
УДК 557.1:597.963.3 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПРИНЦИПА ВЕКТОРНОЙ СИСТЕМЫ 
ОКАЯМЫ — БЕРГА ДЛЯ КЛОНИРОВАНИЯ кДНК ЯЧМЕНЯ 

Л. Ф. Дьяченко, Ю. М. Сиволап 

Успехи селекции сельскохозяйственных растений в значительной мере 
зависят от генетического разнообразия исходного материала, получае-
мого, в основном, в результате половой гибридизации и мутагенеза. 
Эти традиционные методы селекции не могут создать принципиально 
новые комбинации наследственной информации из-за барьеров меж-
видовой изоляции. Успешное их преодоление возможно с применением 
методов генетической инженерии растений, одним из основных элемен-
тов которых является выделение и последующее клонирование отдель-
ных генов. В этой связи особое значение приобретает клонирование ге-
нов, кодирующих запасные белки важнейших сельскохозяйственных 
растений, так как позволит изучить их количество и характер распре-
деления в геноме, выяснить генетические основы их гетерогенности, 
разработать селекционные программы улучшения качества белка и про-
водить адресованный мутагенез на выделенных генах. 

В настоящее время наиболее распространенным методом получе-
ния генов является ферментативный синтез двунитевой кДНК на по-
ли (А) +мРНК с последующим клонированием ее в бактериальной плаз-
миде [1, 2]. 

Большие затруднения при такой технике клонирования кДНК вы-
зывает получение рекомбинантов с полноразмерной кДНК, т. е. с пол-
ной нуклеотидной последовательностью РНК-матрицы [3, 4]. В боль-
шинстве экспериментов основная масса кДНК-клонов содержит З'-не-
транслируемую последовательность и последовательности различной 
длины, кодирующие белок [5, 6]. Причина неудачи чаще всего кроется 
в этапе синтеза второй цепи кДНК, который экспериментатор практи-
чески не может контролировать. На этой стадии праймером служит 
шпилечная структура, образующаяся на З'-конце однонитевой кДНК, 
причем ее размеры и локализация непредсказуемы [7]. Последующий 
гидролиз однонитевой петли нуклеазой S1 приводит к исчезновению 
той части ДНК, которая соответствует начальной последовательности 
аминокислот в белке. По этой причине для отбора полноразмерных 
копий используют различные методические приемы, как, например, 
фракционирование кДНК по размеру [8—10]. Иногда в качестве прай-
мера для синтеза второй цепи применяют специально синтезированные 
комплементарные последовательности [И, 12]. При этом удается из-
бежать 5У-нуклеазной обработки и получить кДНК с интактной 5'-кон-
цевой нуклеотидной последовательностью. 

Принципиально новый метод получения полноразмерных молекул 
кДНК был разработан Окаямой и Бергом [13]. Предложенная ими 
высокоэффективная техника клонирования имеет следующие преиму-
щества: векторная ДНК одновременно служит праймером для синтеза 
первой и второй цепей кДНК; не требуется обработки Si-нуклеазой; 
предпочтительно получаются рекомбинанты с полноразмерной длиной 
кДНК. 

Внеся некоторые модификации, мы использовали предложенный 
авторами подход в работе по клонированию кДНК, синтезированной 
на поли(А)+мРНК из эндоспермов ячменя. 

Успешное клонирование генов, в первую очередь, зависит от на-
личия нативного препарата мРНК. Наиболее удобным для выделения 
РНК из эндоспермов ячменя оказался метод с применением хлорис-
того лития [14, 15]. Выход РНК составляет 6—7 мг из 5 г эндоспермов, 
а электрофоретическое разделение в 2%-м геле агарозы свидетель-
ствует о нативности выделенного препарата, судя по положению зон 
25S и 18S рибосомальных РНК (рис. 1). Поли(А)+мРНК из тотальной 
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РНК эндоспермов выделяли путем двукратной хроматографии на оли-
ro(dT)-целлюлозе. Как видно из рис. 2, полученная мРНК является 
высокомолекулярной; основное ее количество располагается в геле вы-
ше 9S глобиновой мРНК, что согласуется с литературными данными 
о размерах гордеиновых мРНК—11-17S [16, 17]. Выделенная мРНК 

Рис. 1. Электрофореграмма тотальной РНК из эндоспермов ячменя. 
Fig. 1. Electrophoresis of total RNA from barley endosperms. 
Рис. 2. Электрофореграмма поли(А)+мРНК из эндоспермов ячменя. 
Fig. 2. Electrophoresis of poly(A)+mRNA from barley endosperms. 

служила активной матрицей в бесклеточной системе лизата ретикуло* 
цитов, в 12—15 раз повышая включение 355-метионина в ТХУ-осаждае-
мую фракцию. 

Схема проведения эксперимента представлена на рис. 3. Для кон-
струирования вектора использовали плазмиду pBR322\ встраивание 
кДНК проводили по сайту Pstl. Вначале, варьируя концентрацию тер-
минальной дезоксинуклеотидилтрансферазы и длительность инкубации, 
добивались того, чтобы по рестриктированному сайту Pstl присоедини-
лось около 80 остатков 3Н-ТТР. Такой размер политимидилового фраг-
мента соответствует средней длине полиадениловой последовательности 
на З'-конце мРНК. Так как при трансферазной реакции остатки 3Н-ТТР 
присоединяются к обоим концам рестриктированной плазмиды, то при 
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отжиге ее с поли(А)+мРНК молекулы мРНК будут ориентированы в 
противоположных направлениях. Чтобы убрать поли (Т)-последователь-
ности с одного конца, плазмиду рестриктировали EcoRI. В результате 
получили два фрагмента — 750 и 3612 нуклеотидных пар, каждый из 
которых содержал только одну политимидиловую последовательность. 
После препаративного разделения рестриктов в дальнейшей работе 
использовали больший фрагмент; с одной стороны он оканчивается 
рестриктированным сайтом EcoRI, а с другой — сайтом Pstl, к кото-

Рис. 3. Схема получения рекомбинантной плазмиды. 
Fig. 3. Construction of recombinant plasmid. 

рому присоединено около 80 остатков 3Н-ТТР. При отжиге с ним по-
ли (А)+мРНК образуется структура, являющаяся затравкой для рабо-
ты обратной транскриптазы, т. е. функционирующая как вектор и 
праймер одновременно. 

Для конструирования линкера pBR322 разрезали по сайту Pstl и 
трансферазой присоединяли около 20 остатков 3H-dGTP, после чего 

Трансформация клеток Е. coli 
Transformation of Ε. coli Cells 

* Инкубированная в течение ночи при 7 °С с лигазой смесь, 
содержащая вектор—праймер—мРНК—кДНК и линкер в 
эквимолярных количествах. ** Учитывая, что клетки Е. coli 
после трансформации подращивали 3 ч, число трансформан-
тов можно оценить как 2·103. 

рестриктировали Hindlll. Фрагменты разделяли электрофоретически 
и в дальнейшей работе использовали меньший фрагмент плазмиды. 

Эквимолярные количества вектора-праймера и поли(А)+мРНК из 
эндоспермов ячменя инкубировали для образования комплементарного 
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спаривания между тимидиловой и адениловой последовательностями, 
затем проводили синтез первой цепи кДНК с помощью обратной транс-
кріиптазьі. К З'-концу кДНК присоединяли около 20 остатков 3H-dGTP 
терминальной трансферазой. Поскольку присоединение одновременно 
происходит и по рестриктированному сайту EcoRI, его убирали с помо-
щью рестриктазы Hindlll, сайт узнавания которой расположен на рас-
стоянии 29 нуклеотидных пар от сайта EcoRI. При этом была получена 

Рис. 4. Электрофореграмма фрагментов ДНК плазмид, образованных после расщепле-
ния рестриктазой Bmel: 1 — pBR322; 2—5 — рекомбинантные плазмиды. 
Frig. 4. Restriction endonuclease analysis of the recombinant plasmids: 1 — Bmel-digested 
pBR322; 2-5 Bmel-digested recombinant plasmids. 

молекула, имеющая с одной стороны около 20 остатков dCTP, а с дру-
гой — «липкий» конец после рестрикции Hindlll. В то же время линкер 
имел тот же «липкий» конец сайта Hindlll и приблизительно 20 остат-
ков dGTP с другой стороны. Замыкание вектора-праймера с линкером 
возможно в единственном варианте — при комплементарном спаривании 
по GC-последовательностям и «слипании» по сайту Hindlll. После ли-
гирования проводили трансформацию компетентных клеток Е. coli К802, 
результаты которой представлены в таблице. 

Отбор трансформантов проводили по фенотипу ApsTcr, так как ген 
устойчивости к ампициллину в рекомбинантных плазмидах нарушен в 
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результате встраивания кДНК, а ген устойчивости к тетрациклину вос-
станавливается после лигирования сайта Hindlll. 

Проанализировано несколько десятков трансформантов для опре-
деления присутствия в них плазмид и, как оказалось, все исследовав-
шиеся клоны клеток их содержали. Для решения вопроса о размерах 
вставки в рекомбинантных плазмидах они были выделены из 10 клонов 
и разрезаны рестриктазой ВтеІ (изошизомер Avail). Эта рестриктаза 
имеет восемь сайтов узнавания на pBR322, причем один из образую-
щихся при рестрикции фрагментов длиной 222 нуклеотидных пары име-
ет сайт для Pstl. Поскольку встраивание кДНК было проведено именно 
в этом сайте, то в рекомбинантных молекулах фрагмент длиной 222 
нуклеотидных пары должен отсутствовать. На рис. 4 видно, что ни 
одна рекомбинантная плазмида не содержит этот фрагмент, а вместо 
него в некоторых плазмидах появились фрагменты 650—550 нуклео-
тидных пар. 

Скрининг рекомбинантных плазмид методом дот-шбридизации под-
твердил высокую эффективность клонирования кДНК в данной системе. 

Авторы выражают глубокую благодарность проф. Н. И. Матвиенко 
(Ин-т белка АН СССР) за руководство данной работой. 

THE USE OF THE OKAYAMA-BERG VECTOR SYSTEM PRINCIPLE 
FOR BARLEY cDNA CLONING 

L. F. Dyachenko, Yu. M. Sivolap 
All-Union Breeding-Genetic Institute 

of the V. I. Lenin All-Union Academy of Agricultural Sciences, Odessa 

S u m m a r y 
A new approach is stated for obtaining full size cDNA molecules which is based on the 
Okayama-Berg cloning technique. The properties of poly/A/+mRNA from barley endo-
sperms and scheme of obtaining cDNA are described. This cDNA was inserted in plasmid 
and cloned. Transformation allowed selecting about 2· 103 clones. 
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