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МЕТОД БЫСТРОГО КЛОНИРОВАНИЯ СПЕЦИФИЧЕСКИХ кДНК. 
КЛОНИРОВАНИЕ кДНК ПРОЛАКТИНА ЧЕЛОВЕКА * 

Описан метод быстрого и эффективного клонирования определенных кДНК. Метод, 
включающий цепную реакцию полимеризации с использованием синтетических олиго-
нуклеотидов-затравок, применен для селективной амплификации кДНК пролактина, 
синтезированной на поли(А)-мРНК из гипофиза человека. Определение нуклеотидной 
последовательности вставки одной из рекомбинантных плазмид показало наличие пол-
ной последовательности кДНК пролактина, фланкированной синтетическими затрав-
ками. 

Введение. Традиционный способ клонирования кДНК заданной специ-
фичности заключается в конструировании представительной библиоте-
ки рекомбинантных клонов, содержащих кДНК, синтезированную на 
поли (А)-содержащей мРНК (поли(А)-мРНК) (рис. Iy а). Скрининг 
такой библиотеки, количество клонов в которой достигает 5-Ю5, про-
водится синтетическими олигонуклеотидами либо зондами, обладающи-
ми частичной гомологией с искомыми последовательностями. Этот этап 
является одним из наиболее трудоемких и часто приводит к обнару-
жению неполных кДНК-копий и необходимости проведения повторных 
скринингов или даже конструирования новых библиотек. 

Ранее некоторыми исследователями было проведено обогащение 
специфическими последовательностями препаратов кДНК на этапах 
синтеза первой и второй цепей [1]. Такой подход, однако, приводил 
лишь к частичному обогащению, причем это достигалось за счет поте-
ри количества материала. Отличительной чертой данной работы явля-
ется применение метода цепной реакции полимеризации (ЦРП) [2] для 
амплификации специфической кДНК, находящейся в гетерогенной по-
пуляции других последовательностей с последующим клонированием 
ее в составе бактериальной плазмиды (рис. 1,6) . 

Материалы и методы. С и н т е з о л и г о д е з о к с и р и б о н у к л е о т и д о в . Оли-
гонуклеотиды синтезировали фосфоамидитным методом [3] на синтезаторе Gene As-
sembler («Pharmacia», Швеция) . После удаления защитных групп обработкой тиофе-
иолом и аммиаком олигонуклеотиды хроматографировали на колонке с Toyopearl 
HW-40. Далее олигонуклеотиды отделяли от полимеров с меньшим числом звеньев с 
помощью препаративного электрофореза в 15 %-ном полиакриламидном геле в при-
сутствии 7 M мочевины. Элюированный материал осаждали тремя объемами этанола 
в присутствии 0,5' M ацетата аммония. 

В ы д е л е н и е п о л и (А) -м Р Н К и з а д е н о м ы г и п о ф и з а ч е л о в е к а . 
Ткань оперативно удаляемой аденомы замораживали в жидком азоте и хранили при 
—70°С. Препарат суммарной и поли(А) -мРНК выделяли, как описано ранее [4, 5] . 
м Р Н К проверяли на наличие пролактин-специфических последовательностей методом 
гель-электрофореза и блоттинга с последующей гибридизацией с 3 2Р-меченным 24-звен-
ным олигонуклеотидом-затравкой [б]. 

* Работа финансировалась в рамках Временного молодежного творческого кол-
лектива. 
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С и н т е з к Д Н К . к Д Н К и двухспиральную к Д Н К (дс к Д Н К ) синтезировали по 
методу Гублера [7]. 

Ц P П. 100 нг де к Д Н К амплифицировали в системе 50 мкл, содержащей 30 мМ 
трис-ацетатный буфер, рН 8, 60 мМ Ыа-ацетат, 40 мМ Mg-ацетат , 1,5 мМ dNTPs v 

1 MKjH олигонуклеотиды-затравки, 200 ед . /мл ДНК-полимеразы Thermus ihermophilus 
HB ( Н П О «Фермент», Вильнюс). Проводили 25 циклов: 95 °С, 1,5 мим; 45 °С, 2 мин; 
70 °С, 5 мин. После окончания реакции Д Н К обрабатывали смесью фенол : хлороформ, 

Рис. 1. Традиционная (а) и предлагаемая (б) схемы клонирования специфических 
к Д Н К 
Fig . 1. Tradi t ional (α) and sugges ted (6) schemes for the synthes is and c lon ing of 
specific cDNAs 

затем — хлороформом и осаждали этанолом в присутствии 2 M ацетата аммония. Ра-
створенную Д Н К подвергали электрофорезу в 0,8 %-ном геле легкоплавкой агарозы 
(«Віо-Rad», США) . Д Н К из геля элюировали, как описано ранее [6]. 

К л о н и р о в а н и е дс к Д Н К п р о л а к т и н а . Элюированную дс к Д Н К фосфо-
рилировали (5'-концы, образованные синтетическими олигонуклеотидами) с помощью 
полинуклеотидкиназы Т4 и клонировали в SmaI-сайт плазмиды pUC19, используя опи-
санные методы [6]. Рекомбинантные клоны отбирали на селективных средах, содер-
ж а щ и х X-gal и ИПТГ. 

О п р е д е л е н и е н у к л е о т и д н о й п о с л е д о в а т е л ь н о с т и к л о н и р о -
в а н н о й к Д Н К . Нуклеотидную последовательность к Д Н К пролактина определяли по 
методу Сэнгера [8], используя непосредственно рекомбинантную плазмиду рНРг19 в 
качестве матрицы, универсальные затравки для прямого (17-звенный олигонуклеотид) 
и обратного сиквенсов (16-звенный олигонуклеотид) , а т а к ж е пролактин-специфические 
олигонуклеотиды (16- и 24- и 43-эвенные олигонуклеотиды) . Д Н К плазмиды рНРг!9 
денатурировали, как описано в работе [9], синтез проводили фрагментом Кленова 
Д Н К - п о л и м е р а з ы I («Amersham», США) . 

Результаты и обсуждение. Целью данной работы являлось кло-
нирование кДНК, кодирующей пролактин человека. Длина соответст-
вующей поли (А) -мРНК, выделенной из ткани оперативно удаляемой 
аденомы гипофиза, составляет примерно 1000 н. п. (данные не при-
ведены). Структурная часть этой мРНК начинается с нуклеотидной 
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последовательности, кодирующей сигнальный пептид длиной 28 амино-
кислот [10]. Отщепление этого пептида от препролактина происходит 
на стадии процессинга и транспорта белка, в результате чего из клетки 
выходит зрелый, физиологически активный гормон. 

Синтезированная по традиционной схеме кДНК содержала бы ин-
формацию, кодирующую сигнальный пептид препролактина. Такую 
кДНК невозможно было бы использовать в бактериальных клетках для 

Рис. 2. Схема амплификации и клонирования к Д Н К пролактина человека 

Fig. 2. Schematic d r a w i n g of ampli f icat ion and c loning of h u m a n prolact in cDNA 

синтеза белка, поскольку у бактерий нет соответствующей системы про-
цессинга. Поставленная цель клонирования кДНК пролактина челове-
ка достигалась с помощью ЦРП для амплификации данной последо-
вательности, находящейся в гетерогенной популяции кДНК. Для этого 
использовали два пролактин-специфических олигонуклеотида-затравки 
(рис. 2). 5'-Концевая затравка (43-звенный олигонуклеотид) содержит 
в своем составе 18 нуклеотидов, идентичных мРНК, начиная с кодона 
TTG, кодирующего Leu — первую аминокислоту процессированного гор-
мона. Остальные 25 нуклеотидов содержат участок связывания с рибо-
сомной РНК Е. coli (RBS) и перекрывающиеся кодоны TGA (Stop) и 
ATG (Met), кодирующие терминирующий и инициирующий кодоны со-
ответственно [11]. 

З'-Концевая затравка (24-звенный олигонуклеотид) частично ком-
плементарна мРНК в ее З'-некодирующей области. Схема экспери-
мента представлена на рис. 2. Синтезированную на поли(А)-мРНК из 
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ден омы гипофиза дс кДНК денатурировали, гибридизовали с опи-
анными выше олигонуклеотидами и проводили синтез комплементар-
ых цепей с помощью ДНК-полимеразы Т. thermophilics. Амплифици-
юванную кДНК подвергали электрофорезу в 0,8 %-ном агарозном геле 
рис. 3). После элюции соответствующей зоны в области 700 н. п. 

б^концы дс кДНК пролактина фос-
форилировали и использовали не-
посредственно для клонирования в 
Smal-сайт плазмиды pUC19. Скри-
нинг нескольких десятков клонов, 
выросших на соответствующих ин-
дикаторных средах, позволил обна-
ружить клоны, содержащие кДНК 
пролактина. Одна из рекомбинант-
ных плазмид, названная рНРг19у 
представлена на рис. 4. 

Зис. 3. Электрофорез в 0,8 %-ном агарозном геле Д Н К , синтезированной в цепной ре-
акции полимеризации: 1 — отрицательный контроль реакции Ц Р П (без фермента) ; 
? — амплифицированная к Д Н К пролактина человека (препарат 1): 3 — то ж е (препа-
)ат 2); M — маркеры молекулярной массы, размеры обозначены в н. п. 
r ig . 3. 0.8 %-Aga rose gel ana lys i s of DNA synthesized in po lymerase chain react ion: 1 — 
lega t ive react ion control (b lank) ; 2 — ampl i f ied h u m a n prolac t in cDNA (sample 1 ) ; 
? — the same ( sample 2) ; M — molecular weight m a r k e r s (in. b. p.) 
Зис. 4. Физическая карта плазмиды рНРг19, содержащей к Д Н К пролактина человека. 
Эбозначены сайты узнавания нескольких рестриктаз в последовательности к Д Н К про-
тактина и их положения относительно всей плазмиды (в н. п.). Инактивирование 
встраиванием сайта StnaI обозначено скобками 

Mg. 4. Physical m a p of the recombinant p lasmid pHPrl9 con ta in ing h u m a n prolact in 
:DNA. The recogni t ion sites of ,some res t r ic tases in the prolact in sequence (in b. p.) 
re indicated with respect to the to ta l p lasmid length . Inser t iona l inac t iva t ion of SmaI-

:іte is indicated by brackets 

Нуклеотидная последовательность кДНК пролактина определена 
непосредственно в составе плазмиды рНРг19. Для этой цели были ис-
пользованы три пролактин-специфические затравки и две затравки, 
прилегающие к полилинкерной области pUC19. Нуклеотидные после-
довательности кДНК пролактина человека, определенная нами и опуб-
ликованные ранее, представлены на рис. 5. Единственное обнаруженное 
зами отличие — точечная инсерция T в положении 639 некодирующей 
области, что, по-видимому, является отражением аллельного полимор-
физма гена пролактина человека и не является следствием использова-
ния ЦРП для клонирования. 

Примененный нами метод клонирования специфических последо-
вательностей кДНК является экономичным, быстрым и позволяет, из-
бегая стадии конструирования и скрининга представительных библио-
тек кДНК, получить клон требуемой специфичности, имея в распоряже-
нии не больше 1 мкг поли (А)-РНК. Опубликованный недавно метод 
клонирования кДНК, синтезированной на суммарной клеточной Р Н К 
[14] с последующей амплификацией специфической последовательнос-
ти по описанному выше методу, позволит существенно упростить тех-
нику клонирования. Кроме того, этот подход позволяет клонировать 
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полноразмерные копии кДНК, так как размеры определяются самим 
экспериментатором с помощью синтетических олигонуклеотидов-затра-
вок. Метод, по-видимому, универсален и позволяет клонировать как 
кДНК с уже известной последовательностью, так и ранее не клониро-
ванные кДНК. В таком случае структура 5'-концевого олигонуклеотида 

I p a t t c g a a o a g g a g a c t t t c t g a t g . t t g . с с с . а т с . t g t . c c c T g g c ] . g g g . g c t . g c c . - 5 2 

Рис. 5. Н у к л е о т и д н а я последовательность к Д Н К п р о л а к т и н а человека , о п р е д е л е н н а я 
нами ( / ) , в р а б о т а х [12] (2) и [13] (3) . В с л у ч а я х 2 и 3 у к а з а н ы только отличия в 
н у к л е о т и д н ы х последовательностях . И с п о л ь з о в а н н ы е д л я Ц Р П о л и г о н у к л е о т и д ы за-
ключены в п р я м о у г о л ь н и к и 

F ig . 5. The nuc leo t ide sequence of t he c loned h u m a n p r o l a c t i n cD'NA ( / ) in c o m p a r i s o n 
w i t h t h a t of Cooke et al — 2 (12) a n d t h a t of M e r t v e t s o v et al — 3 (13) . T h e s y n t h e t i c 
o l i g o n u c l e o t i d e s - p r i m e r s used fo r P C R a re boxed 

определяется на основании частичной аминокислотной последователь-
ности пяти — шести N-концевых остатков исследуемого белка (с уче-
том вырожденности кода и частоты встречаемости кодонов). Этот оли-
гонуклеотид обеспечивает специфичность реакции ЦРП. Структура 
З'-концевого олигонуклеотида может быть универсальна: олиго (dT) 12-15 
GGTCGACC, где (dT) 12-15 обеспечивает гибризидацию с поли (А)-по-
следовательностью на З'-конце мРНК, a GGTCGACC фиксирует 3'-
конец кДНК при ее амплификации и содержит удобный для клониро-
вания сайт SalGIy редко встречающийся в геноме эукариот. 

В период подготовки данной статьи были опубликованы еще две 
работы, подтверждающие универсальность предлагаемого подхода 
[15, 16]. 
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A FAST M E T H O D FOR CLONING OF SPBCIFIC сDNA. 
CLONING OF HUMAN PROLACTIiN cDNA 

S. B. Zolo tukhin , E. Yu.. Markelova, G. V. Panasenko, 
V. G. Naidenov, A. D. Shved, Yu. Yu. Sautin, Ya. V. Patsko 
Inst i tu te of Molecular Biology and Genetics, 
Academy of Sciences of the USSR, Kiev 
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S u m m a r у 
A method al lowing fast and effective cloning of part icular cDNA is described. Pa i r s 
of synthetic ol igonucleotides-primers are used for polymerize chain reaction mediated 
selective amplification, of prolactine cDNA synthesized 011 human pi tui tary poly (A)-
mRNA. Sequence of one of the recombinant plasmid insert revealed a ful l- length pro-
lactin cDNA, flanked by the synthetic primers. 
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