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Л. И. Николаев, Т. Т. Чкоиия, 
К. А. Эристави-Кафиани, В. 3. Тарантул 

АНАЛИЗ «СПАСЕННОЙ» ПЛАЗМИДЫ 
ИЗ ТРАНСГЕННОГО ТУТОВОГО ШЕЛКОПРЯДА 

С помощью оригинальной методики микроинъекций ДНК в грену тутового щелко-
лряда получены трансгенные особи. Из суммарной ДНК F 2-потомков этих животных 
* спасена» плазмида (рг8а), которая отличалась по своей структуре от переносимой 
плазмиды pl.5LTR и наследовалась внехромосомнр. В составе плазмиды рг8а Обнару-
жены повторяющиеся последовательности ДНК тутового шелкопряда, которые эволю-
ционноконсервативны. , 

Введение. При трансгецозе у животных,экзогенная ДНК чаще всего 
интегрирует с ядерным геномом [1, 2], хотя может существовать и в. 
экстрахромосомной форме [3, 4]. На модели тутового шелкопряда ра-
нее впервые было показано, что при переносе плазмид путем микрй-
инъекций в грену они как в первом поколении взрослых насекомых 
;(Fo), так и ' в последующих (Fi и F2) присутствуют главным образом 
вне. хромосомной ДНК [5, 6]. Для исследования механизма переноса и 
экстрахромбсомного наследрвания трансгена было осуществлено его 
клонирование с помощью метода «спасения» плазмиды [3]. В настоя-
щем сообщении приводятся данные по молекулярному анализу одной 
из «спасенных» рекомбинантных плазмид, полученной при трансформа-
ции клеток Escherichia coli ДНК из Рг-поколения трансгенного туто-
вого шелкопряда. 

Материалы и методы. В грену тутового шелкопряда с помощью 
оригинальной методики микроинъекций [6, 7] переносили рекомбинант-
ную плазмиду pl.5L.TR, содержащую BamHI/EcoRI-фрагмеит плазмиды 
PJBR322 (3,9 тыс. п. н.) «и полтора длинных концевых повтора (LTR) 
вируса саркомы Рауса (RSV) [8]. Скрещивание бабочек, выделение 

Д Н К и блот-гибридизацию проводили, как описано ранее [7]. 
Результаты и обсуждение. С помощью блот-гибридизаци суммар-

ной нерестрицированной ДНК из-трансгенного шелкопряда № 4 с ме-
ченой плазмидой pl.5LTR установили, что у этого насекомого {самец) 
содержится несколько различающихся по размерам экстрахромосомных 
ДНК, имеющих гомологию с pl.5L.TR (рис. 1, дорожка 4). С ДНК всех 
трансгенных Иг-потомков этого насекомого картина блот-гибридизации 

/была одинаковая (рис. 1, дорожки 1—3), но отличалась от той, которая 
имела место у родительской особи. Таким образом, трансген присутст-
вует как в Fo-, так и в F2-поколениях насекомых в экстрахромосомной 
форме, структура которой перестраивается в процессе передачи по на-
следству [6]. 

Суммарную ДНК, выделенную из бабочек Иг-поколения (№№ 8а, 
16а и 166), без рестрикции использовали для трансформации компе-
тентных клеток Е. coli (штамм JM101) [9], В результате получали 
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около двух десятков устойчивых к ампициллину колоний, содержащих 
плазмидную ДНК. Все спасенные плазмиды оказались идентичными по-
мол екулярной массе и картине рестрикции. Из двух видов молекул экс-
трахромосомной ДНК, выявленных в нерестрицированной суммарной 
ДНК трансгенных насекомых (рис. 1, дорожки 1—3), по-видимому,, 
лишь меньшая по размеру несет Qri репликации и сайт устойчивости 
к ампициллину (Атрг) плазмиды Е. coli. В дальнейших экспериментах 
использовали одну из этих плазмид — рг8а. Рестрикционный и гибри-
дизационный анализы показали, что плазмида рт8а, как и все осталь-
ные спасенные плазмиды, содержит целиком BamHI/EcoRI-фрагмент,. 

который присутствовал в инъецированной плаз-
миде pl.SLTR, но в ней, по этим данным, отсут-
ствуют вирусные последовательности (рис. 2 ) . 

Вместе с тем, поскольку суммарный размер 
спасенной плазмиды равен 7,6 тыс. п. н., очевид-
но, что в ней, кроме фрагмента pBR322, присут-
ствует какая-то дополнительная последователь-
ность длиной около 3,7 тыс. п. н. Элиминация 
<Jcex вирусных последовательностей и сохранение 
в плазмиде рг8а фрагмента pBR322 очень наио-

Рис. 1. Блот-гибридизация меченой pl.SLTR с нерестрици-
рованной суммарной ДНК, выделенной из. трансгенного 
тутового шелкопряда № 4 (Fo-поколение) (4) и его Fj-no-
томков № 8а (1), № 16а (2) и Яв 166 (3) 

минают ситуацию, обнаруженную ранее при спасении плазмиды pMARt 
йз геномной ДНК трансгенной мыши [10, 11], хотя в отличие от транс-
генных шелкопрядов у трансгенной мыши имела место интеграция эк-
зогенной ДНК с геномной. Таким образом, как при интеграции с ге-
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Рис. 2. Рестриктная карта спасенной плазмиды рг8а. Жирная линия — pBR322; тонка» 
линия — клеточная ДНК; Р — PstI; Pv — Pvull; Е — EcoRI; B — BamHI 

номом, так и при экстрахромосомной локализации трансгена в процес-
се переноса возможна специфическая элиминация вирусных последо-
вательностей экзогенной ДНК. 

Дополнительная последовательность, появляющаяся в плазмиде 
рг8а, может быть (подобно дополнительной последовательности плаз-
миды pMARl) элементом генома иди же ) являться частью кольцевых 
экстрахромосомных ДНК (кэДНК), присутствующих, в клетках насеко-
мых [12] и млекопитающих [131. Второе предположение кажется нам 
более вероятным, поскольку кэДНК заведомо должна содержать по-
следовательности, обеспечивающие автономную репликацию этих мо-
лекул, и, следовательно, при соединении с экзогенной ДНК с большой, 
долей вероятности передавать ей это свойство. Как правило, в кэДНК 
присутствуют также последовательности, гомологичные повторяющим-
ся элементам генома [12, 13]. 

Для выяснения вопроса о природе «дополнительной» ДНК в плаз-
миде рг8а были проведены два типа блот-гибридизации: 1) плазмид-
ные ДНК гибридизовали с меченой суммарной клеточной ДНК туто-
вого шелкопряда (рис. 3, в) и 2) геномные ДНК разных трансгенных 
животных гибридизовали с меченым фрагментом спасенной "плазмиды 
(рис. 3, а) . Результаты этих экспериментов свидетельствуют о нали-
чии в ДНК трансгенных бабочек таких же по размеру рестрикционных 
фрагментов, как и у плазмиды рг8а, и имеющих гомологию с поелед-
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ней, что подтверждает происхождение спасенной плазмиды из Д Н К 
трансгенных бабочек тутового шелкопряда Рг-поколения. Кроме того,, 
они указывают на присутствие в рг8а последовательности (ей), гомоло-
гичной (ых) повторам, представленным в ДНК тутового шелкопряда», 
поскольку при гибридизации с суммарной меченой ДНК могут быть, 
выявлены только повторяющиеся последовательности генома. 

При гибридизации в мягких условиях меченой спасенной плазмиды; 
с ДНК, выделенными из различных видов организмов, видно (рис. 4)„ 

Рнс. 3. Блот-гибридизация меченой pl.5L.TR с рестрицированной PstI ДНК трансген-
ных шелкопрядов № 8а ( / ) , № 16а (2) и № 166 (3) в жестких условиях (а) и мече-
ной суммарной ДНК контрольного шелкопряда с рестрицированными PstI спасенным» 
плазмидами pr8a (1), рг16а (2) и рг166 (3) (в); б — электрофореграмма рестрициро-
ванных PstI плазмид, использованных для гибридизации в в 
Рис. 4. Блот-гибридизация в мягких условиях (гибридизация в 5XSSC при 55 °С, от-
мывка в 55XSSC при 55 °С) суммарных клеточных ДНК шелкопряда (/),' дрозофилы 
(2), мыши (3) и быка (4), рестрицированных EcoRI, с меченым BamHI/PstI-фрагмен-
том плазмиды ртва, расположенным слева от последовательности pBR322 

что в плазмиде рг8а присутствует последовательность, имеющая гомо-
логию с диспергированными повторами как насекомых (шелкопряд» 
дрозофила), так и млекопитающих (мышь, бык). Интересно, что в 
плазмиде pMARl, «спасенной» из клеток мыши, также содержался 
фрагмент, гомологичный консервативным в эволюции повторяющимся 
последовательностям геномной ДНК [10]. Более того, по-видимому, в. 
большинстве случаев рядом с интегрированным трансгеном расположе-
ны повторяющиеся элементы [14, 15]. Все эти факты свидетельствуют 
о преимущественной рекомбинации экзогенной ДН& в процессе пере-
носа с повторяющимися последовательностями, которые нередко явля-
ются консервативным^. 

Как уже указывалось, в процессе передачи по наследству проис-
ходят перестройки трансгена, которые, по-видимому, стабилизируют его-
структуру. Подтверждением этого могут служить наши неопубликован-
ные данные по повторному переносу спасенной плазмиды рг8а в ран-
ние эмбрионы тутового шелкопряда. У двух вновь полученных транс-
генных насекомых экзогенная ДНК существовала в экстрахромосомной 
форме и не отличалась по картине рестрикции от введенной плазмиды. 
Таким образом, имеются веские основания считать, что описанные в 
настоящей работе «спасенные» плазмиды за счет рекомбинаций в клет-
ках трех поколений тутового шелкопряда «адаптировались» к этим 
клеткам. 
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S u m m a r y . With the aid of microinjection ot plasmid pPrC-LTRl,5. harboring 
,1.5 DNA copies of Rous sarcoma virus (RSV) long terminal repeats (LTRs) in vector 
pBR322, transgenic silkworms (Bombyx mori L.j were obtained. The transgene was 
transmitted in three, obtained up to now, generation. Most of the exogenous DNA is 
not integrated into the genome and persist as an'extrachromosomal element which was 
subject to rearrangements. Plasmids have been rescued that carry the part of injected 
DNA and also fragments of the silkworm cellular DNA. In one of the rescued plasmids 
л sequence was found that is a member of a family of evolutionally concerved repea-
ted sequences. 
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