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Рапсе мы сообщали [1, 2], что при клонировании Bglll-фрагмента Д Н К , содержащего 
ген rpoB Е. coli, в нитевидном фаге М13, встраивание его происходит однонаправленно 
и приводит к образованию нестабильных рекомбинантных фагов. Предполагалось , что 
причиной нестабильности и однонаправленности могло быть наличие двух сильных про-
м о т о р о в — laclJVS и Pj, инициирующих транскрипцию в одинаковом направлении. Уда-
ление одного из них — Ρ j — д е й с т в и т е л ь н о повысило стабильность рекомбинантных фа-
гов на 3 0 % [3]. Известно [4], что последовательное встраивание сильного терминатора 
транскрипции сделало возможным клонирование сильного промотора бактериофага Т5. 
Учитывая это, в данной работе была предпринята попытка повысить стабильность ре-
комбинантных нитевидных фагов со встроенным геном rpoB Е. coli путем разделения 
промоторов lacUV5 и Pj фрагментом Д Н К фага лямбда , содержащим терминатор тран-
скрипции и концевую часть гена о о р - Р Н К [5]. Д л я выделения указанного фрагмента 
Д Н К фага лямбда была использована рекомбинантная плазмида pBR322 со встроен-
ным фрагментом EcoRI-G фага λ [5], полученная нами из лаборатории Е. Д . Свердло-
ва (ИБХ АН С С С Р ) . После препаративного гидролиза этой плазмиды рестриктазой 
EcoRI фрагмент EcoRI-G выделяли путем электрофореза в 0 , 8 % - н о м агарозном геле, 
адсорбции на полоску W h a t m a n DE 81 и последующей элюции с нее, как описано в [6]. 
Д а л е е Д Н К выделенного фрагмента расщепляли рестриктазой Sau3Al и продукты гид-
ролиза разделяли электрофорезом в 7 %-ном полиакриламидном геле (ПААГ) . Элюцию 
из геля Sau3Al-G фрагмента (193 п. о.), содержащего концевую часть гена и термина-
тор транскрипции о о р - Р Н К фага лямбда , проводили, как указано в [7] . Д л я встраива-
ния вышеуказанного Sau3A/-фрагмента в репликативную форму (РФ) фага М13тр8 
последнюю расщепляли рестриктазой EcoRI. Д а л е е липкие концы тр8 и Sau3Al-фраг-
мента достраивали с помощью фрагмента Кленова Д Н К - п о л и м е р а з ы Е. coli и проводи-
ли лнгировапие их по стандартной методике [7]. После трансформации клеток Е. coli 
71—18 [8] аликвотами лигазной смеси клоны, содержащие рекомбинантные фаговые 
Д Н К , отбирали путем гибридизации с радиоактивным зондом. Клетки Е. coli из обра-
зовавшихся в результате трансформации фаговых бляшек переносили па чашки с LB 
[8] агаром, а затем на нитроцеллюлозные фильтры ВА 85 /23 фирмы «Schleicher & 
Sell fill», Ф Р Г . В качестве радиоактивного зонда использовали плазмиду pBR322 со 
встроенным £со /? / -фрагментом фага λ. Введение радиоактивной метки проводили с по-
мощью реакции ник-трансляции, используя стандартные растворы, Д Н К - п о л и м е р а з у и 
а - [ з : ' Р ] д Ц Т Ф (111 Т Б к / м м о л ь ) фирмы «Amersham» (Англия) по протоколу этой фир-
мы (Nick- t rans la t ion k i t ) . Прегибридизацию, гибридизацию с радиоактивным зондом 
(10° и м п - м и н - 1 - м к г - 1 инкубационной смеси) осуществляли при 42 °С в течение 18 ч. 
Фильтры отмывали при 68 °С. Вышеуказанные процедуры проводили, как указано в [7]. 

По результатам гибридизации было отобрано два клона Ε. coli, обладающих по-
ложительным сигналом. Д л я подтверждения наличия клонированного Sau3A/-фрагмен-
та Р Ф фаговой Д Н К , выделенную из этих клонов, расщепляли рестриктазой P v u I I и 

275 Б И О П О Л И М Е Р Ы И КЛЕТКА, 1986, т. 2, JYy 5 



а н а л и з и р о в а л и э л е к т р о ф о р е з о м в 6 % - н о м П А А Г . Р Ф векторного ф а г а тр8 с о д е р ж и т 
три сайта у з н а в а н и я рестриктазой PvuII [9] и р а с щ е п л я е т с я ею на ф р а г м е н т ы 6835, 
301 и 93 п. о. Включение Sau3Al-фрагмента (193 п. о.) приводит к увеличению длины 
PvuII-фрагмента, с 301 до 494 п. о. Э л е к т р о ф о р е з п р о д у к т о в р а с щ е п л е н и я выделенных 
р е к о м б и н а н т н ы х ф а г о в mp8to рестрик'ШОЙ РіПіІІ приВСДСІІ Iia рИС. 1. ΡV«//-фрагмент 

494 п. о. имели оба рекомбинантных фага . Д л я определения ори-
ентации встроенного SciwiAI-фрагмента мы использовали рестрик-
т а з у HinclII, р а с щ е п л я ю щ у ю клонированный SauSA/-фрагмент на 
с у б ф р а г м е н т ы длиной 120 и 73 п. о. Р а с щ е п л е н и е ж е Hindll ре-
комбинантпого ф а г а приводит к присоединению к одному из этих 
ф р а г м е н т о в 18 п. о. участка векторной Д Н К и о б р а з о в а н и ю таким 
образом д в у х Я т с і - ф р а г м е н т о в величиной 7307 и 138 п. о., или 
7354 и 91 п. о., в з ависимости от ориентации встроенного фрагмен-
та. Картина расщепления обоих рекомбинантных фагов т р 8 / о рес-
триктазой HinclII с о в п а д а л а , соответствовала приведенной на 
рис. 1 , 6 и с в и д е т е л ь с т в о в а л а об о б р а з о в а н и и Hindll-фрагмента 
138 п. о. Это означало , что н а п р а в л е н и е транскрипции с ю р - Р Н К 
фага λ п р о т и в о п о л о ж н о н а п р а в л е н и ю транскрипции, инициируемо-

Рис. 1. Э л е к т р о ф о р е з в б (а) и 8 % (ύ) П А А Г продуктов расщеп-
ления рекомбинантных ф а г о в ы х Д Н К рестрпктазами PvuII ( / ) и 
Hindll (2). В качестве маркерной использована Д Н К pBR322, рас-
щ е п л е н н а я рестриктазой BspRI ( ф р а г м е н т ы : 587, 540, 504, 458, 
434, 267, 234, 213, 192, 184, 124, 104, 89, 80, G4, 57 п. о . ) . 
F ig . 1. E l e c t r o p h o r e s i s in 6 % (a) and 8 % (б) P A A G of PvuII 
( I ) and Hindll (2) c leaved r e c o m b i n a n t p h a g e DNAs . BspRI-di-
gested pBR322 w a s used as a m a r k e r ( f r a g m e n t s : 587, 540, 504, 
458, 434, 267, 234, 213, 192, 184, 124, 104, 89, 80, 64, 57 b p ) . 

lacPO рл д 

Рис. 2. Д в е в о з м о ж н ы е ориентации / ^ / / / - ф р а г м е н т а в рекомбипаитиом фа ге 
mp8t0/rpoB. Sa, S/n} Η—-сайты расщепления р е с т р и к т а з а м и SalGI, Smal и Hindll. 
ΒΒ — место сочленения липких концов BamHI (mp8t0) и Bglll ( клонированного фраг -
м е н т а ) . SauSAl-фрагмент ф а г а л я м б д а , клонированный в гпр8, з а ш т р и х о в а н . 
I ; ig . 2. T w o poss ib le o r i e n t a t i o n s of the Bglll f r a g m e n t in r e c o m b i n a n t mp8t0/rpoB p h a g e . 
Sa, Sm, II — s i tes of SalGI, Smal and Hindll d iges t ion . BB — a s i te of c o n j u c t i o n of 
BamHI (mp8t0) and Bglll (c loned f r a g m e n t ) s t e a k y ends . The Sau,ЗА/-fragment of l amb-
da p h a g e c loned in to mp8 is ha t ched . 

му на промоторе lacUV5 ф а г а mp8, тем не менее нам п р е д с т а в л я л а с ь интересной попыт-
ка к л о н и р о в а н и я в полученном рекомбинантном фаге mp81 Bglll-фрагмента космиды 
РІС703 [10] , с о д е р ж а щ е г о ген r p o B Е. coli. Р а с щ е п л е н и е векторной Д Н К рестриктазой 
BamHI и лигирование ее с в ы ш е у к а з а н н ы м B g / / / - ф р а г м е н т о м проводили, как описано 
ранее [1] . После т р а н с ф о р м а ц и и клеток Е. coli о тобрали один рифампицинустойчивый 
клон и исследовали его стабильность и ориентацию встроенного B g / / / - ф р а г м е н т а . Д л я 
п о д т в е р ж д е н и я наличия устроенного Bglll-фрагмента и определения его ориентации вы-
деленную р е к о м б и н а н т н у ю Д Н К р а с щ е п л я л и р а с т р и к т а з а м и Smal и SalGI. Р а с п о л о ж е -
ние сайтов у з н а в а н и я этими р е с т р и к т а з а м и при д в у х альтернативных п о л о ж е н и я х клони-
рованного B g / / / - ф р а г м е н т а п о к а з а н о на рис. 2. К а к м о ж н о было определить по карти-
не э л е к т р о ф о р е з а в 1 % -ном а г а р о з н о м геле продуктов расщепления Smal, н а б л ю д а -
лось о б р а з о в а н и е ф р а г м е н т а величиной — 3,5-10 6 , а в случае SalGI — ~ 1 , 3 · 1 0 6 (рис. 3 ) . 
У ч и т ы в а я асимметричное р а с п о л о ж е н и е сайтов расщепления этими р е с т р и к т а з а м и на 
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клонированном Bg/ / / -фрагменте , наблюдаемая картина соответствовала такой ориен-
тации, при которой направление транскрипции, инициируемой на промоторах lacUV5 и 
Pj, противоположно. 

Определение стабильности сконструированного рекомбинантного фага, проведен-
ное, как описано ранее [1], показало, что она возросла до 93 %. 

Таким образом, конструирование рекомбинантного нитевид- ; у 9 

ного фага тр8 f , со/ іержащего Sau3A1-фрагмент фага λ с терми-
натором транскрипции оор-РНК, и последующее клонирование в 
нем Bg/ / / -фрагмента р1С703, включающего ген rpoB, позволило 
повысить стабильность рекомбинантных фагов mp8tJrpoB и 
встроить указанный Bglll-фрагмент в ориентации, противополож-
ной наблюдаемой ранее. Оба обнаруженных факта согласуются с 
предположением о влиянии двух сильных однонаправленных про-
моторов на стабильность рекомбинантных фагов и ориентацию в 
них клонируемого Bg/ / / -фрагмента . 

Рис. 3. Электрофорез в 1%-ном агарозном геле продуктов рас-
щепления рекомбинатного фага mp8tJrpoB рестриктазами 
SulGf (1) и Smal (2). В качестве маркера использована космида 
pJC703, (3), расщепленная рестриктазой EcoRI (фрагменты: 7,0; 
4,2; 1,82; 1,5; 1,35; 0,75 и 0,69 М д ) . 
Fig. 3. 1 % a g a r o s e gel e lect rophoresis of SalGI (1) and Smal (2) 
digested recombinan t phase mp8t0/rpoB. pIC703 cosmid cleaved by 
EcoRI ( f r a g m e n t s : 7.0, 4.2, 1.82, 1.5, 1.35, 0.75, 0.69 Md) w a s used 
as a marke r (3) . 

I N S E R T I O N O F A DNA F R A G M E N T B E T W E E N TWO S T R O N G 
SIMILARLY O R I E N T E D P R O M O T E R S O F R E C O M B I N A N T 
F I L A M E N T O U S P H A G E mp8t0/rpoB I N C R E A S E S ITS STABILITY 
AND M A K E S P O S S I B L E AN O P P O S I T E O R I E N T A T I O N 
O F T H E C L O N E D E. coli rpoB G E N E 
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S u m m a r y 

A f r a g m e n t of λ phage DNA con ta in ing t e rmina to r of t r anscr ip t ion (/0) and t e rmina l 
pa r t of the oop-RNA gene w a s inserted into the polyl inker area of M13 mp8 f i l a m e n t o u s 
phage . The obta ined phage w a s used to clone a Bglll f r a g m e n t of pJC703 cosmid, conta-
in ing E. coli genes rpIJ, rpIL and rpoB toge ther with p romoters Pj and Ρβ. S tab i l i ty of 
the obta ined mp8tJrpoB r ecombinant phages increased up to 93 % and an or ien ta t ion of 
the cloned Bglll-fragment opposi te to the previous ly observed one became possible. 
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