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Μ. Φ. Алексеев, Г. Л. Ковтунович, А. Н. Кравец, А. С. Солонин 

ВЕКТОРЫ КЛОНИРОВАНИЯ ДЛЯ ESCHERICHIA COLI 
И ЭНДОРИЗОСФЕРНОГО АЗОТФИКСАТОРА KLEBSIELLA 

OXYTOCA VN13 НА ОСНОВЕ РЕПЛИКОНА ПРИРОДНОЙ 
HSD ПЛАЗМИДЫ pZE8 

На основе репликона природной hsd плазмиды Citrobacter freundii сконструированы 
векторные плазмиды для К. oxytoca VN13 и Е. coli. Векторы pKAS18 и pKAS19B имеют 
селективный маркер устойчивости к канамицину и полилинкеры плазмид pUC18 и 
pUC 19 соответственно. Плазмиды pMGlk и pMG21k предназначены для клонирования 
в уникальном PstI сайте гена рестриктазы EcoRV. 

Введение. В связи с обострившейся экологической ситуацией все боль-
шую актуальность приобретают исследования в области генетики азот-
фиксирующих микроорганизмов. Понимание молекулярных механизмов 
азотфиксации и взаимодействия бактерий с растениями позволит ре-
шить проблему связанного азота путем создания экологически чистых 
бактериальных удобрений. Использование для этих целей генетически 
измененных свободноживущих и эндоризосферных азотфиксирующих 
микроорганизмов представляется нам весьма перспективным. 

Ранее были выделены азотфиксирующие энтеробактерии /С. oxytoca 
VN13, обладающие двумя уникальными свойствами: 

1) будучи способными колонизировать сосудистые пучки растений, 
они занимают уникальную экологическую нишу, что делает их исклю-
чительно конкурентоспособными по отношению к почвенной микро-
флоре [1]; 

2) эти бактерии выделяют естественный стимулятор роста расте-
ний — индолил-З-уксусную кислоту [2]. 

Полевые испытания показали, что сочетание этих двух свойств по-
вышает урожай на 100 % при обработке семян перед посевом суспен-
зией бактерий. Генетическое изменение полезных свойств К. oxytoca 
VN13 в сторону их усиления предполагает создание эффективной сис-
темы клонирования генов в этом организме, и, в первую очередь, кон-
струирование высокостабильных векторов, обладающих удобными се-
лективными маркерами, чему и посвящена данная работа. 

Материалы и методы. В работе использованы: штаммы Е. coli 
JM109 recAl, endAl, hsdR17, gyrA96, thi, supE44, relAl, λ-, A(lac-
ргоА, В), F ' , traD36, proA, В, IacIqZAMlS [3]; Ε. coliZ85h,{lac-proA, В), 
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Δ(srl-recA), hsdR, F ' , lacIqZAM15, proA, Β, traD [4], штаммы Erwinia 
carotovora sub p. carotovora ИМВ8351, Enterobacter cloaceae CCM1902, 
Ε. aerogenes CCM2531 — дикий тип, представлены О. Е. Жеребило 
(ИМВ АНУ); плазмиды pUC18, pUC19 [5], pUC4k [6], pHSG.415 [7], 
pHP45QTc, pHP45QCm [8], pEF42, pBGM5, pRMK2, ферменты НПО 
«ψ-ерментас», рестриктаза Bmel42I [9], любезно предоставленная 
Η. Η. Матвиенко. 

Выделение плазмидной ДНК, элюцию фрагментов Д Н К из агароз-
ных гелей, гидролиз Д Н К ферментами рестрикции, лигирование, при-
готовление и трансформацию компетентных клеток E. coli осуществля-
ли, как описано ранее [10]. Трансформацию К. oxytoca VN13, Ε. cloa-
ceae, Ε. aerogenes, Ε. carotovora проводили разработанным нами ме-
тодом [11]. 

Стабильность поддержания плазмид в клетках Е. coli и К. oxytoca 
VN13 оценивали путем пассажей в неселективных условиях в жидкой 
среде (аминопептид) с последующим высевом на ту же неселективную 
агаризованную среду. Выросшие колонии перекалывали параллельно 
на неселективные и селективные чашки. 

Копийность плазмид pKAS18 и pKAS19 определяли по внутренне-
му стандарту. Штамм Е. coli JM109 трансформировали плазмидами 
pKAS18 и pBR322. Котрансформанты отбирали на чашках, содержа-
щих ампициллин (Ар) и канамицин (Km). Из котрансформантов вы-
деляли суммарную плазмидную ДНК, гидролизовали ее рестриктазой 
EcoRI и разделяли фрагменты электрофорезом в 0,8 %-м агарозном 
геле. После окраски гель фотографировали в ультрафиолетовом свете 
и негатив сканировали на лазерном денситометре. Площади пиков на 
денситограмме считали пропорциональными количеству ДНК, а копий-
ность pBR322 принимали равной 19—26 копиям на геном Е. coli [12]. 

Активность рестриктазы EcoRV в клонах E. coli определяли сле-
дующим образом. В пластиковых центрифужных пробирках (1,5 мл) 
осаждали центрифугированием клетки из 1 мл ночной культуры (2 мин, 
10 000 g) и суспендировали осадок в 500 мкл буфера А: 20 мМ KCl, 
10 мМ MgCl2, 7 мМ 2-меркаптоэтанол. Суспензию озвучивали на дез-
интеграторе MSE в течение 1 мин (4 раза по 15 с с 15-е паузами) в 
ледяной бане при амплитуде 12 мкм. После удаления клеточного деб-
риса (10000 g-, 2 мин) 3 мкл супернатанта инкубировали с 1 мкг Д Н К 
фага λ в 15 мкл буфера со средней ионной силой [10] (37 °С, 15 мин). 
Инкубационную смесь подвергали электрофорезу в 0,8 %-м геле ага-
розы, содержащем 0,5 мкг/мл бромистого этидия. 

Активность метил азы EcoRV в клонах Е. coli определяли по за-
щите от рестрикции фага Xvir. Фаг Kvir выращивали на исследуемом 
штамме Е. coli, как описано ранее [13]. Осветленный лизат серийно 
разводили. В две чашки с агаризованной средой LB втирали по 10Ό мкл 
ночной культуры Е. coli Z85 и Е. coli Z85 (pEF42) и по 2 мкл каждого 
разведения высевали параллельно· на обе чашки. Чашки инкубировали 
в течение ночи при 37 °С. Система рестрикции — модификации EcoRV1 
гены которой несет pEF42, сильно (в IO7 раз) ограничивает рост фага 
Xvir [14]. Поэтому по разнице в титре фага на газонах Е. coli Z85 и 
Е. coli Z85 (pEF42) легко отличить метилированный фаг от немети-
лированного. 

Результаты и обсуждение. Основным недостатком векторов на ос-
нове репликона ρΜΒΙ (векторы серий pUC, pBR и др.) является их 
нестабильность в неселективных условиях [15], что делает затрудни-
тельным или невозможным их использование для генноинженерного 
улучшения штаммов микроорганизмов с последующим выпуском этих 
штаммов в окружающую среду. Кроме того, большинство этих векто-
ров несет ген устойчивости к ампициллину, в то время как К. oxytoca 
VN13 устойчива к этому антибиотику в концентрации до 1—2 мг/мл. 
В связи с этим при создании векторов для К. oxytoca VN13 нами был 
выбран репликон pZE8 природной плазмиды С. freundii, кодирующей 
систему рестрикции — модификации CfrBI. Мы наблюдали высокую 
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стабильность этого репликона в Е. coli. Делеционный вариант pZE8 — 
плазмида pBGM5 размером 3,2 т. п. н. и плазмида pRMK2, содержа-
щая в уникальном MluI сайте pBG5 ген КтгТп903, были сконструиро-
ваны нами ранее. 

Для проверки способности репликона ρΖΕ8 функционировать в 
клетках К. oxytoca VN13 была произведена трансформация этого штам-
ма Д Н К плазмиды pRMK2. Из отобранных 100' Kmr трансформантов 
в IOt определяли наличие рестриктазы CfrBI. Во всех IO1 клонах об-
наружена специфическая, ДНКазная активность, характерная для 
CfrBI. Плазмиды, выделенные из этих клонов, анализировали при по-
мощи рестриктаз EcoRI и EcoRV. Различий в рестрикционной картине 
между pRMK2 и этими плазмидами выявить не удалось. 

К о н с т р у и р о в а н и е в е к т о р о в pKAS18 и pKAS19. Плаз-
миды pUC 18 и pUC19 представляют собой чрезвычайно удобные для 
клонирования векторы. Основное их преимущество— наличие полилин-
кера, включающего 13 уникальных сайтов рестрикции внутри α-фраг-
мента гена β-галактозидазы, что значительно облегчает селекцию ре-
комбинантных клонов, которые могут быть отобраны на чашках с 
IPTG и X-gal как бесцветные колонии на фоне окрашенных нереком-
бинантных [5]. 

Для конструирования векторов pKAS18 и pKAS19, сочетающих на-
личие полилинкера pUC18 и pUC19 соответственно с селективным мар-
кером Kmr и высокостабильным репликоном pZE8 в плазмиде pRMK2 
была произведена делеция, затрагивающая гены рестриктазы и мети-
лазы CfrBIy при помощи рестриктазы EcoRV. Полученную в результа-
те плазмиду pRMK2ARV вновь гидролизовали EcoRV и лигировали с 
Бте742/-фрагментами плазмид pUC18 и pUC19, один из которых раз-
мером около 450 п. о. содержит α-фрагмент гена IacZ с полилинкером 
pUC18 или pUC19. Лигазной смесью трансформировали компетентные 
клетки Е. coli Z85. Клоны, содержащие pKAS18 или pKAS19y отбира-
ли на агаризованной среде LB с канамицином, IPTG и X-gal как ок-
рашенные колонии (рис. 1). 

При клонировании полилинкера pUC19 были обнаружены два ти-
па окрашенных колоний: большие (около 2/3 числа всех окрашенных 
колоний) и малые (1/3 числа всех окрашенных колоний). Рестрикци-
онный анализ плазмидной ДНК, выделенной из малых и больших ко-
лоний (плазмиды pKAS19M и pKAS19B соответственно), показал, что 
транскрипция с 1ас-промотора направлена к ori pZE8 в плазмиде 
pKAS19M и от него в плазмиде pKAS19B. При клонировании поли-
линкера pUC18 все окрашенные колонии имели одинаковый размер и 
ориентацию клонированного фрагмента, идентичную таковой в плаз-
миде pKAS19B. 

Копийность плазмид pKAS18 и pKAS19By определенная по вну-
треннему стандарту pBR322, составляет 4—10 копий на клетку Е. coli 
JM109. 

Полилинкеры pKAS18 и pKAS19 имеют уникальные сайты клони-
рования для 10 рестриктаз: EcoRI, SacIf KpnI, BamHI, PstI, Sail, SphI 
и HindIII, HincII и AccI. 

При помощи плазмид pKAS18 и pKAS19B нами были успешно 
трансформированы штаммы Е. carotovora subsp. carotovora UMB8351,. 
Ε. cloaceae CCM1902 и Ε. aerogenes ССМ2531, что свидетельствует о 
возможности использования этих плазмид в качестве векторов клони-
рования для генноинженерных манипуляций с этими организмами. 

С т а б и л ь н о с т ь п л а з м и д . Была исследована стабильность 
наследования плазмид pRMK2, pKAS18, pKAS19B, pKAS19M и pUC4k 
в /С. oxytoca VN13. Плазмида pKAS19M оказалась чрезвычайно не-
стабильной в неселективных условиях (ее сохраняли менее 1 % кло-
нов после 10 генераций). В тех же условиях потери плазмид pKAS18y 
pKAS19B и pRMK2 не наблюдалось в течение, по крайней мере, 50 ге-
нераций. Плазмиду pUC4k после 50 генераций в неселективных усло-
виях сохраняли лишь 23 % клонов К. oxytoca VN13. Таким образом, 

50 ISSN 0233-7657. БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА. 1992. Т. 8, № 5 4 — 2-346 50 



плазмиды pKAS18 и pKAS19B обладают повышенной стабильностью в 
/С. oxytoca VN13 по· сравнению со своими аналогами — плазмидами 
серии pUC. 

К о н с т р у и р о в а н и е п л а з м и д pMGlk и pMG21k. Плазми-
ды pMGlk и pMG21k являются векторами замещения, сконструиро-
ванными на основе гена рестриктазы EcoRV, и несут в уникальном 

PstI-сайте этого гена бал-
ластный фрагмент Д Н К 
(ген КттТп903 из плазмиды 
pUC4k), предотвращающий 
цитотоксический эффект ре-
стриктазы на неметилиро-
ванную Д Н К бактерии-хо-
зяина. 

Для конструирования 
плазмид pMGlk и pMG21k 
необходимо было простран-
ственно разделить гены ре-

Рис . 1. Схема к о н с т р у и р о в а н и я п л а з м и д pKAS18, pKAS19E и pKASI9M. С а й т ы рест-
рикции: B g - BglII- Bm — Bmel421; Η —HindIII; R I - EcoRI; RV-EcoRV; Sm — 
Smal\ Xb — XbaI. С т р е л к а м и у к а з а н ы н а п р а в л е н и я транскрипции генов; ori — о б л а с т ь 
н а ч а л а р е п л и к а ц и и 

Рис . 2. Схема к о н с т р у и р о в а н и я п л а з м и д ы pUCI9Met. С а й т ы рестрикции: Bg — BglII; 
В — BamHI; Bm — Bmel42I; Ml — MluI; Ps — PstI. С т р е л к а м и у к а з а н ы н а п р а в л е н и я 
т р а н с к р и п ц и и генов 

стриктазы и метилазы EcoRV, что и было достигнуто субклонировани-
ем £ а т # / - Р ^ / - ф р а г м е н т а плазмиды pEF42 в плазмиде pUC19 (рис. 2) . 
Штамм Е. coli Z85, содержащий полученную в результате плазмиду 
pUC19Met, был проанализирован для выявления синтеза активной ме-
тилазы EcoRVi как описано в «Материалах и методах». Фаг Xvir9 вы-
ращенный на штамме Е. coli Z85 (pUC19Met), имел равный титр на 
газонах Е. coli Z85 и Е. coli Z85 (pEF42). 

В дальнейшем в плазмиде pBGM5 была произведена делеция, за-
трагивающая гены рестриктазы и метилазы CfrBIy и удаленный фраг-
мент был заменен геном Cm r плазмиды pHP45QCm. Для этого обе 
плазмиды гидролизовали EcoRI и образовавшиеся фрагменты лигиро-
вали между собой. Лигазной смесью трансформировали компетентные 
клетки Е. coli JM109 и отбирали клоны с фенотипом CmR, Aps. Полу-
ченную в результате плазмиду pBGM5Cm размером 6,3 т. п. н. гидро-
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лизовали MluI и лигировали с Л1/и/-фрагментами плазмиды pEF42. 
Лигазной смесью трансформировали компетентные клетки E. coli Z85 
(pUC19Met) и отбирали клоны с фенотипом ApR, CmR, Km s (рис. 3). 
Среди 100' клонов с данным фенотипом были отобраны 10, синтезиро-
вавших активную рестриктазу EcoRVy как описано в «Материалах и 
методах». Из всех IO1 клонов выделили плазмидную Д Н К и трансфор-
мировали ею компетентные клетки Е. coli JM109. Равные аликвоты 

Рис . 3. С х е м а к о н с т р у и р о в а н и я п л а з м и д ы pMGlk. С а й т ы рестрикции: В>—BamHI; 
Bg—BgUI; Вт — В те 1421; Η — HindIII; Ml — Mlul; RI-EcoRI; R V - EcoRV; P s -
PstI; Sm — SmaI; X — XhoI; Xb — XbaI; S — SalGI. С т р е л к а м и у к а з а н ы н а п р а в л е н и я 
т р а н с к р и п ц и и генов; o r i — о б л а с т ь н а ч а л а репликации 

Р и с . 4. Схема к о н с т р у и р о в а н и я п л а з м и д ы pMG21k. С а й т ы рестрикции: В — BamHI; 
Bg-BglII; Вт — Bmel42I\ Н —HindIII; Ml MluI; RI-EcoRI; RV — EeoRV; P s -
PstI; Stn — SmaI; X—XhoI; Xb — XbaI; S — SalGI, С т р е л к а м и у к а з а н ы н а п р а в л е н и я 
т р а н с к р и п ц и и генов; ori — область н а ч а л а репликации 

каждой трансформационной смеси (по IOO мкл) были высеяны парал-
лельно на чашки с хлорамфениколом и ампициллином. Исходя из то-
го, что желаемая конструкция, содержащая в уникальном MluI-сайте 
pBGM5Cm ген рестриктазы EcoRV размером 2,2 т. п. н., должна да-
вать Сшн-трансформанты только в результате котрансформации с 
pUC19Met, отобрали один клон (N40), плазмидная Д Н К которого 
трансформировала Е. coli JM109 по маркеру Cm r в 50 раз хуже, чем 
по маркеру Apr. При этом все Сшк-клоны были устойчивыми к ампи-
циллину и имели активность рестриктазы EcoRV, т. е. содержали 
плазмиду pUCl9Met и другую плазмиду, названную pMGly содержа-
щую в уникальном MluI-сайте pBGM5Cm ген рестриктазы EcoRV. 
Рестрикционный анализ плазмид клона N40· подтвердил это предпо-
ложение. 

Плазмида pMGl может быть использована в качестве вектора пря-
мой селекции при клонировании в уникальном Ps^Z-сайте, находящем-
ся в структурной части гена рестриктазы EcoRV. Для этого плазмиды 
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pUC19Met и pMGl необходимо разделить либо электрофорезом в ага~ 
розном геле после линеаризации обеих плазмид PstI, либо центрифу-
гированием в градиенте плотности CsCl после линеаризации pUC19Met 
рестриктазой KpnI (pMGl не имеет сайтов KpnI). Нами было обна-
ружено, что разделение линейных форм pUC19Met и pMGl не всегда 
является удовлетворительным, особенно при повышенных нагрузках 
Д Н К в геле вследствие недостаточной разницы в размере плазмид 
(8,5 и 5,7 т. п. н. соответственно). Второй способ разделения плазмид 
требует большого расхода KpnI. Для облегчения манипуляций с pMGl 
была сконструирована плазмида pMGlk, содержащая в PstI-сайте 
pMGl ген КттТп903. Суммарную Д Н К плазхМид клона N40 гидроли-
зовали PstI и лигировали с элюированным из геля фрагментом 
(1,2 т. п. Η.) плазмиды pUC4k. Отобранные клоны с фенотипом KmR, 
CmR, Aps содержали плазмиду pMGlk (см. рис. 3). 

Для конструирования плазмиды pMG21k плазмиду pBGM5 гидро-
лизовали рестриктазой EcoRV и лигировали с элюированным из геля 
5/гш/-фрагментом (2,0 т. п. н.) плазмиды pHP45QTc. Полученную в 
результате плазмиду pBGM5Tc, в которой в результате делеции инак-
тивированы гены рестриктазы «и метилазы CfrBIf гидролизовали MluI 
и лигировали с М/^/-фрагментами плазмиды pMGlk. После трансфор-
мации лигазной смесью компетентных клеток E. coli JM109 отбирали 
клоны с фенотипом KmR, TcR, Cm s . Рестрикционный анализ плазмид 
полученных клонов показал, что они содержат Tcr плазмиду (назван-
ную pMG21k), в которой ген рестриктазы EcoRV инактивирован встав-
кой гена Kmr (рис. 4). 

Возможность использования плазмид pMGlk и pMG21k в качест-
ве векторов замещения исследовали в следующем эксперименте: обе 
плазмиды гидролизовали PstI и элюировали из геля фрагменты, соот-
ветствующие векторной части. Затем эти фрагменты лигировали с 
/^/ /-фрагментом плазмиды pUC4ky несущим ген Kmr, и трансформи-
ровали компетентные клетки Е. coli JM109. Трансформанты отбирали 
на чашках с хлорамфениколом ( p M G l k ) или тетрациклином (pMG21k) . 
Полученные клоны проверяли на устойчивость к канамицину. Устой-
чивость к данному антибиотику обнаружена у 96 % CmR и 98 % TCR 

клонов. Таким образом, эффективность клонирования в векторах 
pMGlk и pMG21k составляет 96 и 98 % соответственно. 

Плазмиды pMGlk и pMG21k можно использовать для клониро-
вания PstI-фрагментов ДНК, например, при создании геномных биб-
лиотек микроорганизмов или для клонирования кДНК при помощи 
присоединения гомополимерных dC-dG последовательностей [16]. 
Кроме того, плазмида pMG21k имеет уникальные сайты рестрикции 
SmaI/XmaI в гене Kmr и Sail, EcoRV в гене Tcr. Сайты EcoRV и SalI 
могут быть использованы для клонирования с использованием прямой 
селекции рекомбинантных молекул [17, 18]. 

Таким образом, сконструированы векторы клонирования для E. 
coli и К. oxytoca VN13, отличающиеся повышенной стабильностью и 
пригодные для генноинженерной модификации эндоризосферного азот-
фиксатора К. oxytoca VN13. 

S u m m a r y . N a t u r a l Citobacter freundii hsd plasmidl based vector p l a smids f o r 
Klebsiella oxytoca VNT3 and Escherichia coli have been cons t ruc ted . pKAS18 and 
pKASJ9B vectors are consist of pZE8 ori, Tn903 Kmr gene and polylinkers of pUC18 
or pUC19 respectively. pMGlk and pMG21k p l a smids a l low c lon ing into the unique PstI 
si te of the EcoRV res t r ic tase gene. 
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СКРИНИНГ ПЛАЗМИДНЫХ ДНК 
В ШТАММАХ МИКРООРГАНИЗМОВ, 
ИСПОЛЬЗУЕМЫХ для очистки сточных вод 
ПРОМЫШЛЕННЫХ ПРЕДПРИЯТИЙ 

Ряд штаммов Bacillus subtilis, Pseudomonas alcaligenes, Ps. putida проанализирован 
с целью детекции плазмидных ДНК. Показано, что штаммы, обладающие способностью 
утилизировать поверхностно-активные вещества, содержат плазмидные ДНК. Это же 
свойство в отношении мочевины не коррелирует с наличием плазмид и, по-видимому, ко-
дируется хромосомными генами. 

Введение. Очистка сточных вод промышленных предприятий от вред-
ных примесей — важная» экономическая задача, решение которой пред-
ставляется весьма перспективным с использованием микроорганизмов. 
В настоящее время для утилизации поверхностно-активных веществ, а 
также мочевины, являющихся загрязняющими примесями сточных вод 
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