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КЛОНИРОВАНИЕ В ГЕНЕ Lac Iq ПЛАЗМИД СЕРИИ pTTQ: 
«ОБРАТНАЯ» ЦВЕТНАЯ РЕАКЦИЯ 

Предложен метод клонирования MluI-, BclI-, ApaI-, BssHI- и EcoRV-фрагментов ДНК 
в гене IaeIq плазмид серии pTTQ. Рекомбинантные клоны отбираются как окрашен-
ные в синий цвет колонии на чашках, содержащих ампициллин и X-gal. 

Введение. Плазмиды pUC18 и pUC19 представляют собой чрезвычай-
но удобные для клонирования векторы. Основное их преимущество — 
наличие полилинкера, включающего 13 уникальных сайтов рестрик-
ции внутри α-фрагмента гена β-галактозидазы, что значительно об-
легчает селекцию рекомбинантных клонов, которые могут быть ото-
браны на чашках с IPTG и X-gal как бесцветные колонии на фоне 
окрашенных нерекомбинантных [1] при клонировании в штаммах 
Escherichia coli с генотипом Δ (lac-pro), F'lacIqZAM15. Однако сайты 
внутри полилинкеров плазмид pUC18 и pUC19 далеко не перекры-
вают весь спектр известных в настоящее время рестриктаз. В част-
ности, в этих полилинкерах отсутствуют сайты узнавания для рестрик-
т а з MluIf BclIf ApaIf BssHIt EcoRV. 

Предлагается простой метод клонирования MluI-, BclI-, ApaI-, 
BssHI- и £со7?У-фрагментов Д Н К в гене IaeIq плазмид серии pTTQ 
с использованием «обратной» цветной реакции. 

Материалы и методы. В работе использовали: штамм Е. coli 
JM109, recAl, endAl, hsdR17, gyrA96, thi, supE44, relAl, λ-, A(lac-proA, 
Β), F ' , traD36, proA, В, lacIqZAM15 [2]., Д Н К фага лямбда, рестрик-
таза EcoRVy ДНК-лигаза фага Т4, X-gal производства НПО «Биопол» 
(Москва). Выделение плазмидной Д Н К , рестрикцию и лигирование 
осуществляли, как описано в [3]. 

Результаты и обсуждение. Недавно Старк сообщил о создании 
п л а з м и д pTTQIS и pTTQ19 [4] (рис. 1) , п р е д н а з н а ч е н н ы х д л я экс-
прессии клонированных генов в Е. coli под контролем /ас-промотора 
[5] и имеющих в своем составе α-фрагмент гена IacZ с полилинкером 
плазмид pUC18 и pUC19 соответственно, однако находится этот фраг-
мент под контролем промотора tac, а не Iac, в отличие от плазмид 
pUC18 и pUC19. Известно, что мультикопийные плазмиды, включаю-
щие /ас-промотор (например, плазмиды серии pUC), требуют для сво-
его размножения специальные штаммы Е. Coli1 имеющие в хромосоме 
IacIq аллель гена IacI, так как множественные копии оператора титру-
ют репрессор в штаммах дикого типа (IacI+-штаммах). Это приводит 
к неполному подавлению транскрипции с /ас-промотора в отсутствие 
индукции [6, 7]. Штаммы IacIq Е. coli синтезируют почти в 10 раз 
больше /ас-репрессора [8], что обеспечивает полное подавление 
транскрипции с /ас-промотора мультикопийных плазмид при отсут-
ствии индукции. Старк [4] сообщает также, что транскрипция с tac-
промотора (который в 5—10 раз сильнее промотора lacUV5 [9]) муль-
тикопийных плазмид не подавляется полностью даже в laclq-штгммгх 
Е. coliy поэтому он ввел в состав сконструированных им экспресси-
рующих векторов ген IacIqy в результате чего транскрипция с tac-npo-
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мотора в отсутствие индукции была подавлена полностью. В данной 
работе предлагается использовать явление неполного подавления 
транскрипции с /ас-промотора мультикопийных плазмид в lacIq-mTau-
мах Е. coli при отсутствии индукции для селекции рекомбинантных 
плазмид, содержащих вставки фрагментов Д Н К в гене IacIq плазмид 
pTTQ18 и pTTQ19. Действительно, клоны, содержащие рекомбинант-
ные плазмиды, должны экспрессировать α-фрагмент гена β-галакто-
зидазы и, следовательно, давать синюю окраску на чашках с X-gal в 

результате α-комплементации 
в штаммах Е. coli с генотипом 
A(lac-pro), FxIacIqZAMlS [10]. 
Нерекомбинантные клоны, 
имеющие интактный ген IacIq 
в составе плазмиды, такой ок-
раски давать не должны 
вследствие полного подавления 
транскрипции с /ас-промотора. 

Предлагаемая методика 
была апробирована при кло-
нировании У-фрагментов 
Д Н К фага лямбда в плазми-
де pTTQ19. Плазмиду pTTQ19 

Рис. 1. Физическая и генетическая 
карты плазмид pTTQ18/19; rrtiB tl, 
t2 — терминаторы ри,босомного опе-
рона Е. coli; ori — область начала 
репликации. Стрелками указаны на-
правления транскрипции генов 

и Д Н К фага лямбда гидролизовали рестриктазой EcoRV и лиги-
ровали между собой. Лигазной смесью трансформировали штамм 
Е. coli JM1C9 и высевали трансформанты на чашки с агаризованной 

Рис. 2. Рестрикционный анализ плазмидной ДНК из рекомбинантных (синих) клонов: 
1> 7—ДНК фага лямбда, гидролизованная EcoRV; 2—6 — Д Н К рекомбинантных 
плазмид, гидролизованная EcoRV 

средой LB, содержащей ампициллин и X-gal. Из голубых колоний вы-
деляли плазмидную Д Н К и гидролизовали ее рестриктазой EcoRV. 
Результаты представлены на рис. 2. Видно, что рекомбинанты содер-
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жат вставки одного — двух фрагментов Д Н К различного размера. 
Ранее данная методика была использована нами для субклонирова-
ния Л4/^/-фрагмента плазмиды pLG13 [11], несущего ген рестрикта-
зы EcoRV (результаты не приведены). Очевидно, сайты Bell, ApaI и 
BssHI, расположенные между MluI- и EeoRV-сайтами в структурной 
части гена IaeIq, также могут быть применены для селекции рекомби-
нантных клонов с помощью «обратной» цветной реакции. 

Таким образом, уникальные сайты рестрикции для пяти рестрик-
таз, узнающих невырожденные шестинуклеотидные последовательнос-
ти и локализованные внутри гена IaeIq плазмид pTTQ18 и pTTQ19 
(MluI, Bell, ApaIf BssHI, EeoRV), могут быть использованы для кло-
нирования фрагментов Д Н К с помощью «обратной» цветной реакции. 
В отличие от «прямой» цветной реакции, когда рекомбинанты отби-
раются как бесцветные колонии на фоне окрашенных нерекомбинант-
ных, в этом случае отпадает необходимость в применении дорогостоя-
щего синтетического индуктора 1PTG. Кроме того, плазмиды pTTQIS 
и pTTQI9 имеют уникальные сайты рестрикции в составе полилинке-
ра, пригодные при клонировании с использованием «прямой» цветной 
реакции для селекции рекомбинантных клонов. 

S u m m a r y . The method for cloning MluI-, BclI-, ApaI-, BssHI- and EcoRV-DNA 
fragments in the laclq gene of pTTQ plasmids is described. Recombinant clones are se-
lected as coloured in blue colour colonies on plates containing ampicillin and X-gal. 
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