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РЕКОМБИНАНТНОГО НИТЕВИДНОГО ΦΑΓΑ М13 
СО ВСТРОЕННЫМ УЧАСТКОМ гроВС-ОПЕРОНА Escherichia coli 

Α. Η. Живолуп, Ε. Б. Патон 

В рапсе опубликованных работах [1, 2] нами было показано, что встраивание в ните-
видный фаг Μ13 4,5· 10'^-участка rpoBС-опсрона Ε. coli, включающего полные гены 
rplL, rplJ и гроВ (рибосомныс белки L7/L12, L10 и β-субъедпница РНК-полимеразы со-
ответственно), а также части генов rpl А и гроС (рибосомныи белок L1 и Р'-субъедини-
ца РНК-полимеразы), с промоторами, определяющими транскрипцию всех этих генов, 
приводит к образованию нестабильных рекомбинантов. Учитывая особенности строения 
встраиваемого фрагмента (наличие в нем сильного промотора Р.т и аттенюатора [3, 4], 
однонаправленную ориентацию его в рекомбинаптных фагах М13 [1, 2], данные об от-
рицательном влиянии сильных промоторов на стабильность рекомбинаптных молекул 
[5, 6], полученные нами данные о повышении стабильности рекомбинаптных фагов 
МІЗтрО в случае удаления из указанного фрагмента ДНК сильного промотора Pj 

[7]), мы считали целесообразной попытку повы-
шения стабильности рекомбинаптных фагов путем 
удаления промотора lac из состава вектора 
М13тр8 и последующего клонирования в нем 
описанного выше фрагмента Д Н К Е. coli. 

С целыо выщепления из векторной молеку-
лы фрагмента, содержащего промотор lac, 
1 мкг Д Н К М13тр8 обрабатывали эндонуклеазой 

Рис. 1. Рсстрикционная и генетическая карта ре-
комбинантного фага \\13mp8 с удаленным lac 
промотором и встроенным участком гроВС-оисро-
на Е. coli. Стрелка указывает на удаленный из 
векторной Д Н К Лиа/-фрагмент. Полилинкерная 
область векторного фага заштрихована 
Fig. 1. Restriction and genetic map of the recombi-
nant M13mp8 phage with eliminated lac pro-
moter and inserted part of the E. coli rpoBG ope-
ron. Black arrow indicates the eliminated Aval-
fragment. The polylinkcr area of the vector phage 
is hatched 

рестрикции Aval и после лигирования продуктов расщепления трансформировали по-
лученной Д Н К компетентные клетки Е. coli JM101 [8]. Все вышеуказанные процедуры 
выполняли по стандартным методикам [9]. Отбор клеток, содержащих векторные мо-
лекулы измененной структуры, вели на индикаторной среде с X-gal и ИПТГ [8]. Д л я 
подтверждения предполагаемого изменения векторов (удаления Аиа/-фрагмента, со-
держащего промотор lac) репликативную форму (РФ) Д Н К фагов из клеток, про-
являющих 1яс~-фенотип, выделяли щелочным лизисом [10] и после совместного рас-
щепления рестриктазами EcoRI и Bglll анализировали электрофорезом в 1 %-ном 
агарозном геле. Как видно из рис. 1, удаление Aval-фрагмента фага М13тр8 приводит 
к исчезновению EcoRI-сайта полилинкерной области. Выделение содержащего часть 
гроВС-оперона Е. coli Bglll-фрагмента Д Н К комиды pJC703 [11], встраивание его в 
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В а т Н / - с а й т полученного векторного фага и отбор рекомбинантов проводили аналогич-
но [1]. В результате были отобраны 15 рекомбинантных фагов. Для определения ориен-
тации встроенного Bg///-фрагмента РФ Д Н К этих клонов расщепляли рестриктазой 
Hindlll, учитывая, что вектор и встроенный фрагмент содержат по одному сайту 
рестрикции этим ферментом (рис. 1). Как показал электрофоретический анализ продук-
тов этого расщепления (рис. 2), наблюдалось образование фрагментов Д Н К 5,25· 106 

и 3,68· 106 у всех клонов, что свидетельствует об однонаправленной ориентации встав-
ки, приведенной на рис. 1. Проверку стабильности сконструированного рекомбинантного 

Рис. 2. Электрофорез в 1 %-ном горизонтальном агарозном геле расщепленных Hindlll 
РФ Д Н К рекомбинантных фагов. В качестве маркерной использована расщепленная 
Bglll Д Н К космиды pJC703. Цифрами обозначены величины образующихся фрагмен-
тов в млн. Да. 
Fig. 2. 1 % horizontal agarose gel electrophoresis of the Hindlll digested recombinant 
phages ' RF DNAs. Bglll digested pJC703 cosmid DNA is used as a marker. Figures de-
signate for f ragments ' length in millions of daltons 

нитевидного фага, включающего участок гроВС-оперона Ε. coli, проводили, как опи-
сано ранее [1], повторной трансформацией компетентных клеток Е. coli J Μ101 РФ 
рекомбинантного фага, выделенной равновесным центрифугированием в градиенте 
плотности хлористого цезия [9]. Сохранение устойчивости к рифампицину 298 из 300 
повторных трансформантов (гроВ-ген клонированного Б^/Я-фрагмента содержит до-
минантную мутацию устойчивости гроВЗ к этому антибиотику) указывает на высокую 
( ~ 9 9 %) стабильность полученных рекомбинантных фагов. 
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S u m m a r y 

A part of the E. coli rpoBC operon containing recombinant phage with increased sta-
bility was obtained, the M13mp8 vector filamentous phage with eliminated lac promoter 
being the origin of it. 
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