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ПРИСУТСТВИЕ ДВУХ СИЛЬНЫХ ПРОМОТОРОВ 
ОПРЕДЕЛЯЕТ ОРИЕНТАЦИЮ ФРАГМЕНТА ДНК 
ПРИ ВСТРАИВАНИИ В ПЛАЗМИДУ pUC19 

Ε. Б. Патон, Α. Η. Живолуп, Л. А. Вараница 

В предыдущих сообщениях [1, 2] мы показали, что встраивание гена rpoB Е. coli при 
клонировании в нитевидных фагах (производные фага М13) происходит однонаправ-
ленно и приводит к образованию нестабильных рекомбинантных фагов. Было также 
установлено, что стабильность фагов увеличивается при удалении сильного промотора 
Pj, содержащегося во встроенном фрагменте ДНК. Для выяснения причин, вызываю-
щих однонаправленную ориентацию данного фрагмента и нестабильность рекомби-
нантных фагов, нам представлялась целесообразной попытка клонирования данного 
фрагмента ДНК, включающего гены rpoB, rplJ и rplL вместе с промоторами Pj и 
Ρ β, направляющими транскрипцию этих генов, в плазмиде pUC19, сочетающей в себе 
свойства pBR322 и фага М13тр19. 

Рис. 1. Физико-генетическая карта космиды pJC703. rpoB, rpoC, rplJ, rplL — гены, ко-
дирующие синтез β- и β'-субъединиц РНК-полимеразы Е. coli и рибосомных белков 
L10 и L7/LI2 соответственно. Стрелками обозначены сайты узнавания рестриктазами 
EcoRI, Hindlll и BamHI. Клонированный в pUC19 Bglll-фрагмент выделен жирной 
линией. Цифрами обозначены величины фрагментов в Мдальтонах. 
Fig. 1. A physico-genetic map of the cosmid pJC703. rpoB, rpoCT rplJ, rplL — genes 
encoding β and β7 subunits of E. coli iRNA polymerase and ribosomal proteins L10 and 
L7/L12, respectively. Pj and Ρβ—promote r s . Arrows mark recognition sites for EcoRI, 
Hindlll and BamHI. The cloned Bglll f ragment is given in bold line. Figures designate 
fragments ' length (MDalton). 

Источником клонируемого Bglll-фрагмента Д Н К послужила космида pJC703 [3], 
физико-генетическая карта которой приведена на рис. 1. 0,8 мкг плазмиды pJC703, 
расщепленной рестриктазой Bglll, лигировали с 0,3 мкг расщепленной BamHI Д Н К 
pUC19 и использовали для трансформации компетентных клеток coli JM101 [4]. 
Реакции рестрикции, лигирования, получение компетентных клеток и трансформацию 
их проводили по стандартным методикам, описанным в [5]. Для отбора рекомбинант-
ных клонов Е. coli мы воспользовались тем обстоятельством, что клонируемый ген 
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гроВ содержит доминантную мутацию устойчивости к рифампицину гроВЗ, что позво-
ляет рифампицинчувствительным клеткам Е. coli JM101, трансформированным реком-
бинантными плазмидами, расти на среде, содержащей рифампицин. После перекола 
ампициллинустойчивых трансформантов на среду, содержащую 100 мкг/мл рифампи-
цина, для дальнейшего анализа было отобрано 20 клонов. Для подтверждения нали-

чия вставки и определения ее ориентации плазмидную ДНК, выде-
ленную из этих клонов, подвергали расщеплению рестриктазой 
EcoRI и анализировали с помощью электрофореза в 1 %-ном ага-
розном геле. Как видно из рис. 1, концевые £соУ?/-субфрагменты 
клонированного Bglll-фрагмента значительно отличаются по массе 
(10,4-105 и 1,3-105), и это обстоятельство позволяет легко опреде-
лить ориентацию встроенного фрагмента ДНК. Проведенный анализ 
показал, что, как и в случае клонирования в нитевидных фагах, 

Рис. 2. Электрофорез в 1 %-ном агарозном геле продуктов расщеп-
ления рестриктазой EcoRI рекомбинантных плазмид pUC19/rpoB 
с промотором Ρj (З ) и без него (2); плазмиды pUC19 (1) и косми-
ды pJC703 (4). 
Fig. 2. An 1 % agarose gel electrophoresis of EcoRI cleaved pUC 19/ 
/гроВ recombinant plasmids containing (3) and lacking (2) the Pj 
promoter; pUC19 plasmids ( I ) and pJC703 cosmids (4). 

встраивание указанного Bglll-фрагмента в плазмиду pUC19 происходит однонаправ-
ленно — картина расщепления EcoRI всех выделенных рекомбинантных плазмидных 
Д Н К совпадала и соответствовала представленной на рис. 2, а. Такое положение 

В5 
1 2 

Рис. 3. Рекомбинантные плазмиды pUC19/rpoB, содержащие Bglll-фрагмент с промото-
ром Ρ j ( I ) и без него (2). Ε — сайты узнавания EcoRI. ВВ, Η Η— места сочленения 
липких концов, образованных при расщеплении рестриктазами Bglll/ВатНІ и HindiII 
соответственно. 
Fig. 3. Recombinant plasmids pUCI9/rpoB containing the Bglll-fragment with ( I ) and 
without (2) the Pj promoter. E — sites for EcoRI recognition. BBy Η Η — sites of conjun-
ction of Bglll/ВатНІ and Hindlll steaky ends. 

встроенного фрагмента означает, что промоторы lacUV5, находящийся в pUCI9, и 
P j — во встроенном фрагменте, ориентированы таким образом, что инициируют тран-
скрипцию во встречном направлении. Следует отметить, что такая ориентация клони-
рованного ВgIII-фрагмента противоположна ориентации его в рекомбинантных ните-
видных фагах [1]. Причины этого различия не ясны и в настоящее время исследуются. 
Стабильность полученных рекомбинантных плазмид, которую установили, как и в слу-
чае рекомбинантных фагов, определением отношения рифампицинустойчивых колоний, 
полученных после повторной трансформации рекомбинантной плазмидной ДНК, к об-
щему числу колоний, равнялась 100 %. 

Известно, что клонирование сильных промоторов сопряжено с определенными 
трудностями [6, 7], поэтому в качестве одной из причин, вызывающих однонаправленную 
ориентацию ВgIII-фрагмента в рекомбинантных плазмидах, можно предположить не-
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благоприятное сочетание двух сильных однонаправленных промоторов lacUV5 и Pj. 
Если это так, то в случае удаления одного из этих промоторов стала бы возможной 
противоположная ориентация гена гроВ в составе рекомбинантной плазмиды. Нали-
чие уникального сайта узнавания рестриктазой Hindlll в клонируемом фрагменте, 
расположенном в гене rpU [3, 8], делает удобным удаление промотора Pj. Для полу-
чения рекомбинантной плазмиды с удаленным промотором Pj Д Н К pUC19 расщепля-
ли сначала рестриктазой Hindlll и, убедившись в полноте рестрикции с помощью 
трансформации, проводили гидролиз ее рестриктазой ВатНІ. Продукты гидролиза ли-
гировали с Д Н К р!С703, расщепленной совместно рестриктазами Hindlll и Bglll. 
После трансформации в результате процедуры, аналогичной вышеописанной, были 
отобраны рифампицинустойчивые клоны, содержащие рекомбинантные плазмиды с 
удаленным промотором Pj. Анализ продуктов расшепления таких плазмид рестрикта-
зой EcoRI с помощью электрофореза в агарозном геле приведен на рис. 2. Как можно 
видеть на рис. 2 и 3, отсутствие фрагмента EcoRI с молекулярной массой 10· 105 сви-
детельствует об удалении промотора Pj, находившегося в этом фрагменте, а также о 
новой ориентации гена гроВ в сконструированной рекомбинантной плазмиде. Стабиль-
ность таких плазмид была 100 %· 

Таким образом, нами сконструированы рекомбинантные плазмиды pUCl9/rpoB 
с промотором Pj и без него. Показано, что в обоих случаях признак устойчивости к 
рифампицину, сообщаемый клеткам Е. coli такими плазмидами, стабильно поддержи-
вается в них. Показано, что встраивание фрагмента, содержащего ген гроВ, происхо-
дит однонаправленно, но противоположно направлению его в рекомбинантных нитевид-
ных фагах — таким образом, что промоторы lacUV5 и Pj инициируют транскрипцию 
во встречном направлении. Удаление промотора Pj делает возможной обратную ориен-
тацию rроВ-гена в рекомбинантной плазмиде. 

THE PRESENCE OF TWO STRONG 
PROMOTERS DETERMINES THE ORIENTATION 
OF A DNA FRAGMENT INSERTED INTO pUCI9 PLASMID 

Ε. B. Paton, A. N. Zhyvoloup, L. A. Varanitsa 

Institute of Molecular Biology and Genetics, 
Academy of Sciences of the Ukrainian SSR, Kiev 

S u m m a r y 

Recombinant plasmids pUC19/rpoB with and without the Pj promoter were constructed. 
For both plasmids stability was of 100 %. In obtained recombinant plasmids containing 
the Pj promoter the inserted Bglll f ragment was oriented identically and in such a way 
that transcription from the lacUVS and Pj promoters was initiated in counter direction. 
Removal of the Pj promoter made the opposite orientation of the rpoB gene in recombi-
nant plasmids possible. 
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