рисунок 25). 

На средах, содержащих высокомолекулярные крахмалы (К1, К3 и К4), достигались 

более высокие значения биомассы (25-27 г/л). Внесение дополнительных порций крахмалов 

К3 и K4 в фазе замедления роста (со 2-х суток культивирования) способствовало повыше-

нию выхода такролимуса до 500-520 мг/л, в то время как при более позднем внесении подпи-

ток эффект был менее значительным (рисунок 22). 

На основании полученных данных можно заключить, что при использовании высоко-

молекулярных крахмалов (показатель РВ – менее 1,0 г/л) наиболее целесообразно проведе-

ние процесса в режиме периодического культивирования с началом дополнительного дроб-

ного внесения добавок крахмалов при переходе культуры в фазу замедления роста (со 2-х 

суток культивирования). Для достижения высокого выхода такролимуса на средах, содер-

жащих низкомолекулярные крахмалы (показатель РВ – более 1,0 г/л), следует осуществлять 

добавки крахмалов позднее при достижении культурой стационарной фазы (с 4-х суток фер-

ментации). 

 

4.5.4 Изучение влияния источников азота 

 

 Как и в случае с источниками углерода, диапазон источников азота, используемых для 

приготовления сред для биосинтеза такролимуса, достаточно обширен. В качестве источника 
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азота, как правило, используют источники органического происхождения: соевую (Vaid & 

Narula, 2006; Kim & Park, 2008; Jung et al., 2009), перьевую (Глаголев с соавт., 2017), хлоп-

ковую (Kumar et al., 2008), гороховую муку (Глаголев с соавт., 2017), пептон (Kumar et al., 

2008; Singh & Behera, 2009), дрожжевой (Vaid & Narula, 2006; Singh & Behera, 2009) и куку-

рузный (Kim & Park, 2007; Глаголев с соавт., 2017) экстракты. Из литературы известны 

примеры использования источников неорганического азота для продукции FK-506. В част-

ности, Martínez-Castro et al. (2013) было показано положительное влияние на биосинтез 

такролимуса сульфата аммония, пептон и дрожжевой экстракт стимулировали рост проду-

цента, но при этом подавляли биосинтез. 

Нами было изучено влияние на биосинтез такролимуса штаммом S. tsukubensis ВКМ 

Ac-2618Д кукурузного и дрожжевого экстрактов, соевых муки и пептона, хлопковой муки, 

ферментативного и кислотного гидролизатов казеина. Как видно из рисунка 27а, наиболее 

активно биосинтез такролимуса культурой протекал в средах с кукурузным экстрактом. 

 

Рисунок 27 – (а) Влияние источников органического азота на биосинтез такролимуса (кон-

центрация источника в среде – 15 г/л): КЭ – кукурузный экстракт, ДЭ – дрожжевой экстракт, 

СМ – соевая мука, СП – соевый пептон, ХМ – хлопковая мука, ФГК – ферментативный гид-

ролизат казеина, КГК – кислотный гидролизат казеина. (б) Влияние концентрации кукуруз-

ного экстракта на биосинтез такролимуса 

 

Оптимальная концентрация кукурузного экстракта в среде составляла не менее 15 г/л 

(рисунок 27б). Замена кукурузного экстракта гидролизатами казеина приводила к падению 

активности на 90-92%. В средах с дрожжевым экстрактом, соевым пептоном, соевой и хлоп-

ковой мукой выход такролимуса снижался на 80-85%. 

Полученные результаты, предположительно, объясняются тем, что кукурузный экс-

тракт, по сравнению с другими изученными источниками азота, содержит до 6 раз больше 

растворимых легкоутилизируемых компонентов: негидролизованного глобулярного белка, 
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аминокислот, витаминов, а также редуцирующих сахаров (декстроза), органических кислот 

(молочная кислота), минеральных солей и др. 

В последующих экспериментах в качестве источника азота использовали кукурузный 

экстракт в концентрации 15 г/л. 

Использование минеральных аммонийных и нитратных солей в качестве источника 

азота приводило к полному подавлению ферментативной активности (данные не приводят-

ся). При внесении минеральных источников азота в качестве дополнительного источника 

азота в среду с кукурузным экстрактом отмечали снижение выхода такролимуса на 25-40% 

(рисунок 28). 

 

Рисунок 28 – Влияние минеральных источников азота при их внесении в среду, содержащую 

кукурузный экстракт (контроль), на выход такролимуса (концентрация минеральных источ-

ников азота в среде – 4 г/л) 

 

4.5.5 Влияние низших грибов на биосинтез такролимуса* 

 

В естественной среде обитания стрептомицеты продуцируют вторичные метаболиты, 

такие как антибиотики (в т.ч. такролимус), как правило, для обеспечения защиты питатель-

ных субстратов от их использования другими конкурирующими микроорганизмами, включая 

грибы. Противогрибковая активность такролимуса показана в отношении одноклеточных 

эукариотов – дрожжей, таких как Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Saccharomyces 

cerevisiae, и мицелиальных грибов Aspergillus fumigatus (Onyewu et al., 2003; Steinbach et al., 

2004; Singh & Heitman, 2004). Однако влияние низших грибов на особенности роста и вто-

ричный метаболизм стрептомицетов, продуцирующих такролимус, практически не изучено. 

 В данной части работы было изучено влияние микроскопических грибов разного так-

сономического положения на биосинтез такролимуса. 

 

* Исследования проводили в оптимизированных условиях. 
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4.5.5.1 Изучение влияния пекарских дрожжей и компонентов их клеток 

 

Дрожжи являются источником многих веществ, необходимых для развития микроор-

ганизмов: факторов роста (в т.ч. витаминов), пуринов и пиримидинов, катионов (Семенов, 

1990). 

Влияние автоклавированной биомассы целых клеток пекарских дрожжей на рост и 

биосинтез такролимуса штаммом S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д исследовали в интервале 

концентраций от 0 до 25 г/л. Оценка роста бактериальной культуры в процессе биосинтеза 

осложнялась невозможностью отделения мицелия продуцента от клеток дрожжей, поэтому 

проводили измерение общей массы. 

Как видно из рисунка 29а, биомасса достигала максимального значения на 48 ч куль-

тивирования и составляла 20 г/л в среде, содержащей 15 г/л сухих пекарских дрожжей 

(СПД); увеличение их концентрации до 20 г/л не приводило к значительному приросту био-

массы. 

 

Рисунок 29 – Влияние концентрации сухих пекарских дрожжей (а) и дрожжевого экстракта 

(б) на рост и биосинтез такролимуса культурой S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д в среде с куку-

рузным экстрактом 

 

Добавление дрожжей стимулировало биосинтез такролимуса и приводило к достиже-

нию выхода 667,5±33,4 мг/л, что было на 126% выше по сравнению со средой, не содержа-

щей дрожжи (295,0±14,8 мг/л) (рисунок 29а). Выход такролимуса коррелировал биомассой в 

средах с разными концентрациями СПД, при этом увеличение концентрации дрожжей свы-

ше 15 г/л не приводило к достоверному повышению содержания FK-506 (рисунок 29а). 

В питательных средах для культивирования бактериальных штаммов качестве источ-

ника органического азота и витаминов часто используют дрожжевой экстракт и дрожжевой 

автолизат, получаемые из дрожжевых клеток (Семенов, 1990). Было показано, что сходный 
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выход такролимуса (662,7±33,1 мг/л) достигался в среде, содержащей вполовину меньшую 

концентрацию дрожжевого экстракта (7,5 г/л) по сравнению с целыми клетками дрожжей 

(рисунок 29б). При этом наблюдали обратную зависимость между ростом и биосинтезом 

такролимуса продуцирующей культурой (рисунок 29б). 

В отличие от целых клеток сахаромицетов, представляющей собой комплекс сложных 

компонентов, как растворимых, так и нерастворимых, дрожжевой экстракт является высоко-

концентрированной фракцией водорастворимых компонентов клеток дрожжей. Таким обра-

зом, полученные результаты свидетельствовали, что компоненты дрожжевых клеток, в част-

ности, их клеточной стенки, могут оказывать различный эффект на биосинтез такролимуса. 

Для выяснения роли отдельных компонентов клеток дрожжей в биосинтезе такроли-

муса дрожжевые клетки были разрушены и фракционированы; полученные гомогенат, фрак-

ции нерастворимых (осадок) и растворимых (супернатант) компонентов использовали для 

приготовления среды биосинтеза (п. 3.3, п. 3.12). 

Как следует из рисунка 30, все фракции компонентов дрожжевых клеток положитель-

но, но в разной степени влияли на биосинтез такролимуса штаммом S. tsukubensis ВКМ Ac-

2618Д, что выражалось в 52%-ном (супернатант) и 74%-ном (осадок) увеличении его выхода. 

 

Рисунок 30 – Влияние различных фракций компонентов дрожжевых клеток S. cerevisiae 

(СПД) на продукцию такролимуса S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д среде с кукурузным экстрак-

том (15 г/л). Контроль – среда без добавления компонентов дрожжей 

 

Титр такролимуса в среде, содержавшей супернатант, составил 447,1±22,4 мг/л и был 

до 23% ниже по сравнению с выходом в среде с фракцией нерастворимых компонентов 

дрожжевых клеток (514,3±25,7 мг/л), но на 52% выше, чем в контроле – среде без добавления 

компонентов дрожжей (295,0±14,8) (рисунок 30). Полученные результаты подтверждают 

предположение о том, что поверхностные структуры дрожжей, включающие клеточные 

стенки и цитоплазматические мембраны, а также ряд других нерастворимых компонентов 

дрожжевых клеток, стимулируют биосинтез такролимуса S. tsukubensis. При этом не исклю-
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чено, что возможную сигнальную роль в активации каскада реакций биосинтеза такролимуса 

могут выполнять поверхностные компоненты клеток дрожжей наряду с тем, что дрожжи яв-

ляются признанным источником витаминов и белкового азота в составе питательных сред. 

 

4.5.5.2 Изучение влияния низших мицелиальных грибов 

 

 Исследовали влияние на биосинтез такролимуса S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д грибов 

разных порядков: A. ochraceus (Eurotiales), C. lunata (Pleosporales) и G. butleri (Mucorales), 

инактивированный мицелий которых добавляли в среду VI вместо пекарских дрожжей. 

Как видно на рисунке 31, присутствие биомассы A. ochraceus стимулировало биосин-

тез такролимуса, при этом достигнутый выход был сопоставим с полученным при использо-

вании дрожжей (633,5±31,7 и 667,5±33,4 мг/л FK-506, соответственно), что на 115% выше, 

чем в контроле. Биомасса C. lunata не оказывала влияния на продукцию такролимуса (рису-

нок 31). Присутствие биомассы мукорового гриба G. butleri, напротив, полностью подавляло 

рост стрептомицета и биосинтез такролимуса (рисунок 31). 

 

Рисунок 31 – Влияние биомассы грибов в составе среды биосинтеза на продукцию такроли-

муса S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д. Контроль – среда без биомассы низших грибов 

 

Использованные в работе низшие грибы, как известно, отличаются по химическому 

составу клеточных стенок, включающих полисахариды, гликопротеины, хитин-глюкановые 

и хитозан-глюкановые комплексы с различным соотношением хитин/глюкан и хито-

зан/глюкан. 

В соответствии с моделью строения клеточной стенки аскомицетных дрожжей (пер-

воначально созданной для S. cerevisiae и подтвержденной для C. albicans), она представляет 

собой сеть спиральных β1,3-глюкановых филаментов, в которой каждая нить трансгликози-

лирована с образованием разветвленного β1,6-глюкана. В свою очередь, этот разветвленный 
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глюкан трансгликозилирован хитином и гликозилфосфатидилинозитол-связанными белками 

(Xie & Lipke, 2010). 

В клеточной стенке дрожжей S. cerevisiae превалируют глюканы и маннаны, тогда как 

содержание хитина незначительно (не превышает 3-4%). Напротив, в клеточной стенке гри-

бов рода Aspergillus содержится до 20-22% хитина. Клеточная стенка G. butleri содержит по-

лярный положительно заряженный хитозан (Унрод и Солодовник, 2001). Предположительно, 

различия в составе клеточных стенок изучаемых низших грибов являются наиболее вероят-

ной причиной их неодинакового влияния на биосинтез такролимуса культурой стрептомице-

та. 

 Поиск в геномной последовательности штамма S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д выявил 

наличие генов, кодирующих гликозил-гидролазы (EC 3.2.1), осуществляющие гидролиз глю-

канов и хитина, тогда как гены ферментов, способных расщеплять хитозан, в геноме не об-

наружены. 

Отсутствие роста штамма S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д в среде, содержащей инакти-

вированную биомассу G. butleri, может свидетельствовать об антагонистической активности 

мицелия этого мукорового гриба. Культура G. butleri, принадлежащая к филуму Zygomycetes, 

является важным промышленным продуцентом хитозана (другим источником хитозана явля-

ется панцирь креветок, но, несмотря на доступность, хитозан из панциря ракообразных прак-

тически всегда содержит аллергенный белок, и его клиническое применение поэтому огра-

ничено). Штаммы G. butleri способны производить свыше 730 мг/л хитозана (Babu et al., 

2015). Было показано, что гидроглутамат хитозана проявляет антагонистический эффект 

против бактерий Escherichia coli V517, Staphylococcus aureus MF-31 и дрожжей Saccharomy-

ces cerevisiae, полностью инактивируя вышеуказанные микроорганизмы уже при 2-минутной 

экспозиции (Papineau et al., 1991). Антибактериальный эффект растворимого хитозана был 

описан для оральных патогенов Streptococcus mutans и Lactobacilli brevis (Chen & Chung, 

2012). Хитозан (1 г/л) из Aspergillus niger и Mucor rouxii ингибировал рост Salmonella typhi-

murium (Wu et al., 2005). Чувствительность различных организмов к хитозану снижается в 

следующем порядке: дрожжи и грибы > грамположительные бактерии > грамотрицательные 

бактерии (Badawy & Rabea, 2011). Вероятно, содержащийся в клеточной стенке G. butleri хи-

тозан мог ингибировать рост и, соответственно, биосинтез такролимуса S. tsukubensis ВКМ 

Ас-2618Д. 
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4.5.5.3 Изучение влияния эргостерина 

 

Эргостерин – один из основных компонентов в цитоплазматической мембране раз-

личных низших эукариотов. Его весовое содержание варьирует от 0,2-0,5% до 11% (Lippert 

Hirsch, 2011). Структура всех стеринов, включая эргостерин, основана на насыщенном тет-

рациклическом предшественнике – углеводороде стеране. Стеран найден в осадочных поро-

дах, возраст которых составляет более 1,8 млрд. лет; благодаря этому биомаркеру, характер-

ному только для эукариотических клеток, стало возможным определение времени возникно-

вения эпохи эукариотов (Rasmussen et al., 2008). 

Эргостерин низших эукариотов, как известно, служит сигнальной молекулой, запус-

кающей каскад реакций биосинтеза ряда антибиотиков и фунгицидов (Mendes et al., 2007). 

Нами было изучено влияние эргостерина на биосинтез такролимуса S. tsukubensis отдельно и 

в комбинации с клетками дрожжей (для оценки возможного синергетического эффекта). Во 

всех случаях наблюдали отсутствие влияния или слабый отрицательный эффект эргостерина 

на биосинтез такролимуса S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д, что свидетельствовало о том, что 

выявленный стимулирующий эффект присутствия эукариотических клеток на биосинтез 

такролимуса не связан с эргостерином (рисунок 32). Влияние эргостерина на рост культуры 

также не было выявлено. 

 

Рисунок 32 – Влияние эргостерина на продукцию такролимуса S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д: 

СПД – сухие пекарские дрожжи, ЭН – эргостерин. Контроль – среда без СПД 

 

Таким образом, результаты данной части исследования свидетельствуют о том, что 

присутствие клеток низших грибов или их компонентов в среде культивирования оказывает 

влияние на биосинтез такролимуса. Эффект зависит от вида низших грибов и опосредован, 

главным образом, составом их клеточных стенок, но не зависит от эргостерина. 
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4.5.6 Изучения влияния микроэлементов и аминокислот 

 

Необходимыми компонентами питательных сред для обеспечения эффективного био-

синтеза многих антибиотиков и других вторичных метаболитов являются магний, фосфор, 

калий, сера, кальций, медь, железо, марганец и цинк, выполняющие в клетке разнообразные 

функции (Bader, 1986). 

Внесение в среду ионов металлов осуществляли в виде солей: MgSO4, MnSO4, ZnSO4, 

FeSO4 (п. 3.4). В предварительных экспериментах нами были определены их оптимальные 

концентрации (г/л): MgSO4 – 0,5, MnSO4 – 0,05, ZnSO4 – 0,03, FeSO4 – 0,05. Добавление этих 

солей способствовало повышению выхода такролимуса от 23 до 30% (рисунок 33). Макси-

мальный эффект был отмечен при добавлении MnSO4. 

При совместном внесении в среду указанных солей содержание целевого продукта 

увеличивалось на 24-30%, таким образом, кумулятивный эффект не был выявлен. 

 

Рисунок 33 – Биосинтез такролимуса в присутствии солей металлов в оптимальных концен-

трациях 

 

Ранее было показано, что биосинтез такролимуса более эффективно протекает в при-

сутствии в среде лизина (Martínez-Castro et al., 2013). L-лизин является предшественником 

пипеколиновой кислоты, включение которой происходит на завершающих этапах биосинтеза 

и приводит к циклизации макролидного кольца с образованием промежуточного соединения 

– пре-такролимуса. Добавление лизина на 3-и сутки культивирования в концентрации 5 г/л 

способствовало увеличению выхода FK-506 более чем на 20% (от 63,8 до 75,3 мг/л). 

 

4.5.7 Способы предотвращения деградации такролимуса продуцентом 

 

В ходе предварительных экспериментов было установлено, что накопление такроли-

муса при его биосинтезе культурой S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д сменялось его убылью при 
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продолжительном культивировании, что согласуется с данными, полученными Kim et al. 

(2009). 

В среде, содержащей крахмал, кукурузный экстракт и клетки дрожжей, в течение пер-

вых 2-х суток накапливалось до 25 мг/л такролимуса. В последующие 2-е суток содержание 

макролида достигало 70 мг/л. Наиболее активно биосинтез такролимуса протекал в период 

от 4-х до 6-х суток, выход FK-506 достигал 150 мг/л. В последующий период отмечали ак-

тивную деструкцию макролида (рисунок 34). 

 

Рисунок 34 – Динамика накопления такролимуса штаммом S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д 

 

В связи с этим для увеличения выхода такролимуса необходимо решение проблемы 

деградации макролида продуцентом. 

 

4.5.7.1 Дополнительное внесение источника углерода 

 

При изучении динамики потребления крахмала продуцентом было показано, что его 

активное использование растущей культурой происходит уже в 1-е сутки культивирования и 

продолжается до 5-х суток (период активного синтеза такролимуса). Синтез макролида на 6-

7-е сутки культивирования прекращался в связи с истощением в среде крахмала, и начинался 

процесс его активной деградации. Данные по убыли крахмала в динамике биосинтеза такро-

лимуса представлены в таблице 12. 

 

Таблица 12 – Содержание связанной и свободной глюкозы в среде в динамике биосинтеза 

такролимуса культурой S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д 

Время, сут Глюкоза из гидролизованного крахмала, 

г/л 

Глюкоза свободная, 

г/л 
0 63,71 5,95 

2 37,53 0,22 

4 8,96 0,24 
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5 1,26 след. кол-ва 

6 0,81 след. кол-ва 

 

Время истощения источника углерода в среде биосинтеза коррелировало с началом 

активной деструкции такролимуса. Таким образом, было сделано предположение, что веро-

ятной причиной деструкции FK-506 является исчерпание источника углерода в среде. 

В среду биосинтеза, содержащую 75 г/л крахмала, в период истощения источника уг-

лерода (4-е сутки культивирования) дробно вносили стерильный раствор крахмала до его ко-

нечной концентрации 5,4 г/л. Однако порционное добавление раствора крахмала в среду 

приводило к незначительному увеличению выхода такролимуса, но не повлияло на его по-

следующую деградацию культурой (рисунок 35). 

 

Рисунок 35 – Накопление такролимуса в среде при дробном добавлении раствора крахмала 

 

4.5.7.2 Добавление сорбентов 

 

Другой способ устранения деструкции такролимуса был основан на применении сор-

бентов. В работе были использованы 7 сверхсшитых макропористых сорбентов: XAD-4, 

XAD-7НР, XAD-16, SP-207, HP-20, HP-21 и HP2MG (п. 3.4), отличающиеся химической 

структурой и размером пор, предназначенные для сорбции гидрофобных соединений (бел-

ков, антибиотиков, поллютантов, ароматических соединений и др.). Некоторые свойства ука-

занных сорбентов представлены в таблице 13. 
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Таблица 13 – Характеристики сорбентов, использованных для устранения деградации такролимуса 

Сорбент Матрица Структурная формула Размер пор, Å Применение 

XAD-4 Стирол, дивинилбензол 

 

50 
Небольшие гидрофобные соединения, 

сурфактанты, гербициды, пестициды 

XAD-7 НР Метилметакрилат-дивинилбензол 

 

90 
Соединения с мол. весом до 60000, белки, 

антибиотики 

XAD-16 Стирол, дивинилбензол 

 

100 

Гидрофобные соединения, органические 

молекулы с мол. весом до 40000; белки, 

антибиотики, стероиды 

SP-207 

Полистирол с включением 

остатков брома в ароматические 

кольца 
 

110 
Высоко гидрофильные органические со-

единения 

НР-20 Стирол, дивинилбензол 

 

290 Полипептиды, белки, полифенолы 
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НР-21 Стирол, дивинилбензол 

 

110 Полипептиды, белки, полифенолы 

НР2MG Метакриловый эфир 

 

250 
Сильно гидрофобные органические со-

единения и белки 

 

Таблица 14 – Влияние концентрации сорбента на выход такролимуса (10 суток культивирования)  

Концентрация, г/л 

                                 Сорбент 

FK-506, мг/л 

XAD-4 XAD-7 НР XAD-16 SP-207 

20 135,2±9,1 172,8±10,5 147,8±10,3 172,1±8,8 

40 225,3±11,3 276,4±13,6 242,3±9,9 273,3±12,5 

60 233,8±10,9 279,8±13,2 240,5±12,2 274,5±10,0 

Контроль (без сорбента) 53,1±2,7 
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В результате предварительных экспериментов были отобраны следующие сорбенты: 

ХАD-4, ХАD-7 НР, ХАD-16 и SP-207. Использование указанных сорбентов приводило к до-

стижению выхода такролимуса в среде V выше 200 мг/л. Сорбенты типа ХАD входят в груп-

пу неионных макропористых сорбентов, включающих два разных сополимера, характеризу-

ющихся значительным свободным пространством внутри гранул сополимера, не заполнен-

ного полимерной массой, и развитой внутренней удельной поверхностью (Лубенцова, 2016). 

Сорбент SP-207 синтезируется на основе полистирола с включением остатков брома в аро-

матические кольца (каталог «Mitsubishi chemical corporation», Япония). Данные сорбенты об-

ладают сродством к гидрофобным соединениям, в т.ч. такролимусу. 

Влияние указанной группы сорбентов изучали в ряду концентраций: 20, 40 и 60 г/л. 

Было показано, что они обеспечивают сорбцию такролимуса (а также его близкого аналога – 

аскомицина) с полным устранением его деструкции в концентрации 40 г/л (таблица 14). 

В отсутствие сорбента после 7 суток биосинтеза наблюдали активную деструкцию 

такролимуса. Добавление сорбента ХАD-4 нивелировало проблему деградации макролида, 

при этом его содержание увеличилось в 4,2 раза за 10 суток культивирования по сравнению с 

контролем (без сорбента) (рисунок 36). 

 

Рисунок 36 – Биосинтез такролимуса в присутствии сорбента XAD-4 

 

В среде VI выход такролимуса более чем в 10 раз превышал его содержание в среде 

без сорбента и в 2,5 раза – в контроле с сорбентом XAD-4 (рисунок 37). Активное накопле-

ние макролида продолжалось в течение 10 суток. Выход такролимуса достигал 560 мг/л. 

Проведение процесса биосинтеза такролимуса в среде VI в присутствии сорбентов ХАD-16 и 

ХАD-7 НР позволило увеличить выход до 580-630 мг/л и 680-700 мг/л, соответственно; сор-

бент SP-207 увеличивал выход такролимуса до количеств, близких с таковыми для сорбента 

ХАD-7 НР. Таким образом, суммарным итогом оптимизации продуктивной среды явилось 

увеличение выхода такролимуса с 53,1 до 690 мг/л (рисунок 37). 
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Рисунок 37 – Повышение выхода такролимуса в ходе оптимизации состава продуктивной 

среды 

 

 Таким образом, в результате проведенных исследований было показано, что биосин-

тез такролимуса с применением штамма S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д (диссоциант Д2) 

наиболее активно протекает при температуре 24-26°С, при pH 6,5-7,5, в условиях интенсив-

ной аэрации (при коэффициенте заполнения колбы средой 6,7%) в сложных питательных 

средах, содержащих растворимый крахмал, кукурузный экстракт, дрожжевые клетки, соли 

марганца, лизин и рамнозу, в режиме периодического культивирования с подпиткой. Повы-

шению выхода такролимуса способствует ведение процесса в присутствии полимерных сор-

бентов XAD и SP, предотвращающих нежелательную деструкцию продукта. На рисунке 38 

представлена кривая роста штамма S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д в оптимизированных усло-

виях биосинтеза. 

 

Рисунок 38 – Кривая роста штамма S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д в динамике биосинтеза 

такролимуса в оптимизированных условиях 
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4.6 Разработка биотехнологического способа получения такролимуса 

штаммом S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д 

 

 Изложенные выше результаты экспериментов по оптимизации состава среды и усло-

вий синтеза такролимуса S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д в колбах были использованы при 

масштабировании биопроцесса. Оптимизация процесса биосинтеза такролимуса в лабора-

торных биореакторах включала коррекцию состава среды, выбор режимов ферментации 

(рО2, рН, условия перемешивания). Была разработана схема выделения и очистки целевого 

продукта. 

Как следует из результатов, приведенных в разделе 4.5, способ получения такролиму-

са в оптимизированных условиях культивирования с использованием штамма Streptomyces 

tsukubensis ВКМ Ас-2618Д позволяет достигать в колбах 700 мг/л целевого продукта (макси-

мально – 980 мг/л). 

Проведено масштабирование процесса биосинтеза такролимуса от уровня колб до ла-

бораторных биореакторов (использовали биореактор АНКУМ-2М объемом 10 л). В процессе 

масштабирования столкнулись со сложностями, обусловленными высокой концентрирован-

ных растворов крахмала, применяемых в качестве добавок, при использовании стандартного 

ферментационного оборудования. При этом наблюдали снижение количеств синтезируемого 

такролимуса до 549,8 мг/л. С целью решения данных проблем была проведена дальнейшая 

оптимизация способа получения такролимуса. Разработанный микробиологический способ 

получения такролимуса защищен патентом РФ 2722699 (2020). 

 

4.6.1 Оптимизация состава среды 

 

Как показали предварительные результаты, использование вязких растворов крахмала 

в качестве добавок приводит к трудностям в работе с технологическим оборудованием. 

Использование растворов декстринов, обладающих в сравнении с крахмалами более 

высокой текучестью, позволяет решить эту проблему. 

Изучали влияние добавок мальтодекстрина, палевого и желтого декстрина на биосин-

тез такролимуса в среде VI, содержащей высокомолекулярный крахмал К1. Подпитку сте-

рильными 9%-ми растворами соответствующих декстринов осуществляли до конечной кон-

центрации 5,4 г/л ежесуточно со 2-х по 7-е сутки культивирования. Было показано, что 

наиболее интенсивно биосинтез протекает в среде с добавками палевого декстрина. Содер-

жание такролимуса в среде (без относительно дорогостоящей рамнозы) достигало 801,5±15,0 

мг/л (рисунок 39). 



104 
 

 

Рисунок 39 – Влияние подпитки растворами декстринов на биосинтез такролимуса 

S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д в колбах: К1 – крахмал (контроль), ЖД – желтый декстрин, МД 

– мальтодекстрин, ПД – палевый декстрин 

 

В экспериментах по проведению процесса биосинтеза такролимуса в ферментерах 

был использован сорбент SP-207. При одинаковой эффективности в отношении сорбции FK-

506, сорбент SP-207, по сравнению с XAD-7 НР, характеризуется повышенной насыпной 

плотностью ~1,12 раза, что приводит к его более быстрому осаждению и, тем самым, значи-

тельно упрощает последующую процедуру его отделения от биомассы продуцента. 

Используя в качестве основы полученные данные, была проведена оптимизация био-

синтеза такролимуса в биореакторах. 

 

4.6.2 Оптимизация режима ферментации 

 

Оптимизация режима ферментации включала оптимизацию концентрации растворен-

ного кислорода, перемешивания, поддержания рН, скорости подачи воздуха. На начальных 

этапах (до 10-12 ч) с целью обеспечения максимальной сохранности мицелиальной структу-

ры продуцента ферментацию осуществляли при 450 об/мин, концентрацию растворенного 

кислорода поддерживали на уровне не менее 60%, путем подачи воздуха в биореактор. Далее 

постепенно увеличивали скорость перемешивания (до 1000 об/мин) и скорость подачи воз-

духа (от 1 до 10 л/мин). Уровень pH поддерживали в диапазоне 6,8-7,2. После снижения ды-

хательной активности культуры (после 48 ч) подачу воздуха постепенно снижали (от 10 до 2 

л/мин); с 8 по 10 сутки снижали скорость вращения мешалки до 400-450 об/мин. В таблице 

15 представлены результаты по выходу такролимуса в биореакторах, полученные с исполь-

зованием описанного выше режима ферментации (обозначен как режим I). 
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Таблица 15 – Биосинтез такролимуса S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д в ферментерах АНКУМ-

2М в режиме культивирования I 

 
№ ферментации 

1 2 3 4 5 

FK-506, мг/л 608,6 633,2 636,4 595,0 626,4 

Среднее значение, мг/л 620,0±17,6 

 

Используя полученные результаты, процесс оптимизировали и режим ферментации 

упростили для его последующей реализации в аппаратах большего объема: скорость пере-

мешивания – 600 об/мин первые 12 ч, 800 об/мин в промежутке 12-24 ч, 1000 об/мин после 

24 ч и до окончания биосинтеза; аэрация – 6 л/мин первые 12 ч, 8 л/мин после 12 ч и до 

окончания биосинтеза; длительность биосинтеза – 10 суток; при этом концентрация раство-

ренного кислорода составляла около 60% в течение 48 ч, с последующим снижением до 30% 

и ниже. В таблице 16 представлены результаты по содержанию такролимуса в ферментерах, 

полученные с использованием описанного выше режима культивирования (обозначен как 

режим II). 

 

Таблица 16 – Биосинтез такролимуса S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д в ферментерах АНКУМ-

2М в режиме культивирования II 

 
№ ферментации 

1 2 3 4 5 

FK-506, мг/л 670,6 637,7 706,3 774,9 716,1 

Среднее значение, мг/л 701,1±51,6 

 

Процесс биосинтеза в описанном режиме (II) представлен на рисунке 40. 

Морфологические изменения в структуре клеток S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д и ком-

понента питательной среды – инактивированных дрожжей Saccharomyces cerevisiae в дина-

мике биосинтеза такролимуса показаны на рисунке 41. 
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Рисунок 40 – Биосинтез такролимуса S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д 

в 10 л ферментере АНКУМ-2М 

 

 

Рисунок 41 – (I) Морфологические изменения в мицелии S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д при 

биосинтезе такролимуса в режиме периодического культивирования с подпиткой: а – 1 сутки 

(гифы с ровным профилем контура без значимых признаков деструкции), б – 6 суток (смена 

гифами цилиндрической конфигурации на извилистую, утрата четкости их границ и плотно-

сти цитоплазмы, пустые оболочки гиф); в – 10 суток (искривление профиля гиф, утрата жиз-

неспособности большей части мицелия). (II) Деструкция клеток дрожжей при биосинтезе 

такролимуса культурой S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д: а – 1 сутки, б – 10 суток (сканирующая 

электронная микроскопия, длина масштабной линейки – 5 мкм) 
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Полученные результаты по достигаемому выходу такролимуса на микробиологиче-

ской стадии являются сопоставимыми с российским аналогом и превышают некоторые из-

вестные мировые аналоги (таблица 17). 

 

Таблица 17 – Сравнение достигнутого титра такролимуса на микробиологической стадии 

с известными мировыми аналогами 

Штамм Такролимус, 

мг/л 
Ссылка 

S. clavuligerus CKD1119 350 Kang et al., 2005 

S. tacrolimicus ATCC 55098 330 Vaid & Narula, 2006 

S. tsukubaensis NRRL 18488 310 Kumar et al., 2008 

Streptomyces sp. 4908CGMCCNo.1288 385 Zhu & Mo, 2016 

S. tsukubaensis Т 44-7 750 Глаголев с соавт., 2017 

S. tsukubaensis NRRL 18488 324 Wen et al., 2018 

S. tsukubaensis CGMCC No. 0083 1082,81 Hu et al., 2018 

S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д 701,1±51,6 Данная работа 

 

4.6.3 Выделение и очистка такролимуса 

 

Как было указано ранее, процесс биосинтеза такролимуса сопровождается нежела-

тельным образованием его близких структурных аналогов, в связи с чем актуальной пробле-

мой являлись выделение и очистка такролимуса до показателей, соответствующих требова-

ниям действующей фармакопеи. 

Нами был разработан новый метод выделения и очистки такролимуса, включающий 

оптимизацию всех стаций процесса. Нижеописанный метод защищен патентом РФ 2694354 

(2019). 

Эта часть работы была выполнена в сотрудничестве с коллективом Кафедры химиче-

ской энзимологии Химического факультета МГУ имени М.В. Ломоносова под руководством 

д.х.н. С.М. Староверова. 

 

4.6.3.1 Экстракция такролимуса из культуральной жидкости 

 

Первый этап очистки представляет собой экстракцию такролимуса и его аналогов из 

культуральной среды органическими растворителями с последующей сорбцией целевого ве-

щества на неионогенном сорбенте (Cabri et al., 2006; Cvak et al., 2006; Keri et al., 2006). 
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В данной работе для биосинтеза такролимуса использовали среду, содержащую гид-

рофобный полимерный сорбент SP-207 в концентрации 40 г/л, в связи с чем сорбция целево-

го вещества происходит во время культивирования. Это позволило упростить процесс извле-

чения такролимуса из среды по завершении биосинтеза. 

Сорбент SP-207 может быть возвращен в цикл в результате регенерации. Установле-

но, что потери такролимуса при использовании сорбента, прошедшего 3 цикла регенерации, 

составляют не более 1%. 

 

4.6.3.2 Первичная очистка такролимуса 

 

На второй стадии происходит удаление балластных компонентов, в частности, сильно 

окрашенных соединений. Как правило, данный этап выполняют в режиме нормально-

фазовой жидкостной хроматографии (НФ ЖХ) на сорбентах на основе силикагеля или окси-

да алюминия с использованием в качестве подвижной фазы смеси гексан/этилацетат или гек-

сан/ацетон (Cabri et al., 2006; Cvak et al., 2006; 2007; Keri et al., 2006; Choi et al., 2009). Одна-

ко для данных сорбентов показана невозможность регенерации и, как следствие, повторного 

использования. 

В настоящей работе предварительную очистку такролимуса проводили на регенери-

руемых сорбентах на основе полиметилметакрилата (HP2MG) и модифицированного диоль-

ной фазой кремнезема (Диасорб-100-Диол). Данные сорбенты были выбраны исходя из их 

близкого к силикагелю и оксиду алюминия сорбционно-хроматографического поведения. 

Были оптимизированы концентрации и объемы промывочного и элюирующего рас-

творов изооктан/ацетон для сорбентов HP2MG и Диасорб-100-Диол. Предложена следующая 

схема предварительной очистки: такролимус в толуоле наносили на сорбент, затем последо-

вательно промывали изооктаном (2 объема колонки), 10 % об. ацетоном в изооктане (2 объе-

ма колонки) и элюировали 30 % об. ацетоном в изооктане (2 объема колонки). Нагрузка по 

такролимусу для обоих сорбентов составляла 5 мг/мл. Выход целевого продукта составил 80 

и 85% для сорбентов Диасорб-100-Диол и HP2MG, соответственно. 

Для последующей работы был выбран сорбент HP2MG. 

 

4.6.3.3 Финишная очистка такролимуса 

 

Третий этап необходим для отделения близкородственных аналогов такролимуса, ос-

новными из которых являются аскомицин и дигидротакролимус. Данная стадия является 

ключевой, так как ее производительность и затраты на очистку единицы продукции вносят 
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наибольший вклад в эффективность всей схемы выделения и получения конечного продукта. 

Как правило, разделение близкородственных примесей реализуется в режиме НФ ВЭЖХ с 

использованием силикагелей, импрегнированных ионами серебра (Cabri et al., 2006; Keri et 

al., 2006; Cvak et al., 2006; 2007; Kumar & Mitra, 2007), либо ионов серебра, которые добав-

ляют непосредственно в элюент (Cabri et al., 2006). Данный вариант очистки является наибо-

лее эффективным с точки зрения селективности и обеспечивает большую нагрузку и выход 

целевого компонента. Однако такие сорбенты имеют существенный недостаток – смывание 

серебра в процессе проведения разделения, что приводит к потере сорбентом сорбционно-

хроматографических свойств (Cvak et al., 2007; Kumar & Mitra, 2007). 

В работе были использованы сульфокатиониты на основе полиметилметакрилата 

(Relisorb SP 400/SS, Диасфер-АК-СП-100), стирола-дивинилбензола (DOWEX 50WX8) и си-

ликагеля (Диасорб-60-СП, Диасорб-100-Сульфо). Результаты препаративного разделения 

такролимуса и его аналогов на указанных сорбентах представлены на рисунке 42. 

Наиболее высокую селективность в разделение такролимуса и его аналогов показали 

сорбенты Диасорб-60-СП (рисунок 42г, д) и Диасорб-100-Сульфо (рисунок 42е). 

Для сорбента Диасорб-100-Сульфо высокая селективность была достигнута при ис-

пользовании в качестве элюента ацетона. При нагрузке 8 мг/мл и скорости потока 2,35 объе-

ма колонки в 1 ч выход целевого вещества составил 70%, степень очистки продукта – 96,7%, 

производительность – 2,95 мг такролимуса/(мл сорбента × ч) (рисунок 42е). 

Для сорбента Диасорб-60-СП выявлены следующие оптимальные условия разделения 

такролимуса от примесей. При использовании в качестве элюента 100% ацетона (нагрузка 

10,5 мг/мл, поток 3,5 объема колонки в час) в двух объемах колонки элюировались только 

аналоги такролимуса. Для элюирования такролимуса необходима добавка ацетонитрила в 

ацетон (не менее 5 % об.). При 30 % об. ацетонитрила такролимус элюировался в следующих 

двух объемах колонки (рисунок 42г). Таким образом, отделение такролимуса от аналогов 

можно провести даже в сорбционном режиме. Производительность данного метода состави-

ла 8,35 мг такролимуса/(мл сорбента × ч), что в 28 раз эффективнее процесса разделения на 

цианосеребряных сорбентах (Cvak et al., 2007), которые считаются наиболее эффективными 

из импрегнированных сорбентов. 

Процесс очистки такролимуса на сорбенте Диасорб-60-СП реализован также и в ре-

жиме проточной хроматографии (рисунок 42д). При изократическом элюировании в системе 

5 % об. ацетонитрила в ацетоне, нагрузке 8,8 мг/мл и скорости потока 2,55 объема колонки в 

1 ч выход целевого вещества составил 80%. Производительность метода составила 7,04 мг 

такролимуса/(мл сорбента × ч), чистота целевой фракции – 96,2% (сумма площадей пиков 

такролимуса, С19-эпимера такролимуса и такролимуса-открытое кольцо). 
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Рисунок 42 – Хроматограммы препаративного разделения такролимуса и его аналогов на 

сорбентах Relisorb SP 400/SS (а), Диасфер АК-СП-100 (б), DOWEX 50 WX8 (в), Диасорб-60-

СП (г), Диасорб-60-СП в хроматографическом режиме (д), Диасорб-100-Сульфо (е); FK-506 – 

такролимус, FK-506D – дигидротакролимус, FK-520 – аскомицин 

 

Таким образом, при разделении такролимуса и его аналогов сорбенты Диасорб-60-СП 

и Диасорб-100-Сульфо проявляли одинаково высокую селективность по отношению к такро-
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лимусу, несмотря на различия в химическом строении лиганда. Меньшая эффективность 

процесса разделения на сорбенте Диасорб-100-Сульфо, по сравнению с сорбентом Диасорб-

60-СП, предположительно, объясняется большим размером частиц данного сорбента (63-200 

и 50-70 мкм, соответственно). Однако только для сорбента с сульфопропильными группами 

была обнаружена уникальная селективность к такролимусу в чистом ацетоне, что позволяет 

отделять его от аналогов в сорбционном режиме. 

 

4.6.3.4 Получение такролимуса фармакопейного качества 

 

Четвертой, завершающей стадией очистки такролимуса, является его кристаллизация 

из водно-органических смесей, что приводит к получению целевого продукта в правильной 

конформации. 

После кристаллизации такролимус соответствовал требованиям фармакопеи по хро-

матографической чистоте продукта – 99,3% (таблица 18, рисунок 43). 

 

Таблица 18 – Качественный и количественный состав кристаллов такролимуса 

Компонент Содержание, % Критерий приемле-

мости, % (USP) 

Такролимус 

99,3 (суммарно с 

С19-эпимером 

такролимуса 99,8) 

98-102 

С19-эпимер такролимуса 0,5 не нормируется 

Аскомицин (+ неидентифицированное 

соединение) 

 

0,2 0,5 

С19-эпимер аскомицина не обнаружен 0,1 

С8-эпимер такролимуса не обнаружен 0,15 

С8-пропил-аналог такролимуса не обнаружен 0,15 

Такролимус-открытое кольцо не обнаружен не нормируется 

Десметилтакролимус не обнаружен 0,1 

Общее количество нормируемых и 

неидентифицированных примесей 
0,2 1,0 
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Рисунок 43 – ВЭЖХ-профиль кристаллов такролимуса: 1 – такролимус, 2 – С19-эпимер 

такролимуса, 3 – аскомицин 

 

Суммарный выход очищенного кристаллического продукта составил более 50%, что 

превышает известные мировые аналоги в 1,7-2,5 раза. 

Таким образом, разработана схема выделения и очистки такролимуса со значительно 

возросшей производительностью на ключевой стадии процесса при соблюдении требований 

по чистоте, предъявляемых к субстанции такролимуса. Использование бромированного сти-

рол-дивинилбензольного сорбента SP-207 с повышенной плотностью на стадии биосинтеза 

позволило упростить стадию выделения такролимуса из культуральной среды и перевести ее 

в технологический режим за счет возможности многократной регенерации сорбента и воз-

врата его в производственный цикл. На стадии первичной очистки показана возможность ис-

пользования регенерируемых сорбентов на основе метилметакрилата (HP2MG) и химически 

модифицированного силикагеля. Применение на стадии финишной очистки сорбентов с си-

ликагелевой матрицей с привитыми сульфопропильными группами, модифицированными 

ионами серебра – Диасорб-60-СП и Диасорб-100-Сульфо, приводит к достижению высокой 

селективности и производительности процесса. 

Таким образом, разработана технология полного цикла производства такролимуса с 

использованием культуры Streptomyces tsukubensis ВКМ Ас-2618Д. На этапе микробиологи-

ческого синтеза достигается титр такролимуса 70152 мг/л с использованием типового фер-

ментационного оборудования (RU 2722699, 2020). Помимо этого, технология предусматри-

вает многократное повторное использование сорбентов как на микробиологическом этапе, 

так и на стадии химической очистки (замкнутый цикл). В результате использования сорбен-

тов с уникальными свойствами (RU 2694354, 2019) на стадии химической очистки достига-
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ется высокий выход (50%) такролимуса фармакопейной чистоты (99,8%). Созданная техно-

логия полного цикла получения такролимуса является конкурентоспособной и может быть 

использована для организации производства фармацевтической субстанции такролимуса. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

В результате проведенных исследований охарактеризованы два новых такролимус-

продуцирующих штамма – Streptomyces tsukubensis ВКМ Ас-2618Д и Streptomyces tsukubensis 

Т60. Штамм S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д обладает более высокой биосинтетической актив-

ностью. При изучении диссоциации штамма S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д выявлены крите-

рии селекции его наиболее активных диссоциантов и определены условия их поддержания в 

стабильно активном состоянии – хранение культуры в 50%-м глицерине при -70°С. 

Установлены условия, обеспечивающие наиболее активный биосинтез такролимуса 

штаммом S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д. Наиболее интенсивно синтез макролида протекал в 

богатой питательной среде с крахмалом, органическим источником азота и клетками 

дрожжей в режиме периодического культивирования с подпиткой в аэрируемых условиях 

при температуре 24-26°С и рН среды 6,8-7,5. Добавление в ферментационную среду поли-

мерных сорбентов обеспечивает устранение нежелательной деструкции такролимуса. 

Впервые выявлена связь между составом, физико-химическими свойствами крахма-

лов и эффективностью биосинтеза такролимуса. Разработаны подходы к повышению эффек-

тивности биосинтеза при использовании различных типов крахмалов. Впервые исследовано 

влияние дрожжей и низших грибов разного таксономического положения на биосинтез 

такролимуса. Установлено, что основное влияние на биопроцесс оказывают поверхностные 

клеточные структуры. Низшие грибы, содержащие в клеточной стенке преимущественно 

глюканы и маннаны, а также хитин положительно влияют на биосинтез такролимуса. 

Разработан и масштабирован до уровня лабораторных ферментеров способ получения 

такролимуса, позволяющий достигать до 775 мг/л целевого продукта (способ защищен Па-

тентом РФ 2722699). Разработан метод выделения и очистки субстанции такролимуса до 

фармакопейной чистоты (99,8%) с выходом целевого продукта более 50%.  

Таким образом, разработан прототип технологии полного цикла для производства вы-

соковостребованной фармацевтической субстанции такролимуса. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. На основании комплексного изучения морфофизиологических, биохимических и геноти-

пических признаков штаммы Streptomyces sp. ВКМ Ас-2618Д и Streptomyces sp. Т60 отне-

сены к виду Streptomyces tsukubensis. Наиболее активным продуцентом такролимуса яв-

ляется S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д. Выявлен его диссоциант, обеспечивающий макси-

мальный уровень продукции макролида, и оптимизированы условия его поддержания в 

активном состоянии. Расшифрована полная геномная последовательность штамма, пока-

зано наличие в геноме кластера из 26 генов биосинтеза такролимуса; 

2. Использование богатых крахмалосодержащих питательных сред, содержащих целые 

инактивированные клетки дрожжей, в условиях интенсивной аэрации при температуре не 

выше 26°С способствует повышению эффективности биосинтеза такролимуса. Добавле-

ние в среду полимерных сорбентов устраняет нежелательную деструкцию целевого по-

ликетида при ферментации и облегчает процедуру его последующего выделения; 

3. Впервые выявлена связь между составом, физико-химическими свойствами крахмалов и 

эффективностью биосинтеза такролимуса. Применение высокомолекулярных крахмалов 

с разветвленной структурой обеспечивает достижение более высокого выхода такроли-

муса в сравнении с линейными низкомолекулярными полисахаридами при сходных пока-

зателях роста S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д; 

4. Впервые исследовано влияние дрожжей и низших мицелиальных грибов разного таксо-

номического положения на биосинтез такролимуса. Стимулирующий эффект низших эу-

кариотов преимущественно связан с полисахаридным составом клеточных стенок; 

5. Разработан и масштабирован до лабораторно-технологического уровня способ микро-

биологического синтеза такролимуса, обеспечивающий выход целевого продукта до 775 

мг/л; разработан метод выделения и очистки субстанции такролимуса с получением кри-

сталлического продукта фармакопейной чистоты (99,8%) с выходом более 50%, что зна-

чительно превосходит известные мировые аналоги. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

АГЕ – ангидроглюкозная единица 

АПБ – ацил-переносящий белок 

АТФ – аденозинтрифосфат 

ВКМ – Всероссийская Коллекция Микроорганизмов 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография (НФ ВЭЖХ – нормально-фазовая 

ВЭЖХ) 

Да – дальтон 

ДМСО – диметилсульфоксид 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

КоА – коэнзим А 

КОЕ – колониеобразующие единицы 

НАДФН – никотинамидадениндинуклеотидфосфат 

ПГК – программированная гибель клеток 

п.н. – пары нуклеотидов (т.п.н. – тысяча п.н.; м.п.н. – миллион п.н.) 

ПФП – пентозофосфатный путь 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

РВ – редуцирующие вещества 

РНК – рибонуклеиновая кислота (мРНК – матричная РНК; нкРНК – некодирующая РНК; 

рРНК – рибосомальная РНК) 

СЭМ – сканирующая электронная микроскопия 

ТСХ – тонкослойная хроматография 

УФ – ультрафиолет 

ЦТАБ – цетилтриметиламмонийбромид 

ЦТК – цикл трикарбоновых кислот 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 

ANI – average nucleotide identity (средняя идентичность нуклеотидов) 

dDDH – digital DNA-DNA hybridization (цифровая ДНК-ДНК гибридизация) 

DFBA – dynamic flux balance analysis (динамический анализ баланса потоков) 

DHCHC – (4R,5R)-4,5-дигидроксициклогекс-1-енкарбоновая кислота 

FDA – US Food and Drug Administration 

FK-506, FR900506 – такролимус 

FK-506D – дигидротакролимус 

FK-520 – аскомицин 
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FKBP12 – FK506 binding protein (FK-506 связывающий белок) 

GSMM – genome-scale metabolic model 

НТН – Hеlix-Turn-Helix 

ISP – International Streptomyces Project 

LAL – Large ATP binding regulators of the LuxR family 

LTTR – LysR-type transcriptional regulator 

МI – первичный мицелий 

МII – вторичный мицелий 

NRPS – нерибосомальная пептид-синтетаза 

ORF – рамка считывания 

PGAAP – Prokaryotic Genomes Automatic Annotation Pipeline 

PKS – поликетидсинтаза 

PTs – терминальные белки 

SDS – додецилсульфат натрия 

SSC – цитратно-натриевый буфер 

STE – NaCl-Tris-этилендиаминтетрауксусная кислота 

ТЕ – Tris-этилендиаминтетрауксусная кислота 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1. 

Штамм актиномицета Streptomyces tsukubensis – продуцент такролимуса 

и способ получения такролимуса 
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Акт 

 

испытаний способа микробиологического синтеза макроциклического поликетида 

такролимуса (FK-506) культурой Streptomyces tsukubensis ВКМ Ас-2618Д, представлен-

ного сотрудниками лаборатории микробиологической трансформации органических 

соединений м.н.с. Пошехонцевой В.Ю., ст.н.с. к.б.н. Фокиной В.В., м.н.с. Шутовым А.А. 

и гл.н.с д.б.н. Доновой М.В. 

 

 В период с сентября 2018 г. по декабрь 2019 г. в аппаратном зале Установки лабора-

торных ферментеров были проведены испытания способа микробиологического синтеза 

такролимуса (FK-506) культурой Streptomyces tsukubensis ВКМ Ас-2618Д с целью выяснения 

его соответствия лабораторно-техническому уровню. 

 Для определения соответствия данного способа лабораторно-техническому уровню 

было проведено пять стандартных ферментаций в аппаратах АНКУМ-2М с общим объемом 

10 литров. 

 Оценивали конечное содержание целевого продукта – такролимуса в среде биосинте-

за. 

 Использовали следующие реактивы: крахмал картофельный растворимый от «Ку-

павнареактив» (РФ), декстрин палевый от «Декстринзавод» (РФ), дрожжи пекарские лиофи-

лизированные от «Саф-Момент» (Франция), кукурузный экстракт лиофилизированный от 

«Sigma-Aldrich» (США), моногидрохлорид L-лизина от «Panreac» (США), сорбент SP-207 от 

«Mitsubishi chemical corporation» (Япония). Остальные реактивы марок «чда» и «хч» были 

отечественного производства. 

 Штамм Streptomyces tsukubensis ВКМ Ас-2618Д был предоставлен ООО «Фарминс» 

(г. Пущино, РФ). 
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 Посевную культуру S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д выращивали в колбах объемом 750 

мл, содержащих по 250 мл среды следующего состава (г/л): крахмал картофельный раство-

римый – 75, дрожжи пекарские лиофилизированные – 16,6, кукурузный экстракт лиофилизи-

рованный – 12,5, MnSO4 – 0,05, CaCO3 – 3, вода дистиллированная до 1 литра, рН 7,0. От-

дельно готовили раствор глюкозы, который вносили в среду до его концентрации 5 г/л. Сре-

ду инокулировали 5% об. криогенной культуры S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д и культивиро-

вали на шейкере-инкубаторе при 220 об/мин и 25°С в течение 48 часов. 

 Культуру (250 мл) 48 часов роста вносили в ферментер АНКУМ-2М с коэффициентом 

заполнения 0,5 со средой биосинтеза следующего состава (г/л): крахмал картофельный рас-

творимый – 75, дрожжи пекарские лиофилизированные – 16,6, кукурузный экстракт лиофи-

лизированный – 12,5, MnSO4 – 0,05, CaCO3 – 3, пеногаситель «Лапрол» – 2 мл, сорбент SP-

207 – 40, вода дистиллированная до 5 литров, рН 7,0. Отдельно готовили и вносили в среду 

на момент засева стерильный раствор глюкозы (25 г в 100 мл воды). Отдельно готовили и 

вносили в среду на третьи сутки биосинтеза раствор моногидрохлорида L-лизина (25 г в 100 

мл воды). На протяжении ферментации вели подпитку 9%-ным раствором палевого декстри-

на (разовая добавка 5,4 г/л), начиная со вторых суток и заканчивая на восьмые сутки. Куль-

тивирование штамма осуществляли при температуре 25°С в течение 10 суток. Концентрацию 

растворенного кислорода (рО2) поддерживали на уровне 60% в течение первых двух суток, 

затем – 30% и ниже; скорость вращения мешалки варьировали от 600 об/мин (первые 12 ча-

сов) до 800 об/мин (12-24 часа) и 1000 об/мин (после 24 часов и до окончания биосинтеза), 

аэрацию – от 6 л/мин (первые 12 часов) до 8 л/мин (после 12 часов и до окончания процесса), 

рН – от 6,5 до 7,5. 

 Анализ продуктов биосинтеза проводили методом ВЭЖХ. 

Отбирали пробы культуральной жидкости объемом 100 мл и центрифугировали для 

отделения осадка, затем проводили двукратную экстракцию (100 и 50 мл, соответственно) 

такролимуса с сорбента этанолом. Для анализа использовали объединенный этанольный экс-

тракт. 

Количественное определение такролимуса проводили с использованием хроматогра-

фической системы Agilent 1200 («Agilent Technology», Германия) с колонкой 

LiChrospher®100 RP-18 (5 мкм, 125 мм × 4 мм) («Merck», США) и с предколонкой Daltosil 

100, RP-18 (4 мкм, 4,6 мм × 76 мм) («Serva», Германия). Состав мобильной фазы: вода, аце-

тонитрил, метил-трет-бутиловый эфир, трифторуксусная кислота (58.3:34.4:7.3:0.01, об./об.); 

скорость потока 1,5 мл/мин; температура 60°C. Детекцию осуществляли при 200 нм. Расчет 

концентрации такролимуса проводили по калибровке с внешним стандартом на основании 

значений площадей пиков. 

Испытания способа микробиологического синтеза такролимуса культурой Streptomy-

ces tsukubensis ВКМ Ас-2618Д показали, что за 10 суток культивирования в среде накаплива-

ется 637,5-774,9 мг/л такролимуса. В результате цикла операций по отделению сорбента, со-

держащего такролимус, от культуральной жидкости, и элюированию такролимуса с сорбента 
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была предложена схема проведения процесса в ферментере и выделения целевого продукта 

после проведения биосинтеза в ферментере АНКУМ-2М, изложенная ниже. 

 

Схема проведения процесса в ферментере и выделения целевого продукта после прове-

дения биосинтеза в ферментере АНКУМ-2М 

 

 

 

 

 

Сорбент + биомасса Надосадочная жидкость 

Двойная экстракция этанолом 

такролимуса с сорбента 

(100 мл + 50 мл) 

ВЭЖХ 

Культуральная жидкость 

(10 суток биосинтеза) 

Отбор проб 

(по 100 мл 2 шт.) 

Центрифугирование 

(4°С, 40 мин, 15300 g) 

Криогенная 

культура 
Посевная 

культура 

(48 часов) 

Глюкоза (до засева) 

Лизин (3-и сутки) 

ДОБАВКИ: 

Палевый декстрин 

(2-8-е сутки) 
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Таблица сравнения операций по пяти ферментациям в аппаратах АНКУМ-2М 

с рабочим объемом 5 литров 

 
№ ферментации 

1 2 3 4 5 

FK-506, мг/л 670,6 637,7 706,3 774,9 716,1 

Среднее значение, мг/л 701,1±51,6 

 

Сравнение достигнутого титра такролимуса на микробиологической стадии 

с известными мировыми аналогами 

Штамм 
Такролимус, 

мг/л 
Ссылка 

S. clavuligerus CKD1119 350 Kang et al., 2005 

S. tacrolimicus ATCC 55098 330 Vaid & Narula, 2006 

S. tsukubaensis NRRL 18488 310 Kumar et al., 2008 

Streptomyces sp. 4908CGMCCNo.1288 385 Zhu & Mo, 2016 

S. tsukubaensis NRRL 18488 324 Wen et al., 2018 

S. tsukubaensis CGMCC No. 0083 1082,81 Hu et al., 2018 

S. tsukubaensis Т 44-7 750 Глаголев с соавт., 2017 

S. tsukubensis ВКМ Ac-2618Д 701,1±51,6 данная работа 

 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 В результате испытаний способа микробиологического синтеза такролимуса (FK-506) 

штаммом Streptomyces tsukubensis ВКМ Ас-2618Д, описанном в Лабораторном регламенте 

«Получение такролимуса микробиологическим способом», была продемонстрирована его 

эффективность на лабораторно-техническом уровне с достижением заявленных показателей 

биосинтеза: содержание такролимуса в среде составило 701,1±51,6 мг/л за 10 суток культи-

вирования. Полученные показатели биосинтеза такролимуса штаммом S. tsukubensis ВКМ 

Ас-2618Д являются сопоставимыми или превышают некоторые известные мировые аналоги. 

Способ микробиологического синтеза такролимуса штаммом S. tsukubensis ВКМ Ас-2618Д 

может быть рекомендован для создания технологии получения такролимуса. 
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