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Цель. Раз ра бо тать ме то ди ку экс прес сии и очис тки транс крип та тРНКPro бак те рии E. faecalis.
Ме то ды. Ко э кспрес си ро ван ную in vitro с цис-гид ро ли ти чес ким ри бо зи мом тРНК очи ща ли при по мо -
щи вы со ко эф фек тив ной жид кос тной хро ма тог ра фии с ис поль зо ва ни ем ани о но об мен ной хро ма тог -
ра фи чес кой ко лон ки. Ре зуль та ты. По лу че ны удов лет во ри тель ные вы ход про дук та и чис то та
пре па ра тов. Тра нскрипт тРНКPro про яв ля ет ак цеп тор ную ак тив ность в ре ак ции ами но а ци ли ро ва -
ния. Вы во ды. Раз ра бо тан ный ме тод мо жет быть внед рен в ла бо ра тор ную прак ти ку и стать осно -
вой для со зда ния новых спо со бов по лу че ния транс крип тов дру гих тРНК.

Клю че вые сло ва: тРНК, транс крипт, экс прес сия ге нов in vitro, вы со ко эф фек тив ная жид кос тная
хро ма тог ра фия.

Вве де ние. По лу че ние вы со ко о чи щен ных пре па ра -
тов ин ди ви ду аль ных тРНК яв ля ет ся важ ней шим
эта пом в ис сле до ва нии струк ту ры и функ ции как
са мих этих мо ле кул, так и дру гих ком по нен тов ап -
па ра та бел ко во го син те за. На и бо лее рас прос тра не -
ны два пути по лу че ния пре па ра тив ных ко ли честв
тРНК: су перпро дук ция in vivo (на при мер, под
lpp-про мо то ром [1]) и транс крип ция с по мощью
РНК-по ли ме ра зы фага Т7 in vitro. В не ко то рых слу -
ча ях можно так же при ме нить хи ми чес кий син тез
[2]. 

Пре и му щес твом ме то да, осно ван но го на ис -
поль зо ва нии РНК-по ли ме ра зы фа га Т7, яв ля ет ся
вы со кая эф фек тив ность транс крип ции, про сто та
экс плу а та ции, удо бство в ра бо те с на бо ра ми му тан -
тов, срав ни тель но не вы со кая се бес то и мость про -
дук та. Отсу тствие фер мен тов, мо ди фи ци ру ю щих

азо тис тые осно ва ния, в ре ак ци он ной сме си in vitro
да ет воз мож ность по лу чить го мо ген ный пре па рат,
мо ле ку лы тРНК в ко то ром не раз нят ся по чис лу мо -
ди фи ка ций, как это, по-ви ди мо му, про ис хо дит при
су перпро дук ции in vivo. Го мо ген ность пре па ра та
осо бен но важ на при кокрис тал ли за ции тРНК с бел -
ка ми. С дру гой сто ро ны, не дос та ток такого под хо -
да – это за ви си мость эф фек тив нос ти ини ци а ции
транс крип ции от пер во го осно ва ния син те зи ру е -
мой РНК. Та ким об ра зом, вы бор под хо да за ви сит
от кон крет ной на учной за да чи. В дан ном слу чае он
опре де лял ся тре бо ва ни я ми к го мо ген нос ти
молекул тРНК в препарате.

Бак те ри аль ные тРНКPro ха рак те ри зу ют ся на ли -
чи ем ци то зи на на 5'-кон це мо ле ку лы, что за труд ня -
ет ини ци а цию транс крип ции Т7-по ли ме ра зой [3]. В 
то же вре мя транс крипт тРНКPro мо жет слу жить
важ ным инстру мен том в из уче нии бак те ри аль ной
про ли но вой сис те мы ами но а ци ли ро ва ния, пред -

445

ISSN 0233-7657. Biopolymers and Cell. 2009. Vol. 25. N 6

 Institute of Molecular Biology and Genetics NAS of Ukraine, 2009 



став ля ю щей осо бый ин те рес в свя зи со сво им фи ло -
ге не ти чес ким мно го об ра зи ем [4] и сложностью
механизмов поддержания специфичности [5–7].

Эффек тив ным под хо дом для ре ше ния про бле -
мы 5'-кон це во го ци то зи на ста ло ис поль зо ва ние ко -
э кспрес сии тРНК с цис-гид ро ли ти чес ким ри бо зи -
мом на 5'-кон це [8,9], одна ко бли зость раз ме ров
тРНК и ри бо зи ма ста вит воп рос об эф фек тив ном и
деш eвом спо со бе их раз де ле ния. Для этой це ли
при ме ня ют вы со ко эф фе кив ную жид кос тную хро -
ма тог ра фию (ВЭЖХ): гель-фи льтра цию [10] ли бо
ани о но об мен ную хро ма тог ра фию [11]. 

Дан ная ра бо та по свя ще на при ме не нию пе ре до -
вых ме то дов экс прес сии и очис тки ин ди ви ду аль -
ных тРНК для по лу че ния вы со ко чис тых пре па ра -
тов тРНКPro бак те рии E. faecalis. Избран ный на ми
об ъ ект ин те ре сен с точ ки зре ния как фун да мен -
таль ных ис сле до ва ний про ли но вой сис те мы ами -
но а ци ли ро ва ния, так и воз мож но го ис поль зо ва ния
про лил-тРНК син те та зы в ка чес тве мо ле ку лы-ми -
ше ни для под ав ле ния E. faecalis – опас но го па то -
ген но го мик ро ор га низ ма, об ла да ю ще го ши ро ким
спек тром устой чи вости к су щес тву ю щим ан ти би о -
ти кам [12, 13].

Ма те ри а лы и ме то ды. В ра бо те ис поль зо ва ны
клет ки Escherichia coli штам ма DH5α (F–ϕ80dlacZ 

∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 deoR, recA1 endA1
hsdR17(rk

– mk

+ phoA supE44 λ– thi-1 gyrA96 relA1)
фир мы «Life Technologies» (США), ком по нен ты
сред для бак те ри аль ных куль тур фир мы «Difco»
(США), со ли и ком по нен ты бу фер ных рас тво ров
ква ли фи ка ции «о. с. ч.» и «ч. д. а.», мо но ме ры
ПААГ фир мы «Reanal» (Вен грия), ага ро за фир мы
«Q-BIOgen» (США), фер мен ты фир мы «Roche»
(Фран ция), со рбент DEAE-Toyopearl 650M фир мы
«Toyo Soda» (Япо ния), ко лон ка для ВЭЖХ ProSwift 
Monolith WAX-1S фир мы «Dionex» (США), ра ди о -
ак тив но ме чен ные ве щес тва фир мы «Amersham»
(Ве ли коб ри та ния), стек ло во ло кон ные фи льтры
фир мы «Whatman» (Ве ли коб ри та ния). 

Кло ни ро ва ние и экс прес сия тРНКPro E. faecalis
in vitro. Пос ле до ва тель нос ти ге нов тРНКPro E. fae-
calis, цис-гид ро ли ти чес ко го ри бо зи ма и по сле до ва -
тель ность Т7-про мо то ра в ви де шес ти пар дез окси -
о ли го нук ле о ти дов ли ги ро ва ли в век тор pUC18 по
сай там рес трик ции BamHI и EcoRI (рис. 1). Плаз -

мид ную ДНК на ра ба ты ва ли в клет ках E. coli штам -
ма DH5α, вы де ля ли по ме то ду Бир нбой ма и Доли
[14], до пол ни тель но очи ща ли фе но лом, хло ро фор -
мом и пе ре осаж де ни ем, а за тем рес три ци ро ва ли по
сай ту BstNI, что об ес пе чи ва ет пра виль ную тер ми -
на цию транс крип ции 3'-кон ца син те зи ру е мой РНК. 
Тра нскрип цию РНК-по ли ме ра зой фа га Т7 про во -
ди ли in vitro в ре ак ци он ной сме си, со дер жащ ей 100
мМ трис-HCl, рН 8,0, 30 мМ MgCl2, 5 мМ ДТТ, 50
мМ спер ми ди н и АТФ, ГТФ, УТФ, ЦТФ в кон цен -
тра ции 4 мМ каж дый, при кон цен тра ции ДНК-мат -
ри цы 0,5 мкМ в об ъе мах от 1 до 8 мл. 

Раз ре за ние транс крип та и очис тка тРНК. По -
лу чен ный транс крипт очи ща ли на ко лон ке DEAE-
Toyopearl 650M (об ъ ем со рбен та 1 мл) в при сут-
ствии 10 мМ трис-HCl, рН 8,0, 10 мМ MgCl2. При
этом осветлённую цен три фу ги ро ва ни ем ре ак ци он -
ную смесь раз во ди ли в 20 раз, на но си ли на ко лон ку
и по сле про мы ва ния элю и ро ва ли 1 М NaCl. Пе ре о -
са див по лу чен ный элю ат, от щеп ле ние цис-гид ро -
ли ти чес ко го ри бо зи ма сти му ли ро ва ли, под вер гая
РНК цик ли чес ко му плав ле нию и от жи гу в ПЦР-
тер мо цик ле ре в бу фер ном рас тво ре, со дер жа щем
20 мМ трис-HCl, pH 7,5, 30 мМ MgCl2, при кон цен -
тра ции транс крип та 4 мкг/мкл. Прог рам ма
ПЦР-тер мо цик ле ра вклю ча ла 14 цик лов на гре ва -
ния до тем пе ра ту ры 95 °С в те че ние 30 с и охлаж де -
ния до t = 60 °С  за 9 мин. За тем транс крипт вновь
пла ви ли на гре ва ни ем до t = 70 °С на 3 мин и ре на ту -
ри ро ва ли по сте пен ным охлаж де ни ем в об ъ е ме во -
ды, осты ва ю щей на воз ду хе с 70 оС до ком нат ной
тем пе ра ту ры. По лу чен ную тРНК очи ща ли от от ще -
пив ше го ся ри бо зи ма c ис поль зо ва ни ем ВЭЖХ на
ко лон ке ProSwift Monolith WAX-1S (DEAE-по ли -
ме так ри лат) об ъ е мом 0,73 мл при тем пе ра ту ре
57 °С и ско рос ти под а чи рас тво ров 1 мл/мин. На ко -
лон ку на но си ли по 250 мкг транс крип та в бу фер -
ном рас тво ре (50 мМ трис-HCl, pH7,5, 4 мМ MgCl2,
10 %-й изо про па нол) и элю и ро ва ли гра ди ен том
кон цен тра ции NaCl от 0,2 до 1 М.

Анализ ак цеп тор ной ак тив нос ти тРНКPro.
Смесь для ре ак ции ами но а ци ли ро ва ния в об ъ eме
130 мкл со дер жа ла 100 мМ трис-HCl, pH 8,0, 20 мМ 
MgCl2, 0,5 мг/мл БСА, 3 мМ АТФ, 3 мМ про лин,
20 мкМ 14С-ме чен ный про лин (268 мКи/ммоль);
1 мкМ тРНКPro и 50 нМ про лил-тРНК син те та зу
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E. faecalis. В хо де ре ак ции при тем пе ра ту ре 37 °С из 
ре ак ци он ной сме си от би ра ли алик во ты по 20 мкл,
осаж да ли тРНК и ами но а цил-тРНК 10 %-й ТХУ в
об ъ е ме 200 мкл на хо ло ду, по сле че го осад ки пе ре -
но си ли на фи льтры, от мы ва ли 50 мл 5 %-й ТХУ,
вы су ши ва ли и из ме ря ли ра ди о ак тив ность на жид -
кос тном сцин тил ля ци он ном счетчи ке.

Ре зуль та ты и об суж де ние. Осо бен нос тью
тРНКPro E. faecalis и ря да дру гих тРНК яв ля ет ся
при су тствие ци то зи на на 5'-кон це мо ле ку лы, что
об услов ли ва ет низ кую эф фек тив ность транс крип -
ции еe ге на РНК-по ли ме ра зой фа га Т7. Для ре ше -
ния этой про бле мы меж ду Т7-про мо то ром и 5'-кон -
цом ге на тРНК вве ли по сле до ва тель ность ге на
цис-гид ро ли ти чес ко го мо ло тог ла во го (hammerhe-

ad) ри бо зи ма ви ру са круг лой пят нис тос ти та ба ка
(tobacco ringspot virus) [9], что по вы ша ет эф фек тив -
ность транс крип ции Т7-по ли ме ра зой кот ра нскрип -
та ри бо зи ма и тРНК. Впос ле дствии ка та ли ти чес кая
ак тив ность ри бо зи ма способствует его са мо от щеп -
ле нию с вы сво бож де ни ем транскрипта тРНК.

По лу чен ная на ми ген но-ин же нер ная ко нструк -
ция для экс прес сии тРНКPro E. faecalis in vitro (рис.
1, б) со дер жит ге ны ри бо зи ма и тРНК под Т7-про -
мо то ром. Для пра виль ной тер ми на ции транс крип -
ции на 3'-кон це ге на тРНК бы ла вве де на по сле до ва -
тель ность сай та узна ва ния рес трик та зы BstNI, час -
тич но со впа да ю щая с по сле до ва тель нос тью ге на и
час тич но ло ка ли зо ван ная вне его (рис. 1, в). По это -
му сай ту ко нструк ция раз ре за ет ся при ее под го тов -
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PEFokA2  AGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTA
PEFokA1      ACGTACGGACGTCCAGCTGAGATCCTACCTCCTAG

PE10Fok  GGATGGAGGATCCTGGTCGGGAAGACAGGATT
PE5                  GACCAGCCCTTCTGTCCTAAGCTTGGACGC

PE9      CGAACCTGCGACCCCTTGGTCCCAAACCAAGT
PE4                TGGGGAACCAGGGTTTGGTTCACGAGATGGTTC

PE8      GCTCTACCAAGCTGAGCTACTTCCAGGACGG
PE3                 GACTCGATGAAGGGCCTGCCATGGCCCATGG

PE7      TACCGGGTACCGTTTCGTCCTCACGGACTCAT
PE2                 CAAAGCAGGAGTGCCTGAGTAGTCGCCCTTCAG

PE6      CAGCGGGAAGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAG
PE1                  AGGGATATCACTCAGCATAATCTTAA

AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGACTTCCCGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACGGTACCCGGTA

CATTATGCTGAGTGATATCCCTCTGAAGGGCGACTACTCAGGCACTCCTGCTTTGCCATGGGCCAT
Ò7-ïðîìîòîð Ã å í ð è á î ç è ì à

CCGTCCGGGAAGTAGCTCAGCTTGGTAGAGCACTTGGTTTGGGACCAAGGGGTCGCAGGTTCGAATCCTG

GGCAGGCCCTTCATCGAGTCGAACCATCTCGTGAACCAAACCCTGGTTCCCCAGCGTCCAAGCTTAGGAC
Ã å í ò Ð Í Ê

TCTTCCCGACC*AGGATCCTCCATCCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCA

AGAAGGGCTGGT*CCTAGGAGGTAGGATCTCAGCTGGACGTCCGTACGTTCGA
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Рис. 1. Ген но-ин же нер ная ко нструк ция для экс прес сии тРНКPro E. faecalis in vitro: а – шесть пар хи ми чес ки син те зи ро ван ных оли -
го нук ле о ти дов, со став ля ю щих ко ди ру ю щую встав ку; б – об щая схе ма экс прес си ру ю щей ко нструк ции, по лу чен ной на осно ве век -
то ра pUC18; в – рас по ло же ние функ ци о наль ных эле мен тов в ко ди ру ю щей встав ке



ке к транс крип ции, причем мес то раз ре за ко ди ру-
ющей це пи совмещается с кон цом ко ди ру ю щей по -
сле до ва тель нос ти тРНК. 

Син тез кот ра нскрип та на чи на ет ся с гу а но зи на
на 5'-кон це ри бо зи ма, что об ес пе чи ва ет вы со кую
эф фек тив ность ра бо ты РНК-по ли ме ра зы фа га Т7.
Син те зи ро ван ный кот ра нскрипт мо жет иметь раз -
лич ную вто рич ную струк ту ру, так как 5'-кон це вая
по сле до ва тель ность тРНК, при мы ка ю щая к 3'-кон -
цу по сле до ва тель нос ти ри бо зи ма, ком пле мен тар на
и 5'-кон цу ри бо зи ма, и 3'-кон цу тРНК. При этом са -
мо раз ре за ние кот ра нскрип та за счeт ка та ли ти чес -
кой ак тив нос ти ри бо зи ма воз мож но толь ко при
ком пле мен тар ном спа ри ва нии 5'-кон ца тРНК и
5'-кон ца ри бо зи ма (рис. 2). Что бы дать воз мож -
ность всем мо ле ку лам кот ра нскрип та при об рес ти
не об хо ди мую для раз ре за ния кон фор ма цию, не об -
хо ди мы цик лы плав ле ни е– от жиг, по сле каж до го из
ко то рых возрастает до ля раз ре зан но го кот ранс-
крип та. 

Пос ле от щеп ле ния ри бо зи ма он мо жет оста -
вать ся свя зан ным с тРНК ком пле мен тар ны ми вза и -
мо де йстви я ми, что со зда ет труд нос ти для их хро -
ма тог ра фи чес ко го раз де ле ния без при ме не ния де -
тер ген тов. В ка чес тве фак то ра, спо со бству ю ще го
ослаб ле нию ком пле мен тар но го свя зы ва ния тРНК с
ри бо зи мом, из бра но по вы ше ние тем пе ра ту ры до
57 °С во вре мя хро ма тог ра фии, что со от ве тству ет
тем пе ра тур ной устой чи вос ти при менен ной хро ма -
тог ра фи чес кой колонки. 

448

БО ЯР ШИН К. С. И ДР.

Рис. 3. Хро ма тог рам ма кот ра нскрип та тРНКPro E. faecalis и цис-гид ро ли ти чес ко го ри бо зи ма. Сос тав фрак ций: 1 – тРНКPro; 2 –
тРНКPro + ри бо зим; 3 – ри бо зим; 4 – не и ден ти фи ци ро ван ные фраг мен ты РНК

Рис. 2. Пред по ла га е мая вто рич ная струк ту ра кот ра нскрип та
тРНК и цис-гид ро ли ти чес ко го ри бо зи ма, не об хо ди мая для его
само раз ре за ния. 5'-ко нец ри бо зи ма ком пле мен тар но спа рен с
5'-кон цом тРНК, вто рич ная струк ту ра ак цеп тор но го стеб ля
тРНК при подобном спо со бе уклад ки не фор ми ру ет ся. Осталь -
ные элемен ты вто рич ной струк ту ры тРНК по ка за ны в об ыч ной
ори ента ции «кле вер но го лис та». Стрел кой показано мес то раз -
ре за ния



Для хро ма тог ра фи чес кой очис тки транс крип та
ис поль зо ва ли ио но об мен ную ко лон ку WAX-1S,
со дер жа щую DEAE-по ли ме так ри лат, что по зво ли -
ло от де лить в гра ди ен те концентрации NaCl транс -
крипт тРНК от ри бо зи ма и остат ков ко ва лен тно го
комплекса тРНК–ри бо зим (рис. 3, 4).

Ко неч ный вы ход транс крип та тРНК из 1 мг
ДНК-мат ри цы со ста вил 0,8 мг. Акцепторная ак тив -
ность по лу чен но го транс крип та тРНК под твер жде -
на в тес те на ами но а ци ли ро ва ние (рис. 5). Сни жен -
ный по срав не нию с тРНК, по лу чен ной методом су -
перпро дук ции in vivo, уро вень ами но а ци ли ро ва ния
транс крип та яв ля ет ся сле дстви ем по лно го от сут-

ствия в нем ми нор ных азо тис тых осно ва ний. Су -
щес твен ное вли я ние мо ди фи ка ции нук ле о зи дов
бак те ри аль ной тРНКPro на ее ак цеп тор ную ак тив -
ность по ка за но ра нее [15]. 

Чис то та пре па ра тов, про ве рен ная методом
электрофореза в полиакриламидном ге ле, со ста ви -
ла более 95 % (рис. 4). 

Та ким об ра зом, на ми раз ра бо тан про стой и над -
еж ный ме тод очис тки транс крип тов тРНК, по лу -
чен ных ко э кспрес си ей с цис-гид ро ли ти чес ким ри -
бо зи мом. Пре и му щес тва дан но го ме то да об ес пе чи -
ва ют ся ис поль зо ва ни ем ВЭЖХ на ани о но об-
мен ном со рбен те DEAE-по ли ме так ри ла те (ко лон ка 
WAX-1S фир мы «Dionex») для очис тки пре па ра тов 
от цис-гид ро ли ти чес ко го ри бо зи ма, не об хо ди мо го
для эф фек тив но го син те за РНК. 

Дан ный ме тод впер вые при менен для ре ше ния
та кой за да чи и мо жет быть ис поль зо ван для очис -
тки транс крип тов лю бых ти пов тРНК, что тре бу ет
лишь не зна чи тель ной опти ми за ции усло вий про ве -
де ния хро ма тог ра фии. 

Не сом нен ны ми пре и му щес тва ми указанного
ме то да пе ред способом очистки транс крип тов
тРНК в по ли ак ри ла мид ном ге ле яв ля ет ся ско рость
про ве де ния про це дур и небольшой рас ход до ро го-
сто я щих ма те ри а лов, а так же значительный вы ход
про дук та, об услов лен ный низким уровнем потерь
при очистке.

Авторы бла го да рят О. П. Ко ва лен ко за кон суль -
та тив ную по мощь в под бо ре ме то дов по лу че ния и
очис тки транскрипта тРНК.

K. S. Boyarshin, I. A. Kriklivyi, A. D. Yaremchuk, М. А. Tukalo

Cloning, expression and purification of tRNAPro from bacteria

Enterococcus faecalis

Summary 

Aim. To elaborate the method of expression and purification of
bacteria Enterococcus faecalis tRNAPro transcript. Methods.  tRNA, 
co-expressed in vitro with cis-hydrolytical ribozyme, was purified
by high performance liquid chromatography using anion-exchange
chromatographic column. Results. A satisfactory yield of high
purity preparation was obtained. A transcript  of tRNAPro exhibits
acceptor activity in aminoacylation reaction. Conclusions. The
method developed may be introduced in laboratory practice
including  the obtaining of  other tRNAs.

Keywords: tRNA, transcript, gene expression in vitro, high
performance liquid chromatography.
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Рис. 4. Элек тро фо рег рам ма фрак ций хро ма тог рам мы кот ранс-
крип та тРНКPro E. faecalis и цис-гид ро ли ти чес ко го ри бо зи ма:
Н – смесь, на не сен ная на ко лон ку (вы пол ня ет роль «сви де те -
ля»); 1 – тРНКPro; 2 – тРНКPro + ри бо зим; 3 – ри бо зим; 4 – не -
иден ти фи ци ро ван ные фраг мен ты РНК. Спра ва приведена элек -
тро фо рег рам ма, де мо нстри ру ю щая чис то ту пре па ра та транс-
крип та тРНК: из при ме сей при су тству ет лишь ри бо зим в сле до -
вых ко ли чес твах

Рис. 5. Акцепторная ак тив ность транс крип та тРНКPro E. faecalis
и тРНКPro 1  бак те рии Rhodopseudomonas palustris (ан ти ко дон
CGG), по лу чен ной методом су перпро дук ции in vivo
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Кло ну ван ня, eкспресія та очи щен ня тРНКPro з бак терії

Enterococcus faecalis

Ре зю ме 

Мета. Роз робити ме то дику експресії і очи щен ня транс крип -
та тРНКPro бак терії E. faecalis. Ме то ди. Ко е кспре со ва ну in
vitro з цис-гідролітич ним ри бо зи мом тРНК очи щу ва ли за до по -
мо гою ви со ко е фек тив ної рідин ної хро ма тог рафії з ви ко рис -
тан ням аніоно обмінної ко лон ки. Ре зуль та ти. Отри ма но
за довільні вихід про дук ту та чис то ту пре па ратів. Тра -
нскрипт тРНКPro ви яв ляє ак цеп тор ну ак тивність у ре акції
аміно а ци лю ван ня. Вис нов ки. Роз роб ле ний ме тод може бути
впро вад жений у ла бо ра тор ну прак ти ку та ста ти осно вою для
ство рен ня но вих спо собів от ри ман ня транс криптів інших
тРНК. 

Клю чові сло ва: тРНК, транс крипт, експресія генів in vitro,
ви со ко е фек тив на рідин на хро ма тог рафія.
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