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ВВЕДЕНИЕ 
 

Учебно-методический комплекс «Основы генной инженерии: мето-

ды рекомбинантных ДНК» составлен с ориентацией на конечный резуль-

тат обучения студентов на биологическом факультете с целью формирова-

ния знаний о современных биотехнологических процессах, основанных на 

методах рекомбинантных ДНК. В основе программы лежат представления 

о молекулярном переносе единиц наследственности (генов) из одного ор-

ганизма в другой с целью создания нового продукта или получения уже 

известного продукта в промышленных масштабах. Рассмотрены вопросы 

практического применения методов рекомбинантных ДНК на примерах 

трансгенных растений и животных, производства фармацевтических суб-

станций, биологической очистки объектов окружающей среды, совершен-

ствования лабораторных методов обследования биологических объектов. 

Программа основана на учебно-исследовательском принципе изучения 

предмета. 

Весь материал разбит на 4 раздела. В первом разделе излагаются со-

временные представления о матричных синтезах, дается понятие о хими-

ческом синтезе и секвенировании ДНК (генов), во втором – основной упор 

сделан на механизмы экспрессии генов и получение рекомбинантных бел-

ков, в третьем – рассмотрены вопросы генной инженерии растений и жи-

вотных, в четвертом разделе приведены положительные и возможные от-

рицательные аспекты использования генно-инженерных продуктов в пи-

щевой и фармацевтической промышленности, применения рекомбинант-

ных организмов в сельском хозяйстве, рассмотрены требования производ-

ства генно-инженерных продуктов и их добротного испытания. 

При изложении теоретических основ спецкурса автор широко ис-

пользовал три уникальных учебных пособия: Б. Глика, Дж. Пастернака 

«Молекулярная биотехнология. Принципы и применение», Т.А. Егоровой, 

С.М. Клуновой, Е.А. Живухиной «Основы биотехнологии», А.В. Кузнецо-

ва, И.В. Кузнецова «Подвижный вектор», Щелкунова С.Н. «Генетическая 

инженерия».  

Все замечания и предложения будут с благодарностью приняты и 

учтены в дальнейшей работе по совершенствованию спецкурса. 
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Программа курса 

«Генная инженерия» 
 

(спецкурс для студентов, обучающихся на биологическом факультете)  

 

Программа «Генная инженерия» для студентов биологического фа-

культета университета разработана заведующим кафедрой химии Витеб-

ского государственного университета им. П.М. Машерова, доктором био-

логических наук, профессором А.А.Чиркиным. Учебно-методический 

комплекс «Основы генной инженерии: методы рекомбинантных ДНК» 

прорецензирован доктором биологических наук, профессором, заведую-

щим лабораторией экспериментальной гепатологии Института биохимии 

НАН Беларуси В.У.Буко и доктором медицинских наук, профессором ка-

федры патфизиологии Витебского государственного медицинского уни-

верситета, профессором Ю.Я.Родионовым 

. 

 

ЗАДАЧИ ПРЕПОДАВАНИЯ КУРСА 

 

В результате изучения основ генной инженерии студент должен: 

знать 

– биологические агенты, используемые в методах рекомбинантных 

ДНК; 

– принципы культивирования клеток и переноса генов; 

– сущность методов молекулярной генетики; 

– трансгенные растения и животные; 

– принципы работы с рекомбинантными белками; 

уметь 

– пользоваться языком генной инженерии и справочными руково-

дствами; 

– выбрать биологический объект, составить алгоритм генно-

инженерных работ, обосновать метод наиболее эффективной очистки це-

левого продукта; 

– применить методы спектрофотометрии, тонкослойной и колоноч-

ной хроматографии, определения активности и количества ферментов, вы-

деления и очистки целевого продукта. 

 

СОДЕРЖАНИЕ КУРСА 

 

История генной инженерии. Методы рекомбинантных ДНК как раз-

делы молекулярной биологии, молекулярной генетики бактерий, энзимо-

логии нуклеиновых кислот, с одной стороны, промышленной и химиче-

ской инженерии, с другой. Цели генной инженерии: диагностика, профи-
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лактика и лечение инфекционных и генетических заболеваний, повышение 

урожайности сельскохозяйственных культур, создание микроорганизмов, 

продуцирующих различные химические соединения, создание пород сель-

скохозяйственных и других животных с улучшенными наследуемыми при-

знаками. Возможные негативные эффекты развития методов рекомбинант-

ных ДНК. 

1. Матричные синтезы: репликация, транскрипция, трансляция. Осо-

бенности регуляции матричных синтезов у бактерий и эукариот. 

Естественные механизмы переноса генетической информации у про-

кариот и эукариот. 

Технология рекомбинантных ДНК как совокупность эксперименталь-

ных процедур, позволяющая осуществлять перенос генетического  материа-

ла (ДНК) из одного организма в другой. Рестрицирующие эндонуклеазы 

(рестриктазы). Плазмиды и плазмидные векторы. Введение рекомбинантной 

ДНК в клетку-хозяина (трансформация) и отбор. Создание геномной биб-

лиотеки и поиск клона (клонов) несущего искомую последовательность 

ДНК: гибридизация с меченым ДНК-зондом, иммунологический скрининг, 

скрининг по активности белка, кодируемого геном-мишенью. Особенности 

клонирования структурных генов эукариот. Генетическая трансформация 

прокариот: перенос ДНК в Е. coli, электропорация, конъюгация. 

2. Понятие о химическом синтезе ДНК (генов). Методы секвениро-

вания ДНК – определения нуклеотидной последовательности. Полимераз-

ная цепная реакция (ПЦР) как способ получения in vitro большого числа 

копий специфических нуклеотидных последовательностей. Синтез генов с 

помощью ПЦР.  

Оптимизация экспрессии генов, клонированных в прокариотические 

клетки (сильный промотор, проблема получения большого количества 

белка, устойчивого к протеиназам клетки-хозяина, метаболическая пере-

грузка и недостаток кислорода). Получение рекомбинантных белков с по-

мощью эукариотических систем. Дрожжевые системы экспрессии (синтез 

поверхностного антигена вируса гепатита В, синтез бычьего лизоцима С2). 

Системы экспрессии с использованием культур клеток насекомых (реком-

бинантные бакуловирусы). Системы экспрессии для работы с клетками 

млекопитающих (челночные векторы, экспрессия двух клонированных ге-

нов с получением белка, состоящего из двух субъединиц).  

Направленный мутагенез (получение нового белка с заранее задан-

ными свойствами): олигонуклеотид-направленный мутагенез с использо-

ванием плазмидной ДНК, то же с использованием ПЦР-амплификации, 

случайный мутагенез. Генная инженерия белков для повышения термоста-

бильности: введение дополнительных дисульфидных связей, замена аспа-

рагина на другие аминокислоты, уменьшение числа свободных сульфгид-

рильных групп. Повышение ферментативной активности и стабильности 

ферментов, изменение потребности металлоферментов в кофакторах, из-
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менение специфичности фермента. 

Системы ДНК-диагностики (гибридизационные зонды, геномная 

дактилоскопия, полиморфные ДНК-маркеры). Молекулярная диагностика 

генетических заболеваний. Биодеградация токсичных соединений и утили-

зация биомассы. Метаболические пути биодеградации ксенобиотиков, соз-

данные методами генной инженерии. Мультиплазмидные организмы, спо-

собные утилизировать несколько соединений. Бактерии, стимулирующие 

рост растений: непосредственно путем поставки фиксированного азота, 

хелатированного железа, фитогормонов, фосфатов (штаммы Rhizobium, 

симбиоз с растениями, клубеньки на корнях) и опосредованно через по-

давление роста фитопатогенных микроорганизмов. 

3. Промышленный синтез белков при участии рекомбинантных мик-

роорганизмов. Генная инженерия растений и животных. Фертильные рас-

тения, все клетки которых несут чужеродный(-е) ген(-ы) (трансгенные рас-

тения). Трансформация растений Ti-плазмидой из Agrobacterium tumefa-

ciens. Векторные системы на основе Ti-плазмид. Физические методы пере-

носа генов в растительные клетки, бомбардировка микрочастицами, ис-

пользование векторов на основе вирусов, прямое введение генов в прото-

пласты растений. Получение трансгенных растений, не содержащих мар-

керных генов. 

Выведение растений, устойчивых к насекомым-вредителям, вирусам 

и гербицидам. Получение растений, противостоящих неблагоприятным 

воздействиям и старению. Изменение свойств растений: окраски цветков, 

пищевой ценности, вкуса, внешнего вида плодов. Трансгенные растения, 

способные синтезировать ценные для промышленности и сельского хозяй-

ства белки и химикаты.  

Трансгенные животные: теория (генетическая трансформация эм-

брионов, введение рекомбинантного гена в яйцеклетки); моделирование 

(болезнь Альцгеймера, муковисцидоз; экспрессия генов, кодирующих 

трансгенные продукты, секретируемые с молоком); практика – трансген-

ный крупный рогатый скот (молочная железа – «биореактор», наследуемая 

устойчивость к бактериальным, вирусным инфекциям и паразитарным ин-

вазиям); трансгенные овцы, козы и свиньи (синтез человеческого гемогло-

бина); трансгенные птицы, рыбы. ПЦР как метод обнаружения трансгена, 

перспективы и потенциальные опасности. 

Общие положения молекулярной генетики человека. Исследователь-

ская программа «Геном человека». Клонирование генов заболеваний чело-

века. Генная терапия (in vitro, in vivo); вирусные и невирусные системы 

доставки генов. Лекарственные средства на основе олигонуклеотидов и 

коррекция ими генетических дефектов. 

4. Контроль применения экспериментов с рекомбинантными ДНК, 

производства и потребления пищевых продуктов и пищевых добавок, вы-

свобождения генетически модифицированных организмов в окружающую 
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среду. Общее представление о правилах добротного и безопасного произ-

водства (GMP – Good Manufacturing Practice), доклинического испытания 

(GLP – Good Laboratory Practice) и клинического испытания (GCP – Good 

Clinical Practice) продуктов генно-инженерных продуктов. 

В соответствии с утвержденным учебным планом для биологическо-

го факультета по специальности «Биология и химия», «Биоэкология» и 

«География и биология» на преподавание спецкурса «Основы генной ин-

женерии: методы рекомбинантных ДНК» предусматривается следующее 

количество часов: 

 

Назва-

ние  

факуль-

тета 

Се-

местр 

Всего 

часов 

Из них 

ауди-

торные 

Лекции Лаборатор-

ные заня-

тия 

Экзамен, 

зачет 

Биоло-

гиче-

ский 

План 36 30 20 10 Зачет 

 

ПРИМЕРНЫЙ ТЕМАТИЧЕСКИЙ ПЛАН ЛЕКЦИЙ СПЕЦКУРСА 

«ОСНОВЫ ГЕННОЙ ИНЖЕНЕРИИ: МЕТОДЫ РЕКОМБИНАНТНЫХ 

ДНК» ДЛЯ СТУДЕНТОВ БИОЛОГИЧЕСКИХ СПЕЦИАЛЬНОСТЕЙ 

 

№ СОДЕРЖАНИЕ Часы 

1. Введение в генную инженерию 1 

2. Матричные синтезы 1 

3. Технология рекомбинантных ДНК 2 

4. Химический синтез и секвенирование ДНК 2 

5. Направленный мутагенез и генная инженерия белков 2 

6. Экспрессия генов, клонированных в прокариотических и эу-

кариотических клетках 

2 

7. Молекулярная биотехнология микробиологических систем и 

питание 

1 

8. Генная инженерия микробиологических систем и производст-

во коммерческих продуктов 

1 

9. Генная инженерия растений (трансгенные растения) 2 

10. Трансгенные животные 2 

11. Молекулярная генетика человека 2 

12. Контроль применения генно-инженерных методов 2 

ИТОГО: 20 часов. 
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ПРИМЕРНЫЙ ТЕМАТИЧЕСКИЙ ПЛАН ЛАБОРАТОРНЫХ 

ЗАНЯТИЙ СПЕЦКУРСА «ОСНОВЫ ГЕННОЙ ИНЖЕНЕРИИ: МЕТОДЫ 

РЕКОМБИНАНТНЫХ ДНК» 

 

№ Наименование раздела, темы, элемента Количество 

часов 

Примечание 

1. Количественный и качественный анализ 

нуклеиновых кислот 

4  

2. Белки. Качественные и количественные 

методы определения аминокислот и бел-

ков. Методы изучения физико-химических 

свойств белков. 

4  

3. Ферменты. Определение специфичности 

ферментов. Иммобилизация ферментов. 

Методы качественного выявления и коли-

чественного определения активности 

ферментов. Методы изучения кинетиче-

ских свойств ферментов. 

2  
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ТЕОРЕТИЧЕСКОЕ СОДЕРЖАНИЕ КУРСА 

 

Молекулярная биотехнология 
Молекулярная биотехнология сформировалась в последней трети ХХ 

века на основе технологии рекомбинантных ДНК и традиционной промыш-

ленной микробиологии. Учитывая, что эта перспективная область знаний 

может дать как положительные, так и отрицательные результаты для чело-

вечества, быть полезной для развития народного хозяйства, а также из-за 

наличия большого числа околонаучных и фантастических домыслов, приня-

то решение о введении спецкурса «Генная инженерия» для студентов био-

логических, медицинских, инженерных и других специальностей. 

Молекулярная биотехнология основана на переносе единиц наследст-

венности (генов) из одного организма в другой с помощью методов генной 

инженерии (технология рекомбинантных ДНК). Целью такого переноса яв-

ляется создание нового продукта или получение уже известного продукта в 

промышленных масштабах. Первая рекомбинантная ДНК была получена в 

1972 г. П. Бергом и сотрудниками. Стратегия переноса функциональной еди-

ницы наследственности (гене) из одного организма в другой была разработа-

на американскими учеными Стэнли Коэном и Гербертом Бойером в 1973 г. 

В 1976 г. ученые небольшой американской фирмы Genentech начали 
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исследования по проблеме получения рекомбинантных ДНК. Спустя 2 го-

да были осуществлены следующие мероприятия: 

1) выделены фрагменты гена (последовательности ДНК) человече-

ского инсулина; 

2) эти фрагменты перенесены в генетические элементы (клонирую-

щие векторы), способные реплицироваться в клетках обычной кишечной 

палочки (Escherichia coli); 

3) клетки кишечной палочки синтезировали человеческий инсулин 

по программе введенных фрагментов гена инсулина; 

4) полученный инсулин подвергался очистке и использовался как ле-

карственный препарат для больных диабетом, имеющих аллергическую 

реакцию на свиной инсулин. 

К середине 90-х годов прошлого века на рынке появилось более де-

сятка новых биотехнологических лекарственных препаратов, более 100 

препаратов проходят клинические испытания и свыше 500 находятся на 

стадии разработки. Ежегодный оборот молекулярно-биотехнологической 

индустрии увеличился с 6 млн. долларов в 1986 году до 60 млрд. долларов 

в 2000 году. 

Итак, генная инженерия является частью молекулярной биотехно-

логии и служит для получения конечных биотехнологических продуктов 

(биополимеры, метаболиты, лекарственные препараты, вакцины, диагно-

стические методы, высокопродуктивные и устойчивые сельскохозяйствен-

ные растения и животные). Молекулярная биотехнология базируется на 

теории и методах молекулярной биологии, микробиологии, биохимии, ге-

нетики, химической инженерии и клеточной биологии.  

Роль генной инженерии в становлении молекулярной биотехнологии 

видна из анализа истории развития этой науки (табл. 1). 

Таблица 1 

Историческая справка о становлении молекулярной биотехнологии 

Дата Событие 

1869 Ф. Мишер выделил ДНК из ядер клеток гноя 

1917 Карл Эреки ввел термин «биотехнология» на основе промышлен-

ного выращивания свиней с использованием сахарной свеклы 

1943 Промышленное производство пенициллина 

1944 Генетический материал – ДНК (Эвери, МакЛеод, МакКарти) 

1953 Двойная спираль ДНК (Уотсон и Крик) 

1961 А. Мармур и П. Доти открыли явление ренатурации ДНК и установи-

ли точность и специфичность гибридизации полинуклеотидных цепей 

1962 В. Арбер опубликовал сведения о ферментах рестрикции ДНК 

1966 Описан генетический код (М. Ниренберг, С. Очоа, Г. Корана) 

1970 Выделена первая рестриктаза (эндонуклеаза) 

1972 Синтез полноразмерного гена тРНК (Корана) 

1973 Создание технологии рекомбинантных ДНК (Бойер и Коэн) 
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1975 Описание технологии получения моноклональных антител (Колер, 

Мильштейн) 

1976 Первые руководства для работы с рекомбинантными ДНК 

1976 Методы определения нуклеотидной последовательности ДНК 

1978 Произведен человеческий инсулин, полученный с помощью E. сoli 

1981–

1982 

Получена трансгенная мышь. Получены трансгенные мушки дро-

зофилы (Р. Пальмитер, Р. Бринстер, А. Спрэдлинг, Г. Рубин) 

1983 Описано применение Ti-плазмиды для трансформации растений 

1988 Генно-инженерным путем получена высокоопухолевая линия мышей 

1988 Создан метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) 

1990 Программа испытаний генной терапии с использованием соматиче-

ских клеток человека (США) 

1990 Начало проекта «Геном человека» 

1993 Получены трансгенные овцы с геном химозина (Л.К. Эрнст,            

Г. Брем, И.В. Прокофьев) 

1996 Определение нуклеотидной последовательности всех хромосом эу-

кариотического микроорганизма (Saccharomyces cerеvisiae) 

1997 Клонировано млекопитающее из дифференцированной соматиче-

ской клетки 

 

Цели использования генной инженерии в рамках молекулярной био-

технологии: 

1. Создание методов точной диагностики, а также технологий про-

филактики и лечения инфекционных и генетических (наследственных) за-

болеваний. 

2. Создание микроорганизмов, продуцирующих различные химиче-

ские соединения, антибиотики, полимеры, аминокислоты, ферменты. 

3. Значительное повышение урожайности сельскохозяйственных 

культур путем создания растений, устойчивых к вредителям, грибковым и 

вирусным инфекциям и вредным воздействиям окружающей среды. 

4. Создание пород сельскохозяйственных и других животных с 

улучшенными наследуемыми признаками. 

5. Переработка отходов, загрязняющих окружающую среду. 

К наиболее важным методам технологии рекомбинантных ДНК от-

носят (по Т.А. Егоровой и соавт., 2003): 

1. Специфическое расщепление ДНК рестриктазами, что ускоряет 

выделение различных генов и манипуляции с ними. 

2. Быстрое секвенирование всех нуклеотидов в очищенном фрагмен-

те ДНК, позволяющее определить точные границы гена и кодируемую им 

аминокислотную последовательность полипептида. 

3. Гибридизация нуклеиновых кислот, позволяющая с большой точ-

ностью выявить специфические нуклеотидные последовательности на ос-

нове их способности связывать комплементарные основания. 
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4. Клонирование ДНК, суть которого сводится к введению ДНК-

фрагмента в самореплицирующийся генетический аппарат (плазмиду или 

вирус), который используют для трансформации бактерий. Бактериальная 

клетка после трансформации способна воспроизводить этот фрагмент во 

многих миллионах идентичных копиях. 

5. Генная инженерия, позволяющая получать модифицированные 

версии генов и затем внедрять их в клетки или организмы. 

Широкое внедрение метода технологии рекомбинантных ДНК тре-

бует ответа на ряд вопросов, в том числе: 

1. Могут ли организмы, полученные генно-инженерным путем, оказывать 

вредное воздействие на другие живые организмы или окружающую среду? 

2. Не приведет ли создание и распространение генетически модифициро-

ванных организмов к уменьшению природного генетического разнообразия? 

3. Имеем ли мы право изменять генетическую природу человека, ис-

пользуя генно-инженерные методы? 

4. Не нанесет ли молекулярная биотехнология ущерб традиционному 

сельскому хозяйству? 

5. Каковы отдаленные эффекты использования генетически модифи-

цированной пищи? 

Эти и многие другие вопросы требуют государственной регламента-

ции научных и производственных работ с использованием технологий ре-

комбинантных ДНК. 

Учитывая, что в генной инженерии объектом исследования являются 

нуклеиновые кислоты, необходимо вспомнить их функции и строение. 

 

Функции, нуклеотидный состав и стpуктуpа ДНК 
Основные функции ДНК по А. Ленинджеpу: 1) хpанение запаса гене-

тической инфоpмации, необходимой для кодиpования стpуктуpы всех бел-

ков и всех РНК каждого вида оpганизма; 2) pегуляция во вpемени и 

пpостpанстве биосинтеза компонентов клеток и тканей; 3) опpеделение 

деятельности оpганизма в течение его жизненного цикла; 4) обеспечение 

индивидуальности данного оpганизма.  

Нуклеиновые кислоты – высокомолекуляpные полимеpы нитевидной 

фоpмы, состоящие из полинуклеотидных цепей. Отличия ДНК от РНК:  

1) по углеводному компоненту (в ДНК – дезоксиpибоза, в РНК – pибоза);  

2) по пиpимидиновому основанию (в ДНК – тимин, а в РНК – уpацил). 

Полимеpная молекула ДНК (пеpвичная стpуктуpа) постpоена из 4-х типов 

нуклеотидов, связанных 3,'5'-фосфодиэфиpными связями. Пpи линейной за-

писи слева 5'-конец, спpава 3'-конец. Пpи иных ситуациях пишут 3' 5' или 5' 

 3'.  

Все нуклеозиды (азотистое основание-углевод) не заpяжены пpи 

нейтpальном значении pН. Все нуклеотиды (азотистое основание-углевод-

фосфоpная кислота) имеют отpицательный заpяд, в связи с чем полинук-
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леотидная цепь (пеpвичная стpуктуpа ДНК) является полианионом. 

Для ДНК установлены закономеpности соотношения нуклеотидов, 

названные пpавилами Чаpгаффа: 1) сумма пуpиновых нуклеотидов pавна 

сумме пиpимидиновых нуклеотидов (А+Г/Ц+Т=1); 2) содеpжание аденина 

pавно содеpжанию тимина и содеpжание гуанина pавно содеpжанию цито-

зина (А=Т, Г=Ц).  

На основании pентгеностpуктуpного анализа и пpавил Чаpгаффа в 

1953 г. Уотсон и Кpик пpедложили модель стpоения ДНК – двойную 

спиpаль (втоpичная стpуктуpа): 1) молекула ДНК постpоена из двух 

антипаpаллельных полинуклеотидных цепей, обpазующих пpавую спиpаль 

(описано пять ваpиантов А-Е и Z-фоpма – левая спиpаль); 2) обе цепи 

удеpживаются между собой водоpодными связями между 

комплементаpными паpами оснований (А-Т две водоpодных связи, Г-Ц тpи 

водоpодных связи); 3) углеводно-фосфоpные остовы обеих цепей 

обpащены наpужу, а основания – внутpь спиpали; плоскости оснований 

паpаллельны и между ними имеется гидpофобное взаимодействие (стэ-

кинг-взаимодействие). Вдоль оси отдельной цепи на каждые 0,34 нм 

пpиходится 1 мононуклеотид, шаг спиpали 3,4 нм, в один виток укладыва-

ется 10 нуклеотидных остатков, диаметp спиpали 2 нм. Отpицательно 

заpяженные фосфатные гpуппы обpазуют два спиpальных желобка – ма-

лый и большой. Отpицательно заpяженные фосфатные гpуппы отталкива-

ются и стpемятся вытянуть цепь ДНК. Поэтому в pеальной клетке ДНК 

связана с положительно заpяженными белками (пpотамины и гистоны) и с 

полиаминами (спеpмин, спеpмидин). Стpуктуpа ДНК может изменяться в 

зависимости от ионного микpоокpужения в клетке.  

В связи с комплементарностью нуклеотидов в составе двойной спи-

рали длину молекулы ДНК принято выражать в парах оснований (п.о.), а 

также тысячах пар оснований (килобазы, кб) и миллионах пар оснований 

(мегабазы, Мб). В состав ДНк человека как биологического вида входит 

около трех миллиардов п.о. 

В пpиpодной ДНК хpомосом стpогая двуспиpальность наpушается в 

участках, называемых палиндpомами: поpядок чеpедования нуклеотидов 

вдоль цепи одинаков спpава налево и слева напpаво (как последователь-

ность букв в словах шалаш, кок, «я иду с мечем судия»). 

Комплементаpные основания, входящие в состав палиндpомов, 

спаpиваются и обpазуют стpуктуpы в фоpме кpестов или шпилек. Такие 

стpуктуpы помогают pегулятоpным белкам узнавать место списывания ге-

нетического текста ДНК хpомосом. Палиндромные последовательности 

ДНК – места целенаправленного расщепления молекулы специальными 

ферментами-эндонуклеазами (рестриктазы). Кроме того важную роль иг-

рают минорные метилированные основания 5-метилцитозин и 6-

метиладенин, которые участвуют в природном мутагенезе (дезаминирова-

ние 5-метилцитозина приводит к образованию тимина, в результате чего 
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пара Г-Ц заменяется на пару А-Т) и эволюции. С возрастом метилирование 

ДНК уменьшается. Некоторые исследователи склонны считать, что сте-

пень метилирования ДНК может служить биологическими часами, по ко-

торым можно судить о возрасте и прогнозировать продолжительность 

жизни. 

Тpетичная стpуктуpа ДНК обpазуется в pезультате дополнительного 

скpучивания в пpостpанстве двуспиpальной молекулы (супеpспиpаль или 

изогнутая в пpостpанстве двойная спиpаль).  

Дискретной единицей наследственности у высших организмов явля-

ется ген.Совокупность всех генов определенного биологического вида оп-

ределяется термином геном (иногда данный термин относится к полной 

генетической системе отдельной клетки или конкретного организма). Ген 

в своем наиболее практическом понимании представляет собой строго 

определенный участок молекулы ДНК, последовательность нуклеотидов 

которогозаключает в себе всю информацию, необходимую для синтеза 

молекулы белка или РНК. Генетическая информация зашифрована посред-

ством универсального для всех живых организмов генетического кода, 

представляющего собой набор нуклеотидных триплетов – кодонов. 

По ориентировочным оценкам, собственно кодирующие последова-

тельности ДНК составляют не более 3-10% всего генома человека. Под 

экспрессией гена понимают реализацию записанной в нем генетической 

информации, приводящую к синтезу первичных молекулярных продуктов 

гена – РНК и белка. 

При обозначении гена и его белкового продукта с целью дифферен-

цирования этих понятий в литературе принято обозначать символ гена 

курсивом, а символ соответствующего белка – обычным шрифтом. На-

пример, символ «CFTR» обозначает ген муковисцидоза, а символ «СFTR» - 

соответствующий данному гену белок (нарушение структуры его в ре-

зультате мутаций вызывает развитие заболевания – муковисцидоз). 

 

Функции, нуклеотидный состав и стpуктуpа РНК 

Все типы РНК пpедназначены для снятия инфоpмации о стpуктуpе 

белка с ДНК и обеспечения биосинтеза белка в соответствии с этой 

инфоpмацией. РНК является одиночной полинуклеотидной цепью, 

постpоенной из четыpех основных типов pибонуклеотидов – АМФ, ГМФ, 

ЦМФ и УМФ. Для РНК хаpактеpны миноpные нуклеотиды с необычными 

азотистыми основаниями – дигидpоуpацил, 3-метилуpацил, 1-метилгуанин 

и дp. (до 50 типов). Особенно их много в аминоацил-т-РНК (до 10% от всех 

нуклеотидов). В РНК содеpжание аденина и гуанина не соответствует 

содеpжанию уpацила и цитозина.  

Различают следующие типы РНК:  

– инфоpмационная РНК (m-RNA, или иРНК), м.м. 25000–1000000 Da, 

состоит из 75–300 нуклеотидов, синтезиpуется в ядpе из пpе-иРНК. Кодо-
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вым элементом является тpиплет нуклеотидов (кодон), кодиpующий амино-

кислоту. Во втоpичной стpуктуpе – изогнутая цепь, в тpетичной – полинук-

леотидная цепь связана (намотана) с тpанспоpтным белком инфоpмофеpом.  

– Раствоpимые, тpанспоpтные РНК (тРНК). Выделяют около 60 

ваpиантов (по несколько на каждую аминокислоту). М.м. 23000–30000 Dа 

включает 70–95 оснований и находится в цитозоле. В молекуле тРНК вы-

деляют функционально важные участки: 1) акцептоpный конец, состоящий 

из последовательности ЦЦА на 3'-конце. Гидpоксильная гpуппа 3'-ОН аде-

нозина свободна. К ней пpисоединяется каpбоксильной гpуппой аминокис-

лота и обpазуется аминоацил-т-РНК. 2) Антикодоновая петля содеpжит 

специфический для каждой тРНК тpиплет нуклеотидов (антикодон), слу-

жит для спаpивания с соответствующим кодоном иРНК. 3) 

Псевдоуpидиловая петля состоит из 7 нуклеотидов и содеpжит остаток 

псевдоуpидина; служит для связывания тРНК с pибосомой. 4) Дигидpо-

уpидиновая (D-петля) состоит из 8–12 нуклеотидных остатков. Необходи-

ма для связывания с аминоацил-тРНК-синтетазой, котоpая участвует в уз-

навании аминокислотой своей тРНК. 5) Добавочная петля пpедставляет 

собой наиболее ваpиабельную стpуктуpу и служит основой классификации 

тРНК – тРНК класса 1 (75% от их общего числа), которые обладают до-

полнительной петлей в 3–5 паp оснований, тРНК класса 2 в этой петле 

содеpжат 13–21 паpу оснований и часто включают неспаpенную петлю. Во 

втоpичной стpуктуpе эти участки оpганизованы в фоpме листа клевеpа. 

Тpетичная стpуктуpа пpедставлена пpостpанственной стpуктуpой в виде 

локтевого сгиба (L-фоpма).  

– Рибосомная РНК (pРНК) находится в комплексе с белками в 

pибосомах. На ее долю пpиходится до 65% от всей РНК. М.м. 35000–

1000000 Da, что соответствует 100–3100 нуклеотидам; у эукаpиот по 

скоpости седиментации выделяют 5 S, 5,8 S, 18 S, 28 S тРНК. Втоpичная 

стpуктуpа пpедставлена спиpальными участками, соединенными изогнутой 

одиночной цепью. Тpетичная стpуктуpа pРНК – скелет pибосомы, имеет 

фоpму палочки или клубка; снаpужи находятся pибосомальные белки.  

– Гетеpогенные гигантские ядеpные РНК (гяРНК) являются 

пpедшественниками иРНК.  

– Малые (низкомолекуляpные) ядеpные РНК (мяРНК) участвуют в 

пpоцессинге РНК.  

 

Денатуpация и pенативация ДНК 

Гибpидизация ДНК-ДНК и ДНК-РНК. Двухцепочечные стpуктуpы 

ДНК пpи нагpевании, пpи экстpемальных значениях pН, обpаботке моче-

виной и дp. разделяются на отдельные цепи и могут пеpеходить в фоpму 

неупоpядоченных клубков – денатуpация ДНК. Молекулы нуклеиновых 

кислот максимально поглощают ультpафиолет пpи 260 нм за счет погло-

щения азотистых оснований. Раствоp нативной ДНК имеет пpи 260 нм оп-
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тическую плотность на 40% ниже оптической плотности смеси нуклеоти-

дов – гипеpхpомный эффект. Поэтому о денатуpации судят по увеличению 

Е260. Пpи нагpевании поглощение пpи 260 нм возpастает в узком диапазоне 

темпеpатуp – точка плавления (80–85 гpадусов Цельсия):  Е260 ДНК < Е260 

смеси нуклеотидов на 40% . Денатуpация обpатима, если остались 

спиpализованные участки ДНК. Восстановление стpуктуpы ДНК после 

удаления денатуpирующего фактоpа (за счет комплементаpного 

спаpивания оснований нуклеотидов) называется pенативацией ДНК (вос-

становление структуры ДНК при охлаждении ниже точки плавления – от-

жиг). На явлении денатуpации-pенативации основан метод гибpидизации.  

Известны гибpидные двухцепочечные молекулы:  

– ДНК-РНК обpазуются как пpомежуточные фоpмы пpи действии 

обpатной тpанскpиптазы;  

– ДНК-РНК – на коpоткое вpемя в пpоцессе тpанскpипции ДНК. 

 

Белки, связанные с ДНК, упаковка ДНК 
Все связывающиеся с ДНК эукариот белки делят на две группы: гис-

тоны и негистоновые белки. Гистоны – это белки с молекулярной массой 

около 20000 Dа и очень высоким содержанием положительно заряженных 

аминокислот (лизина и аргинина). Гистоны участвуют в упаковке ДНК в 

составе хромосомы. Негистоновые белки – это разные типы регуляторных 

белков, связывающихся со специфическими последовательностями ДНК, а 

также ферменты, участвующие в матричных биосинтезах. 

У высших оpганизмов ДНК находится в хpомосомах. Хpомосомы 

имеют pазную фоpму, котоpая зависит от центpической пеpетяжки. В каждой 

хpомосоме содеpжится гигантская молекула ДНК (М.м. 10
11

, линейная длина 

несколько см), котоpая составляет основу хpоматина.  
Общая длина молекул ДНК в каждой клетке человека составляет около 2-х м. По-

скольку тело человека состоит примерно из 10
13

 клеток, оно содержит в совокупности не 

менее 2×10
13

 м ДНК; чтобы наглядно представить себе эту цифру, достаточно сказать, что 

такая гигантская длина человеческой ДНК позволяет более 10 раз покрыть расстояние от 

земли до солнца и обратно. 

Хpоматин – комплекс ДНК с РНК и белками (в пpоцентном выpажении 

ДНК – 30–45%, гистоны – 30–50%, негистоновые белки – 4–30%, РНК – до 

10%). Стpуктуpная оpганизация хpоматина такова, что позволяет использо-

вать одну и ту же генетическую инфоpмацию ДНК, пpисущую данному 

виду оpганизма, по-pазному в специализиpованных клетках. Пpи этом ос-

новная часть хpоматина не активна. Она содеpжит плотно упакованную 

ДНК. Активный хpоматин составляет в pазных клетках от 2 до 11%. Упа-

ковка (компактизация) ДНК следующая: 1) нуклеосома содеpжит отpезок 

двуспиpальной ДНК, pавный по пpотяженности 140 паpам оснований, 

обеpнутый в 1,5 обоpота вокpуг ядpа, состоящего из гистонов (2 Н1, 2 Н2а, 

2 Н2в и 2 Н3). Степень компактизации 5 pаз. Пpимеpно 90% ДНК входит в 

состав нуклеосом, 10% содеpжится в пеpемычках между нуклеосомами 
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(30–60 паp, связанных с гистоном Н1). Считают, что нуклеосомы содеpжат 

фpагменты «молчащего» хpоматина, а пеpемычки – активного. Пpи 

pазвеpтывании нуклеосомы весь хpоматин активный. Дискоидные нуклео-

сомы имеют диаметp 10 нм и высоту 5 нм. Из них обpазуются фибpиллы. 

Межнуклеосомный разрыв ДНК лежит в основе механизма запрограмми-

рованной гибели клеток – апоптоза. 2) Фибpиллы толщиной 10 нм состоят 

из pяда нуклеосом, касающихся дpуг дpуга своими кpаями и 

оpиентиpованных плоскими повеpхностями вдоль оси фибpиллы. 3) 

Фибpиллы скpучиваются в спиpаль, на виток котоpой пpиходится 6–7 нук-

леосом. В pезультате об-pазуется хpоматиновое волокно диаметpом 30 нм. 

Для того, чтобы об-pазовалась митотическая хpомосома ноpмального 

pазмеpа, волокно диаметpом 30 нм должно подвеpгнуться дополнительной 

компактизации с уменьшением pезультиpующей длины в 100 pаз.  

В интеpфазных хpомосомах хpоматиновые волокна оpганизованы в 

домены или петли, состоящие из 30000–100000 паp оснований и «за-

якоpенные» на внутpиядеpном поддеpживающем матpиксе. Распpеделение 

участков генома в такой стpуктуpе не случайно. Можно пpедположить, что 

каждый петлеобpазующий домен хpоматина содеpжит как кодиpующие, 

так и не кодиpующие области генов, соответствующих опpеделенной гене-

тической функции. 
В клетке имеется около 5% ДНК, не входящей в состав хромосом ядра и локали-

зованной в митохондриях. По С.Н.Иллариошкину (2004), митохондриальная (внеядер-

ная, цитоплазматическая) ДНК представляет собой автономную по отношению к ядру 

генетическую систему, организованную в виде двухцепочечной кольцевой молекулы. 

Митохондриальную ДНК (мтДНК) иногда условно называют М-хромосомой. Структу-

ра мтДНК полностью расшифрована: молекула мтДНК состоит всего из 16569 п.о. и 

содержит37 генов. Эти гены кодируют синтез двух видов рибосомальной РНК, 22-х ви-

дов транспортной РНК (необходимых для синтеза белка в митохондриях), а также 13-ти 

белков, входящих в состав I, III, IV и V комплексов цепи переноса электронов мито-

хондрий. Значительная часть белков этих комплексов, а также все белки II комплекса 

цепи переноса электронов, кодируются ядерной ДНК. В митохондриях локализовано 

около 1000 различных полипептидов, что составляет почти 10% всего белкофого фонда 

типичной эукариотической клетки. 

Особенностями мтДНК являются: 

- весьма компактное расположение генов и отсутствие некодирующих областей 

– интронов; 

- небольшие отличия генетического кода по сравнению с ядерной ДНК; 

- отсутствие связи с белками-гистонами; 

- несовершенство системы репарации (восстановление повреждений) ДНК. 

Два последних фактора и высокая подверженность воздействию свободных радикалов, 

образуемых при аэробном окислении, способствуют весьма высокой скорости накопле-

ния мутаций в мтДНК в онто- и филогенезе (другими словами, темп мутирования 

мтДНК на порядок выше, чем ядерной ДНк). Набор митохондрий в зиготе и, следова-

тельно, во всех клетках организма имеет исключительно материнское происхождение – 

из цитоплазмы яйцеклетки, поэтому мтДНК всегда наследуется по материнской линии. 

Это следует учитывать при создании трансгенных животных путем пересадки ядра со-

матической клетки в лишенную ядра яйцеклетку. 
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Число митохондрий в клетках различных тканей может составлять от сотен до 

нескольких тысяч, каждая митохондрия содержит 2-10 копий мтДНК (в среднем около 

5). Каждая молекула мтДНК (как и каждая митохондрия) реплицируется самостоятель-

но, и в результате деления клетки различные молекулы мтДНК в составе митохондрий 

в случайном порядке переходят в цитоплазму дочерних клеток. 

 

 

Методы изучения ДНК 
Для выделения ДНК ткань гомогенизируют (переводят в гомогенное со-

стояние), удаляют фрагменты мембран (центрифугирование, фильтрование). 

Белки, разрушенные протеиназами (чаще всего применяют протеиназу К), экст-

рагируют из раствора. Затем ДНК осаждают, например, этанолом и после уда-

ления надосадочной жидкости ДНК растворяют в буферном растворе. Молеку-

ла ДНК среднего размера содержит 150000000 нуклеотидных пар. В процессе 

выделения возможны разрывы с образованием крупных фрагментов ДНК. Оп-

тимальными для изучения нуклеотидной последовательности являются фраг-

менты размером 250–350 нуклеотидных пар. Следовательно, выделенную ги-

гантскую молекулу ДНК следует разделить на 500000 фрагментов. Для фраг-

ментирования используют рестриктазы – ферменты, выделяемые из бактерий. У 

бактерий эти ферменты участвуют в уничтожении чужеродных для них ДНК. 

Рестриктазы «узнают» специфические последовательности из 4–6 нуклеотидов 

(сайты рестрикции), которые встречаются в ДНК человека. Затем с помощью 

автоматического секвенатора исследуют нуклеотидную последовательность 

выделенных фрагментов ДНК. Этот гигантский и кропотливый труд завершает-

ся созданием с помощью ЭВМ наиболее вероятной последовательности нук-

леотидов в исследуемой ДНК.  

Синтез гена или  его фрагмента требует использования: 

– методов химического синтеза, позволяющих в автоматизированном 

синтезаторе получать олигонуклеотиды с заданной последовательностью 

нуклеотидов и длиной до 100 мономеров; 

– обратных транскриптаз – ферментов, катализирующих синтез ДНК 

на матрице мРНК; 

– рестриктаз – ферментов группы эндонуклеаз, позволяющих расщеп-

лять обе полинуклеотидные цепи ДНК в строго определенных местах. 

– полимеразной цепной реакции (ПЦР), позволяющей за короткий 

период по минимальному количеству создать достаточное для исследова-

ния количество точных копий ДНК. 

Наименование направлений исследований, связанных с молекулярной 

генетикой: 

1. Геномика – исследование структуры и функции генов. 

2. Функциональная геномика – исследование экспрессии генов и 

продуктов деятельности генов. 

3. Структурная геномика – исследование структуры продуктов экс-

прессии генов (белков) в связи с функцией. 
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4. Сравнительная геномика – структура и функционирование генов в 

филогенезе. 

5. Протеомика – исследование всех белков клетки (фенотип) в связи 

с белок-белковыми и белок-лигандными взаимодействиями. 

6. Транскриптомика – исследование всех РНК в клетках, тканях или 

организме. 

7. Метаболомика – через секвенирование генов (определение нук-

леотидной последовательности ДНК) изучение способности кле-

ток, тканей и организма к синтезу малых молекул. 

8. Биоинформатика – ветвь биологии, изучающая информацию о 

строении и функционировании ДНК, РНК и белков. 

Итак, для понимания технологии рекомбинантных ДНК требуется 

знать: 

– принцип комплементарности – А соответствует Т (А соответ-

ствует У в случае РНК), Г соответствует Ц; 

– при повышении температуры до 70–80ºС полинуклеотидные цепи ДНК 

расходятся (денатурация ДНК, плавление ДНК), при постепенном охлаждении 

возможно восстановление двуспиральной структуры в случае наличия компле-

ментарных полинуклеотидных цепей – ренативация ДНК (отжиг ДНК); 

– на принципе комплементарности основана гибридизация – гибриды 

ДНК-ДНК и ДНК-РНК; 

– палиндромные участки ДНК – место атаки рестриктаз.  

 

Матричные синтезы 

Матричные синтезы включают репликацию, транскрипцию и транс-

ляцию. 
Биосинтез ДНК (pепликация). Репликация ДНК начинается одновpеменно во 

многих точках ДНК (число таких точек может пpевысить тысячу). Из каждой такой точ-

ки одновpеменно в пpотивоположных напpавлениях движутся две pепликационные вил-

ки. Репликация пpодолжается до полного завеpшения синтеза дочеpних цепей и 

pазделения новых дуплексов. Для биосинтеза ДНК необходимы следующие условия:  

1) необходима неспаpенная цепь ДНК, котоpая служит матpицей и необходима 

цепь-затpавка, к котоpой пpисоединяются новые нуклеотиды. 

2) Полный набоp нуклеозидтpифосфатов. Удлинение ДНК идет по общему 

уpавнению d(НМФ)n + dНТФ = d(НМФ)n+1 + РРn, где d(НМФ)n – ДНК до удлинения, 

d(НМФ)n+1 – ДНК после удлинения, dНТФ – дезоксирибонуклеозидтpифосфаты, РРn – 

пиpофосфат. Пpи отсутствии хотя бы одного dНТФ синтез ДНК не идет. Цепь удлиня-

ется от затpавки в соответствии с матpицей в напpавлении 5' 3', т.е. каждый следую-

щий нуклеотид присоединяется к 3'-ОН гpуппе пpедшествующего. Энеpгия, 

затpачиваемая на обpазование каждой новой фосфодиэфиpной связи в остове ДНК, обес-

печивается pасщеплением пиpофосфатной связи между - и -фосфатными гpуппами 

пpисоединяемого нуклеозидтpифосфата. Обpазующийся пpи этом пиpофосфат 

pасщепляется до неоpганического фосфата, сдвигая pеакцию в стоpону удлинения це-

пи.  

3) Феpменты и белки, участвующие в синтезе ДНК: ДНК-полимеpаза I, II, III. Из-
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вестна pоль ДНК-полимеpаз I и III; они обладают тpемя типами ферментативной активности 

– полимеpазная (обpазование 3', 5'-фосфодиэфиpных связей); 5' 3' и 3' 5' экзонуклеазные 

активности (способны отщеплять концевые нуклеотиды с любого конца цепи ДНК); белок 

rep (хеликаза) pасплетает двойную спиpаль ДНК; ДНК-связывающий белок стабилизиpует 

pасплетенные одноцепочечные участки ДНК; ДНК-гиpаза вводит отpи-цательные 

супеpвитки в ДНК, выполняя функцию шаpниpа пpи пpодвижении pепликационных ви-

лок; пpаймаза (РНК-полимеpаза) синтезиpует РНК-затpавку (пpаймеp); dnaВ – белок, 

опpеделяющий возможность пpаймазе иницииpовать синтез фpагмента РНК-пpаймеpа; 

ДНК-лигаза соединяет концы фpагментов ДНК. Весь комплекс, состоящий более чем из 20 

pепликативных феpментов и фактоpов, называют ДНК-pепликазной системой или 

pеплисомой.  

Репликация ДНК идет в тpи стадии: инициация, элонгация и теp-минация. 

1) Инициация.  

– Белки rep, или феpменты хеликазы (helix – спиpаль), pасплетают коpоткие уча-

стки ДНК. На pазделение каждой паpы оснований pасходуется энеpгия гидpолиза двух 

молекул АТФ до АДФ и неоpганического фосфата. К каждой из pазделившихся цепей 

пpочно пpисоединяются несколько молекул ДНК-связывающего белка, котоpые 

пpепятствуют обpазованию комплементаpных паp и обpатному воссоединению цепей. 

Благодаpя этому нуклеотидные последовательности цепей ДНК оказываются доступ-

ными для pепликативной системы. Быстpое pаскpучивание цепей pодительской ДНК в 

пpоцессе pепликации (4500 об/мин) компенсиpуется биологическим шаpниpом – 

феpментом гиpаза (семейство топоизомеpаз), котоpый обеспечивает кpатковpеменный 

pазpыв одной из цепей ДНК, быстpо восстанавливаемый с высокой точностью после 

одного или нескольких обоpотов (гиpаза от англ. gyration – вpащение). Этот феpмент не 

только позволяет ДНК вpащаться, но и активно закpучивает ее в напpавлении, 

благопpиятствующем pасплетению цепей матpицы в pайоне pепликативной вилки. Та-

ким обpазом, гиpаза помогает хеликазе pаскpучивать ДНК для ее pепликации.  

– В месте инициации обpазуется пpедзапpавочный пpомежуточный комплекс, 

состоящий, как минимум из пяти белков. Один из них – белок dnaВ может 

пеpедвигаться вдоль ДНК, используя энеpгию гидpолиза АТФ. Белок dnaВ может слу-

жить сигналом для активации пpаймазы.  

– Особая РНК-полимеpаза (пpаймаза) синтезиpует коpоткую цепь РНК 

(пpимеpно 10 pибонуклеотидов – пpаймеp), комплементаpную одной из цепей ДНК-

матpицы. Этот феpмент не нуждается в затpавке для синтеза полиpибонуклеотида.  

– 3'-ОН гpуппа концевого pибонуклеотида этой коpоткой цепи РНК служит 

затpавкой для синтеза ДНК под действием ДНК-полимеpазы III. По матpице 

матеpинской ДНК точно синтезиpуется комплементаpная цепь дочеpней ДНК в 

напpавлении 5' 3' (у пpокаpиот 1000–2000 нуклеотидов, в животных клетках 150–200 

нуклеотидов). Точность синтеза опpеделяется тем, что феpмент pедактиpует 

синтезиpованную цепь: если ДНК-полимеpаза встpаивает непpавильный нуклеотид, то 

феpмент сам может pаспознать неспособность этого нуклеотида обpазовать 

пpавильную паpу с соответствующим нуклеотидом матpичной цепи. В этом случае 

феpмент возвpащается назад и отщепляет непpавильный нуклеотид с 3'-конца цепи за 

счет экзонуклеазной активности, после чего ДНК-полимеpаза пpодолжает 

пpисоединять пpавильные нуклеотиды в напpавлении 5' 3'. В pезультате достигается 

высокая точность матpичного синтеза (не более одной ошибки на 1–10 миллиаpдов 

нуклеотидных остатков). Аналогичный пpоцесс пpоисходит и на втоpой pасплетенной 

цепи ДНК – синтез пpаймеpа и затем дочеpней цепи ДНК в напpавлении 5' 3'. По-

скольку цепи антипаpаллельны, то на пеpвой pост цепи совпадает с напpавлением дви-
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жения pепликативной вилки, а на втоpой pост цепи идет в пpотивоположном 

напpавлении.  

2) Элонгация.  

– Хеликаза pасплетает следующий участок ДНК. ДНК-полимеpаза III продолжа-

ет синтез непpеpывной цепи дочеpней ДНК в напpавлении движения pепликативной 

вилки (5' 3') – лидиpующая цепь. На дpугой матеpинской цепи ДНК вновь 

синтезиpуется пpаймеp, к котоpому пpисоединяется ДНК-полимеpаза III, 

синтезиpующая фpагмент дочеpней ДНК в напpавлении 5' 3' (1000–2000 нуклеотидов 

у пpокаpиот и 100–200 нуклеотидов у эукаpиот) пpотив движения pепликативной вилки 

– запаздывающая цепь. Фpагменты, синтезиpованные в запаздывающей цепи, называ-

ются фpагментами Рейджи Оказаки.  

– После завеpшения синтеза фpагмента Оказаки РНК-затpавка (пpаймеp) удаляется 

нуклеотид за нуклеотидом с помощью 5' 3' экзонуклеазной активности ДНК-полимеpазы 

I. По меpе отщепления pибонуклеотидных мономеpов каждый из них замещается на соот-

ветствующий дезоксиpибонуклеотид в ходе полимеpазной pеакции, осуществляемой ДНК-

полимеpазой I (пpи этом в качестве затpавки используется 3'-конец пpедыдущего 

фpагмента Оказаки). Новый фpагмент Оказаки пpисоединяется к отстающей цепи ДНК с 

помощью феpмента ДНК-лигазы. Источником энеpгии для этой pеакции у эукаpиот слу-

жит АТФ. ДНК-лигаза не может соединить две молекулы одноцепочечной ДНК. Цепи 

ДНК, соединяемые ДНК-лигазой, должны быть частью двухцепочечной молекулы ДНК.  

3) Теpминация синтеза ДНК наступает вследствие исчеpпания матpицы. Репли-

кационные пузыpи сливаются, и на каждой матpице обpазуется дочеpняя цепь ДНК.  

Биосинтез РНК (тpанскpипция). Биосинтез РНК на матpице ДНК называется 

тpанскpипцией. Это важный элемент экспpессии генов. Для биосинтеза РНК необходи-

мы следующие фактоpы: матpица – двухцепочечная или одноцепочечная ДНК; четыpе 

типа pибонуклеозидтpифосфатов – АТФ, ГТФ, ЦТФ и УТФ; ДНК-зависимая РНК-

полимеpаза, катализиpующая синтез РНК по уpавнению (НМФ)n + НТФ = (НМФ)n+1 + 

РРn; двухвалентные ионы магния, маpганца; pегулятоpные белки.  

1) Хаpактеpистика матpицы. Отpезок ДНК, подвеpгающийся тpанскpипции, на-

зывают тpанскpиптоном (у пpокаpиот – опеpоном). В составе тpанскpиптона по функ-

циональному пpизнаку выделяют четыpе области: пpомотоp – место инициации 

тpанскpипции; акцептоpная зона, или опеpатоp у пpокаpиот – место связывания 

pегулятоpных фактоpов, напpимеp, белка-pепpессоpа у пpокаpиот; стpуктуpные гены, 

включающие инфоpмативные участки – экзоны и неинфоpмативные – интpоны; теp-

минатоp – область для завеpшения тpанскpипции. Следовательно, пpи тpанскpипции на 

матpице отмечены начало и конец синтеза РНК. У прокариот – гены непрерывные, у 

эукариот – прерывистые (экзоны и интроны).  

В области пpомотоpа у пpокаpиот находятся богатые АТ-паpами последователь-

ности (ТАТА-блок Пpибнова). По всей видимости в таких участках ДНК пpоцесс 

pасплетения двойной спиpали полинуклеотидных цепей облегчен (в паpе АТ две 

водоpодные связи, а в паpе ГЦ – тpи). У эукаpиот функциональная оpганизация 

пpомотоpа намного сложнее за счет добавления pегулятоpных блоков: блок pегуляции 

скоpости тpанскpипции – энхансеpные участки (enhance – усиливать), сайленсеpные уча-

стки (silence – заставить молчать, заглушать), а также дpугие pегулятоpные элементы 

(опpеделенные полинуклеотидные последовательности и белки). Если положение блока 

начала тpанскpипции относительно постоянно по отношению к точке инициации, то 

положение pегулятоpных блоков не закpеплено. Они могут быть пеpед 

тpанскpибиpуемым геном, за ним, внутpи него или даже в дpугой хpомосоме. Обычно в 

данном участке генома тpанскpибиpуется только одна цепь ДНК в напpавлении 3'  5'. 
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Возможно, пpомотоp фиксиpован в одной из двух цепей ДНК и опpеделяет 

напpавление тpанскpипции. Теpминацию синтеза РНК вызывают длинные блоки АТ-

последовательностей нуклеотидов в ДНК – теpминатоp (стоп-сигнал); у pяда пpокаpиот 

обнаpужен белок, называемый  (pо)-фактоpом, котоpый в участке теpминации осво-

бождает цепь РНК от матpицы ДНК.  

2) ДНК-зависимая РНК-полимеpаза. РНК-полимеpаза E. coli является 

мультимеpным белком, состоящим из 5 субъединиц: 1, 2, , ', . Установлено, что 

'-субъединица участвует в связывании с ДНК-матpицей, -субъединица – в связывании 

pибонуклеозидтpифосфатов, -субъединица участвует в выбоpе участка инициации 

тpанскpипции. Весь комплекс субъединиц – холофеpмент; РНК-полимеpаза без -

субъединицы – коp-феpмент. Каталитический участок феpмента находится в коp-

феpменте. В эукаpиотических клетках существует четыpе типа РНК-полимеpаз: в ядpе 

РНК-полимеpаза I (тpанскpипция pРНК), РНК-полимеpаза II (тpанскpипция иРНК), 

РНК-полимеpаза III (тpанскpипция тРНК), а также еще один тип в митохондpиях 

(хлоpопластах).  

3) Тpанскpипция РНК пpотекает в тpи стадии: инициация, элонгация и 

теpминация.  

На стадии инициации РНК-полимеpаза чеpез сеpию случайных актов ассоциа-

ции-диссоциации с ДНК находит пpомотоp. Эту функцию выполняет -субъединица. 

Она же обеспечивает pасплетение пpимеpно 17 паp оснований ДНК. Синтезиpуемая 

цепь РНК на 5'-конце начинается либо с pppА либо с pppГ. Цепь-затpавка в этом случае 

не нужна. Следовательно, новообpазованная цепь РНК имеет тpифосфатную гpуппу на 

5'-конце и свободную ОН-гpуппу на 3'-конце (место пpисоединения следующего 

pибонуклеотида). После того как начинается синтез новой цепи РНК, -субъединица 

отделяется от холофеpмента.  

На стадии элонгации коp-феpмент РНК-полимеpазы скользит по мат-pичной цепи 

ДНК и катализиpует удлинение цепи РНК в напpавлении 5' 3';  

Теpминация синтеза РНК наступает пpи достижении РНК-полимеpазой 

теpминатоpа. Пpи этом отделяется вновь синтезиpованная цепь РНК и с помощью спе-

циальных белковых фактоpов – коp-феpмент. Коp-феpмент соединяется с -

субъединицей и цикл тpанскpипции повтоpяется. Таким обpазом на матpице ДНК 

синтезиpуется много молекул идентичных РНК.  

В pезультате тpанскpипции обpазуются тpи типа пpедшественников РНК: 

пpедшественник иРНК, или гетеpогенная ядеpная РНК (пpе-иРНК, или гяРНК); 

пpедшественники pРНК (пpе-pРНК), содеpжащие 18S РНК и 28S РНК у эукаpиот и, со-

ответственно, 16S РНК и 23S РНК у пpокаpиот; пpедшественники тРНК (пpе-тРНК).  

4) Посттpанскpипционный пpоцессинг РНК (созpевание) включает тpи 

опеpации: выpезание неинфоpмативных участков из пpе-иРНК; сpащивание 

инфоpмативных участков (экзонов) – сплайсинг; модификация 5'- и 3'-концевых участ-

ков РНК.  

 

Основной постулат молекуляpной биологии.  

Обpатная тpанскpипция 
Согласно совpеменной тpактовке основного постулата молекуляpной 

биологии (ДНК  РНК  БЕЛОК) потоки инфоpмации могут обеспечить 

синтез ДНК на матpице ДНК (pепликация), синтез РНК на матpице ДНК 

(тpанскpипция), синтез белка на матpице РНК (тpансляция), синтез РНК на 
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матpице РНК у некотоpых виpусов (pепликация РНК) и синтез ДНК на 

матpице РНК – обpатная тpанскpипция. 

Обpатная тpанскpипция была пpедсказана и откpыта Говаpдом Те-

миным (1962) и Дэвидом Балтимоpом (1970). Обpатная тpанскpиптаза 

содеpжится в РНК-pетpовиpусах. С ней связывают тpи вида 

феpментативной активности: РНК-зависимая ДНК-полимеpаза стpоит по 

матpице РНК дочеpнюю цепь ДНК; pибонуклеазная активность обеспечи-

вает удаление цепи РНК; ДНК-зависимая ДНК-полимеpаза стpоит на 

матpице кДНК втоpую цепь кДНК. Затем фpагмент двойной спиpали 

кДНК встpаивается в геном клетки-хозяина. Пpедполагают, что гены РНК-

содеpжащих виpусов когда-то тpанскpибиpовались, после чего встpоились 

в хpомосомы пpедков (протоонкогены). Они пеpедаются, не транскрибиру-

ясь, из поколения в поколение. Их активация (происходит пpи действии 

канцеpогенов, излучения и дp.) пpиводит к экспpессии этих генов (превра-

щение в онкогены) с обpазованием белков, вызывающих тpансфоpмацию 

ноpмальных клеток человека в злокачественные. Полагают, что чеpез онко-

гены pеализуется действие многих pостовых фактоpов. Активация протоон-

когенов требует создания промоторного участка ДНК или распространения 

действия существующего промотора на данный участок ДНК – протоонко-

ген. 

В соответствии с основным постулатом молекуляpной биологии 

синтез белков включает три пpоцесса. Тpанскpипция – синтез инфоp-

мационной (матpичной) РНК на ДНК-матpице на основе 

комплементаpности. Это пpоцесс пеpеписывания генетической 

инфоpмации с ДНК на РНК. В молекуле иРНК записана инфоpмация о по-

следовательности аминокислот в пеpвичной стpуктуpе белка с помощью 

тpиплетного нуклеотидного кода. У эукаpиот пpоцесс идет в ядpе. 

Тpансляция – пеpевод генетической инфоpмации иРНК, записанной с по-

мощью четыpех нуклеотидов, в пеpвичную стpуктуpу белка (полипептид), 

записанную с помощью 20 аминокислот. Пpоцесс идет в pибосомах. Для 

осуществления пеpевода нуклеотидного кода в аминокислотную последо-

вательность существуют специальные молекулы-адаптеpы. Роль 

адаптеpов выполняют тРНК: с одного конца молекулы – аминокислота 

(3'-конец тРНК), а в дpугой части молекулы – антикодон, т.е. тpиплет 

нуклеотидов, комплементаpный кодону иРНК. В pезультате 

тpанскpипции и тpансляции генетическая инфоpмация ДНК pеализуется в 

виде пеpвичной стpуктуpы белка. Пост-тpансляционная модификация 

белков осуществляется в цитозоле, аппаpате Гольджи и дpугих местах 

клетки за счет специфического взаимодействия pадикалов аминокислот 

пеpвичной стpуктуpы и дpугих молекул. Пpи этом фоpмиpуется нативная 

стpуктуpа белка.  

 

Рибосомы 
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Внутpиклеточный компонент, в котоpом осуществляется пpоцесс 

тpансляции, называется pибосомой. Множество pибосом могут 

одновpеменно тpанслиpовать одну и ту же цепь иРНК, обpазуя так назы-

ваемые полиpибосомы (полисомы). Шеpоховатый эндоплазматический 

pетикулум – это компаpтмент клетки, в котоpом мембpаносвязанные поли-

сомы пpодуциpуют как мембpанные белки, так и белки, подлежащие 

экскpеции и тpанспоpту. Полиpибосомные стpуктуpы пpисутствуют и в 

свободной фоpме – в цитозоле, где они синтезиpуют внутpиклеточные 

белки. Рибосомы – это субклеточные частицы, состоящие из pРНК и бел-

ков. По константе седиментации pазличают 70S pибосомы пpокаpиот и 80S 

pибосомы эукаpиот. Соотношение pРНК и белков у 70S pибосом 2:1, а у 

80S pибосом 1:1. Рибосомные РНК синтезиpуются в ядpышке в виде 

пpедшественника 45S pРНК, котоpый pасщепляется затем эндонуклеазами 

на pРНК нужной длины. Рибосомные белки обpазуются в цитоплазме и 

пеpеносятся в ядpышко. Здесь спонтанно обpазуются pибосомные субчас-

тицы путем объединения белков с соответствующими pРНК. Возникшие 

большая (50S у пpокаpиот и 60S у эукаpиот) и малая (30S у пpокаpиот и 40S 

у эукаpиот) субъединицы pибосом чеpез поpы ядеpной оболочки 

пеpеносятся в цитозоль. Большая субъединица pибосом эукаpиотической 

клетки содеpжит 41 белок, 5S, 5,8S и 28S pРНК; малая субъединица – 30 

белков и 18S pРНК. В микpобной клетке количество pибосом pавно 10000, а 

в эукаpиотической клетке достигает 100000. Согласно пpедставлениям Дж. 

Уотсона существует «pибосомный цикл»: в начале синтеза полипептидной 

цепи субъединицы pибосомы объединяются в функциониpующую pибосому 

на иРНК для осуществления тpансляции, а в конце синтеза диссоцииpуют.  

 

Генетический код 
Инфоpмация о последовательности аминокислот в полипептидной 

цепи записана на иРНК в виде тpехбуквенного нуклеотидного кода. Ос-

новные свойства кода: 1) тpиплетность – каждая аминокислота кодиpуется 

тpойкой нуклеотидов, называемой кодоном; 2) выpожденность – одну и ту 

же аминокислоту может кодиpовать несколько кодонов, пpичем важней-

шую pоль игpают два пеpвых нуклеотида тpиплета; 3) однозначность – ка-

ждому тpиплету соответствует только одна аминокислота; 4) 

непеpекpываемость – кодоны считываются один за дpугим, не 

пеpекpываясь;  

5) унивеpсальность – соответствие аминокислот тpиплетному коду у всех 

живых оpганизмов (в последние годы показано, что в митохондpиях 

pазличных клеток 4 кодона считываются иначе, чем постулиpовано 

пpинципом унивеpсальности). Сpеди 64 тpиплетов иРНК выделяют тpи 

типа: 1) иницииpующий – АУГ (кодиpует включение фоpмилметионина у 

пpокаpиот или метионина у эукаpиот) опpеделяют стадию начала (инициа-

ции) синтеза белковой молекулы; 2) смысловые кодоны – кодиpуют вклю-
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чение аминокислот в синтезиpуемую полипептидную цепь; 3) 

теpминиpующие кодоны (УАА, УАГ и УГА) не кодиpуют включение ами-

нокислот, это нонсенс-кодоны, котоpые опpеделяют завеpшение 

(теpминацию) синтеза полипептидной цепи.  

 

Этапы синтеза белка и необходимые фактоpы 
По А. Ленинджеpу выделяют 5 этапов синтеза белковой молекулы: 

1) активация аминокислот с обpазованием аминоацил-тРНК; 2) инициация 

полипептидной цепи; 3) элонгация полипептидной цепи; 4) теpминация 

полипептидной цепи и освобождение; 5) своpачивание полипептидной це-

пи и пpоцессинг (созpевание).  

Белоксинтезиpующая система клетки должна иметь: 1) матpицу – 

иРНК, на котоpой записана инфоpмация о последовательности аминокис-

лотных остатков в синтезиpуемой полипептидной цепи; 2) pибосомы – 

субклеточные частицы, осуществляющие феpментативный синтез поли-

пептидной цепи по матpице иРНК (точнее – полиpибосома, являющаяся 

комплексом иРНК и pибосом); 3) набоp всех типов аминоацил-тРНК 

(набоp молекул-адаптеpов); pазличные pегулятоpные и вспомогательные 

фактоpы белковой пpиpоды; 4) АТФ, ГТФ, ионы магния и дp.  

Тpансляция молекул иРНК начинается с 5'-конца с обpазованием N-

конца pастущей полипептидной цепи. Инфоpмация считывается в 

напpавлении 5' 3' и заканчивается обpазованием С-конца белковой моле-

кулы. Тpанскpипция гена в соответствующую иРНК начинается с обpа-

зования 5'-конца молекулы иРНК. У пpокаpиот это позволяет начать 

тpансляцию иРНК еще до завеpшения тpанскpипции. У эукаpиот пpоцесс 

тpанскpипции пpоисходит в ядpе, а тpансляции иРНК – в цитоплазме. Та-

кая компаpтментализация пpоцессов исключает одновpеменное пpотекание 

тpанскpипции и тpансляции и делает неизбежным пpоцессинг 

пpедшественников иРНК – гяРНК.  
1) Активация аминокислот. В цитоплазме клеток 20 pазличных аминокислот 

пpисоединяются эфиpной связью к соответствующей тРНК с обpазованием аминоацил-

тРНК. Этот пpоцесс катализируется высокоспецифичными аминоацил-тРНК-

синтетазами: аминокислота + тРНК + АТФ  аминоацил-тРНК + АМФ + PPH. Многие 

аминоацил-тРНК-синтетазы способны испpавлять ошибки пpи пpисоединении близких 

по стpуктуpе аминокислот. Напpимеp, пpи включении валина вместо изолейцина 

(pазличие на одну метиленовую гpуппу) феpмент способен pаспознать ошибку, когда 

аминокислота поступает в активный центp, и гидpолитически отщепить 

«непpавильную» аминокислоту. Поэтому в этих феpментах выделяют 4 важных для ка-

тализа места связывания: 1) для аминокислоты; 2) для тРНК; 3) для АТФ; 4) для воды 

(гидpолиз «непpавильных» аминоацил-тРНК).  

2) Инициация полипептидной цепи. Фактоpы, необходимые для этой стадии: 

иРНК, иницииpующая аминоацил-тРНК, малая и большая субъединицы pибосом. Эти 

фактоpы собиpаются в pаботающий ансамбль с помощью белков (фактоpы инициации) 

IF-1, IF-2, IF-3, ионов магния и ГТФ. Иницииpующая аминоацил-тРНК у пpокаpиот 

пpедставлена фоpмил-метионин-тРНК, а у эукаpиот – метионин-тРНК. Стадия инициа-
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ции начинается с пpисоединения IF-3 к малой субъединице pибосомы. Этот фактоp 

обеспечивает узнавание на иРНК участка для пpисоединения иницииpующей тРНК, т.е. 

иницииpующего кодона (АУГ). В это же вpемя иницииpующая фоpмилметионин-тРНК 

связывается с IF-2 и ГТФ. Затем оба комплекса взаимодействуют и обpазуется 

инициатоpный комплекс, котоpый связывается с иРНК. Это связывание пpоисходит с 

помощью фактоpа IF-1, котоpый способствует соединению иРНК с инициатоpным 

комп-лексом, состоящим из малой субъединицы, фоpмилметионин-тРНК, IF-2, IF-3, 

ГТФ. Белковый фактоp IF-2 способствует соединению большой и малой субъединиц 

pибосомы. После пpисоединения большой субъединицы высвобождаются все 

иницииpующие фактоpы, ГДФ и неоpганический фосфат (т.е. пpоцесс идет с затpатой 

энеpгии). Смысл всех этих опеpаций заключается в том, что иРНК соединяется с 

иницииpующей (фоpмил)метионин-тРНК в pибосоме единственно возможным спосо-

бом, опpеделяющим точное положение pамки считывания кодонов иРНК на 

иницииpующем кодоне. В pаботающей pибосоме имеются два участка связывания 

тpанспоpтных РНК (тРНК): 1) А-участок (аминоацильный), имеющий сpодство к ами-

ноацил-тРНК; 2)  Р-участок (пептидильный), имеющий сpодство к пептидил-тРНК. В 

конце стадии инициации иницииpующая (фоpмил) метионин-тРНК находится в Р-

участке собpанной pибосомы и соединена водоpодными связями с иницииpующим ко-

доном иРНК. В А-участке находится следующий кодон иРНК.  

3) Стадия элонгации. Необходимые фактоpы: набоp аминоацил-тРНК, ГТФ, 

ионы магния, фактоpы элонгации EF-Т и EF-g. Элонгация начинается с пpисоединения 

аминоацил-тРНК к следующему за иницииpующим кодону иРНК в А-участке 

pибосомы. Каждое пpисоединение аминоацил-тРНК тpебует затpаты молекулы ГТФ и 

пpоисходит пpи участии ЕF-Т. Между кодоном иРНК и антикодоном аминоацил-тРНК 

замыкаются водоpодные связи. Когда два аминокислотных остатка оказываются pядом, 

между ними образуется водоpодная связь. Пpоцесс катализиpуется pибосомным 

феpментом пептидилтpансфеpазой и использует энеpгию макpоэpгической связи ами-

ноацил-тРНК. Обpазовавшийся дипептид силами гидpофобного взаимодействия 

pадикалом связан с Р-участком. В то же вpемя он связан с тРНК, находящейся в А-

участке и связанной с кодоном иРНК. Сpодства к А-участку эта пептидил-тРНК не 

имеет. Пpи участии ЕF-g и за счет энеpгии ГТФ пpоисходит пеpемещение пептидил-

тРНК в Р-участок, а вместе с ней в этот участок пеpемещается и кодон иРНК, т.к. они 

связаны водоpодными связями. Фактоp ЕF-g считают ГТФазой. Такое пеpемещение на-

зывают тpанслокацией. (Фоpмил)метиониновая тРНК пpи этом высвобождается из 

pибосомы. В pезультате тpанслокации в А-участок pибосомы пpиходит следующий но-

вый кодон иРНК. К нему методом случайного подбоpа пpисоединяется 

комплементаpным антикодоном новая аминоацил-тРНК. Между дипептидом Р-участка 

и аминокислотным остатком в А-участке замыкается пептидная связь. Возникший 

тpипептид тpанслоциpуется в Р-участок, а в А-участок пpиходит следующий новый ко-

дон иРНК и т.д. Таким обpазом пpоисходит многокpатное повтоpение этапов элонга-

ции, пока в А-участок не пpидет один из теpминиpующих кодонов.  

4) Стадия теpминации. Необходимые фактоpы: FR-1 воспpинимает УАА и 

УАГ; FR-2 воспpинимает УАА и УГА; ГТФ. Теpминиpующие (бессмысленные, нон-

сенс-кодоны не имеют для себя аминоацил-тРНК). Кодоны, поступив в А-участок, 

воспpинимаются фактоpами FR-1 или FR-2. Эти фактоpы индуциpуют 

пептидилэстеpазную активность, вследствие чего отщепляется синтезиpовавшийся по-

липептид. Весь комплекс тpансляции диссоцииpует на составные части. В цитоплазме 

клеток пpокаpиот с помощью феpмента дефоpмилаза пpоисходит отщепление 

фоpмильной гpуппы от N-концевого фоpмилметионина синтезиpованного полипептида; 

часто после завеpшения синтеза в цитоплазме клеток отщепляется N-концевой метио-
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нин от синтезиpованного полипептида (у пpокаpиот и у эукаpиот). На основе взаимо-

действия pадикалов аминокислотных остатков полипептидной цепи спонтанно 

фоpмиpуется втоpичная, тpетичная и у олигомеpных белков четвеpтичная стpуктуpа. В 

настоящее время считают, что правильное сворачивание полипептидной цепи (фол-

динг) обеспечивается специальными белками шаперонами. 

5)  Посттpансляционная модификация белка включает следующие пpоцессы: 

химическую модификацию белка (часто отсутствует) – метилиpование по аминогpуппе 

лизина и аpгинина; фосфоpилиpование по ОН-гpуппе сеpина; окисление лизина, 

пpолина и дp.; связывание пpостетической гpуппы; связывание между собой субъеди-

ниц олигомеpного белка; частичный пpотеолиз.  

Напpимеp, посттpансляционная модификация пpи биосинтезе гликопpотеинов 

пpоисходит следующим обpазом. Полисомы связаны с внешней повеpхностью 

мембpаны эндоплазматического pетикулума клеток чеpез большую субъединицу 

pибосомы. Синтезиpованные полипептидные цепи пpоходят чеpез мембpану 

шеpоховатого эндоплазматического pетикулума в цистеpны и пеpеносятся в гладкий 

эндоплазматический pетикулум и в комплекс Гольджи. Здесь с помощью 

гликозилтpансфеpаз пpоисходит пpисоединение моносахаpидных молекул к полипеп-

тидным цепям с обpазованием гликопpотеинов.  

 

Регуляция биосинтеза белков 

В настоящее вpемя считают, что pегуляции подвеpжены все или почти все этапы 

биосинтеза белков. Напpимеp, метаболиты и гоpмоны могут изменять сpодство белков-

pепpессоpов к pегулятоpным отделам ДНК; гоpмоны способны модифициpовать актив-

ность метилаз, участвующих в биосинтезе pРНК; новообpазованные белки способны 

активиpовать pибонуклеазы и тем самым ускоpяют pаспад своих иРНК и т.п. Согласно 

теоpии Жакоба и Моно в биосинтезе белков у бактеpий участвуют тpи типа генов: 

стpуктуpные гены, ген-опеpатоp и ген-pегулятоp. Стpуктуpные гены опpеделяют 

пеpвичную стpуктуpу белков. Функциониpование стpуктуpных генов контpолиpуется 

геном-опеpатоpом. Опеpатоp локализован между пpомотоpом и стpуктуpными генами. 

Фоpмиpование мРНК начинается с пpомотоpа и далее pаспpостpаняется вдоль 

опеpатоpа и контpолиpуемых им стpуктуpных генов. Опеpатоp и стpуктуpные гены на-

зывают опеpоном. Деятельность опеpона контpолиpуется геном-pегулятоpом. Опеpон и 

ген-pегулятоp находятся в pазных участках цепи ДНК, поэтому связь между ними осу-

ществляется с помощью белка-посpедника pепpессоpа, синтезиpуемого по инфоpмации 

гена-pегулятоpа. Если pепpессоp связан с геном-опеpатоpом, то РНК-полимеpаза не 

может синтезиpовать иРНК и, следовательно, не синтезиpуются белки. Если ген-

опеpатоp свободен, пpоцесс тpанскpипции возможен и инфоpмация стpуктуpных генов ис-

пользуется для синтеза белков.  

Рассмотpим пpевpащения:           Е
-1

          Е
-2

          Е
-3

  

                                                            А ——> В ——> С ——> Д.  

Чтобы исходное вещество А пpевpатилось в конечный пpодукт Д, необходимы 

феpменты Е
-1,2,3

. Если это неpазветвленный пpоцесс, то синтез этих феpментов 

кодиpуется одним опеpоном.  

Установлено, что пpи отсутствии вещества А pепpессоp связан с геном-

опеpатоpом и синтез белков-феpментов Е
-1,2,3 

не идет. Пpи появлении метаболитов воз-

можны 2 ваpианта:  

– индукция синтеза феpментов – исходное вещество А, подлежащее пpевpащениям, 

понижает сpодство pепpессоpа к гену-опеpатоpу. В pезультате РНК-полимеpаза осуществля-

ет синтез мРНК и затем синтезиpуются белки-феpменты Е
-1,2,3

. Эти феpменты обеспечивают 
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пpевpащения вещества А в Д.  

– Репpессия синтеза феpментов. Конечные пpодукты pеакции (их называют 

коpепpессоpы) повышают сpодство pепpессоpа к гену-опеpатоpу. Это пpиводит к 

блокиpовке гена-опеpатоpа и матpичный синтез мРНК пpекpащается, что 

сопpовождается подавлением синтеза белков Е
-1,2,3

.  

Регуляция синтеза белков в клетках эукаpиот намного сложнее: не хаpактеpна 

пpямая субстpатная pегуляция, т.к. опеpоны (тpанскpиптоны) у эукаpиот имеют 

обшиpные pегулятоpные зоны; у эукаpиот стpуктуpные гены pазбpосаны по геному; в 

ядpах диффеpенциpованных клеток эукаpиот большинство генов находится в 

pепpессиpованном состоянии; все стpуктуpные гены делят у эукаpиот на 3 гpуппы – 

гены, функциониpующие во всех клетках оpганизма, в тканях одного типа, в 

специализиpованных клетках одного типа; пpостpанственное pазделение пpоцессов – 

тpанскpипция в ядpе, тpансляция в pибосомах.  
Заключение. Для молекулярной биотехнологии и, в частности, тех-

нологии рекомбинантных ДНК, ключевое значение имеют следующие ме-

ханизмы: 

1. Из репликации – а) построение дочерней цепи ДНК на материн-

ской цепи ДНК происходит по принципу комплементарности А-Т, Г-Ц; 

б) синтез дочерней цепи ведет фермент ДНК-полимераза III; известны 

термостабильные варианты фермента, которые используются в полиме-

разной цепной реакции; в) для функционирования ДНК-полимеразы III не-

обходим 3'-ОН группа предшествующего нуклеотида, поэтому в начале 

репликации по матрице материнской цепи строится праймер (короткий 

отрезок РНК, фиксированный на материнской цепи ДНК (А-У, Г-Ц); 

праймеры синтезируются в лабораторных условиях и служат для техно-

логии рекомбинантных ДНК (синтез гена) и полимеразной цепной реакции. 

2. Из транскрипции – а) экспрессия гена, т.е. синтез белка по его 

программе, возможна , если имеются компоненты оперона (траскрипто-

на) – промотор, акцепторная зона, структурные гены, терминатор; без 

промотора, к которому присоединяется РНК-полимераза не возможно 

считывание информации ДНК и синтез РНК; б) обратная транскрипта-

за позволяет синтезировать ДНК по матрице РНК, это используется в 

синтезе генов: определяют последовательность аминокислот в белке → 

используя генетический код, синтезируют иРНК для данного белка → ис-

пользуя обратную транскриптазу, синтезируют отрезок ДНК-ген данно-

го белка. 

3. Из трансляции – экспрессия гена, т.е. синтез белка по его про-

грамме регулируется на уровне акцепторной зоны (гена-оператора) опе-

рона (транскриптона) с помощью белков и низкомолекулярных биорегуля-

торов. В клетках прокариот могут синтезироваться только простые 

белки, т.к. в них отсутствуют компартменты пострибосомальной мо-

дификации белков. Для синтеза сложных белков следует использовать 

клетки эукариот. 
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Технология рекомбинантных ДНК 
Технология рекомбинантных ДНК (молекулярное клонирование или 

генная инженерия) – это совокупность экспериментальных процедур, по-

зволяющая осуществлять перенос генетического материала (ДНК) из одно-

го организма в другой. 

Важнейшей проблемой генной инженерии является анализ естест-

венных путей передачи генов между живыми организмами. Согласно пре-

красному обзору А.В. Кузнецова и И.В. Кузнецовой (1998) к настоящему 

времени известно:  

1. Обмен генами между клетками реализуется у прокариот.  

2. Существует возможность переноса генов между симбиотическими 

организмами. Наиболее вероятен обмен генов между длительно контакти-

рующими симбионтами или паразитами и хозяевами.  

3. Перенос генов от бактерий к эукариотам постоянно происходит 

при передаче Ti-плазмиды от Agrobacterium tumefaciens в клетки растений-

хозяев. Сегмент ДНК из Ti-плазмиды включается в геном растения, что 

вызывает изменение роста и дифференцировки клеток последнего.  

4. У эукариот латеральный (горизонтальный) перенос генов, на-

сколько сейчас известно, не происходит, хотя нельзя утверждать, что это 

правило абсолютно. Например, онкогенные вирусы, интегрированные в 

хромосому эукариотической клетки и оказавшиеся рядом с онкогеном, при 

выходе из этой клетки и повторном инфицировании способны захватить 

данный онкоген с собой и перенести в другой организм. 

Считается, что в естественных условиях между видами животных (и 

растений) не происходит передачи генов, которые они приобрели в ходе 

эволюции, так как необходимые рекомбинации и мутации в обычных ус-

ловиях происходят с низкой частотой. С развитием генной инженерии воз-

можность включения чужеродной ДНК в геном реципиентных клеток до-

казана в многочисленных опытах по их трансформации (трансфекции, 

трансгенезу). Тот факт, что интродуцированная в клетку молекула ДНК 

может эффективно включаться в работу генома, по всей видимости, явля-

ется общебиологическим феноменом (Kumar, 1996), на основе которого 

строится здание современной биотехнологии. 

 

Перенос генов у прокариот 

Сведения о латеральном переносе генов в природных сообществах 

прокариот немногочисленны. Гены могут переноситься в виде свободной 

ДНК, нехромосомных структур ДНК – плазмид и с помощью вирусов. 

 

Условия существования микроорганизмов при недостатке субстратов 
Основная проблема, с которой сталкиваются микроорганизмы в окружающей 

среде, – это лимит субстратов. Доступных для микробов субстратов в почвенных и 

водных экосистемах настолько мало, что за год типичные почвенные бактерии совер-

шают в среднем от одной до 36 генераций. В водных экосистемах концентрации от-
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дельных углеводов, доступных для водных микроорганизмов, составляют 6–10 мкг/л, 

однако и эти количества могут быть малодоступны из-за того, что углеводы связаны 

водным гумусом.  

В состоянии глубокого голодания у микробов происходит адаптационное пере-

ключение многих групп генов, в результате чего: 

1) белки энергогенерирующих систем остаются интактными; 

2) метаболическая активность голодающих клеток снижается почти до нуля, на-

пример, в голодающих бактериях не обнаруживаются ферменты путей биосинтеза; 

3) индуцируется синтез специфических протеинов, функция которых – обеспечить 

переживание неблагоприятных условий (синтезируются протеазы, расщепляющие бел-

ки, ставшие уже ненужными); 

4) аминокислоты, образующиеся при протеолизе, используются при синтезе ша-

перонов, основная задача которых – предотвратить необратимую денатурацию жизнен-

но важных протеинов; 

5) при голодании микроба нуклеоид, содержащий бактериальную ДНК, сильно 

компактизуется и становится наиболее законсервированным и неактивным компонен-

том клетки; 

6) в глубоко лимитированном состоянии микробы приобретают общую устойчи-

вость к стрессам; 

7) микробы становятся некультивируемыми, т.е. не растут при высеве на чашки 

с питательными средами.  

В естественных условиях достаточно большая доля природных микроорганиз-

мов находится именно в некультивируемом состоянии, в частности, 90% от общего ко-

личества почвенных микробов и 99% – водных. Плазмиды способны сохраняться в не-

культивируемых бактериальных клетках. 
 

Трансформация 
Передачу генов при помощи свободной растворимой ДНК, выделен-

ной из клеток-доноров, называют трансформацией. При этом гены могут 

передаваться из клетки в клетку без всякого межклеточного контакта и без 

каких-либо переносчиков. В почве обнаруживают внеклеточную ДНК, вы-

свободившуюся из генетически модифицированных микроорганизмов или 

из природных организмов. Такая ДНК быстро адсорбируется на поверхно-

сти твердых частиц, становится устойчивой к нуклеазам и сохраняет спо-

собность к трансформации.  
Трансформация не происходит: 

1) если чужеродная ДНК не имеет гомологии с геномом реципиентных клеток, 

поскольку для успешной трансформации необходима гомологичная рекомбинация ме-

жду трансформирующей ДНК и хромосомой; 

2) если в природных штаммах микроорганизмов присутствуют системы рест-

рикции-модификации; в лабораторных условиях в этом случае эффективность транс-

формации снижается в 10
4
 раз. 

У бактерий такой способ передачи признаков стал известен раньше других (пер-

вый случай наследственного изменения, возникшего в результате приобретения чуже-

родного генетического материала, был обнаружен у бактерий рода Pneumococcus 

Griffith в 1928 году). Следует отличать генетическую (биохимическую) трансформацию 

от онкогенной трансформации клеток животных. Эффективность трансформации 

обычно выражают количеством клонов трансформантов, приходящихся на единицу 

массы донорной ДНК. Для трансформации требуются чрезвычайно малые концентра-
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ции ДНК (0,1 мкг ДНК на 1 мл суспензии клеток-реципиентов). Трансформировать 

удается только те бактерии, в которые может проникать интактная ДНК.  

Способность клеток поглощать ДНК из окружающей среды называют компе-

тенцией. Доля компетентных клеток в популяции составляет максимально 15%. Ком-

петенция зависит от физиологического состояния клетки. Она наиболее высока в сере-

дине фазы экспоненциального роста, а затем быстро снижается до минимума. Полага-

ют, что поверхность клетки изменяется на протяжении роста, и ДНК может поглощать-

ся только в определенную, относительно короткую фазу. Многие бактерии, а также 

дрожжи и культивируемые клетки животных физиологической компетентностью не 

обладают. Бактерии, раньше считавшиеся некомпетентными (такие, как E. coli), удается 

сделать компетентными путем модификации клеточной поверхности. Каким же обра-

зом молекула ДНК может проникнуть внутрь бактериальной клетки? На первом этапе 

трансформации экзогенная ДНК независимо от ее природы связывается с компетент-

ными клетками, по-видимому, на определенных рецепторных участках поверхности 

бактерии. Затем происходит нарезание молекулы ДНК на фрагменты. После этого одна 

цепь молекулы ДНК разрушается, а другая проникает в клетку, гидролизуясь с концов. 

Вошедший в клетку одноцепочечный фрагмент ДНК при участии определенных белков 

может интегрировать в гомологичную область реципиентной хромосомы за счет ком-

плементарного спаривания между донорной и реципиентной ДНК. 

  

Конъюгация. Конъюгационный перенос 

На основании морфологических данных давно предполагали, что у 

бактерий может происходить своего рода спаривание, однако только экс-

перименты с множественными мутантами доказали, что у микроорганиз-

мов возможна передача генетического материала при прямом межкле-

точном контакте.  

1. В 1946 г. Lederberg и Tatum провели эксперимент с двумя мутан-

тами E. coli К12, каждый из которых был ауксотрофным по двум различ-

ным аминокислотам. Эти мутанты не росли на минимальной питательной 

среде и не образовывали колоний. Если на ту же минимальную среду вы-

севали смесь суспензий обоих мутантов (Bio
-
Met

-
Thr

-
Leu

-
), то появлялись 

колонии. Клетки этих колоний обладали наследственной способностью 

синтезировать все аминокислоты.  

2. Дальнейшие опыты по скрещиванию, в которых один из родитель-

ских штаммов был стрептомицинустойчивым, позволили сделать вывод, 

что генетический материал передается лишь в одном направлении.  

3. Способность бактерии быть донором (F
+
) связана с наличием фак-

тора F, который при конъюгации передается из одной клетки в другую. 

Фактор F представляет собой плазмиду размером  60 т.п.н. Эта молекула 

содержит гены, ответственные за процесс конъюгации клеток при контак-

те. Донорами хромосомной ДНК могут быть бактерии, у которых фактор F 

интегрировал в хромосому (Hfr). Если смешать популяцию клеток Hfr с 

избытком клеток F
-
, то почти каждая бактерия Hfr найдет себе партнера F

-
 

и будет с ним конъюгировать. Обмен генами путем конъюгации и мобили-

зация генов с помощью плазмид, вероятно, очень распространены в мире 

прокариот. 
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В настоящее время считают, что реальный, экологически значимый 

поток генов в микробных сообществах осуществляется с помощью конъ-

югации. Для этого бактерии самых различных родов могут содержать 

внехромосомные элементы ДНК – плазмиды, способные к автономной ре-

пликации.  
Размеры встречающихся в природе бактериальных плазмид варьируют очень 

широко: от 2 до 300 т.п.н. и более. Число копий плазмид на клетку строго определено и 

характерно для данной группы совместимости плазмид. Часто плазмиды несут гены, 

которые обусловливают фенотипическое отличие содержащих их клеток от бесплаз-

мидных вариантов. Некоторые плазмиды делают клетку способной конъюгировать с 

другими бактериями. Это обеспечивает дальнейшее распространение таких плазмид 

путем прямого межклеточного контакта. Они способны также мобилизовать хромосом-

ные гены и осуществить их перенос в другую клетку. Плазмиды могут содержать гены, 

которые в определенных условиях создают селективное преимущество хозяину. Веро-

ятно, происходит обмен генами между хромосомой и плазмидами. Считают, что плаз-

миды играли важную роль в эволюции прокариот. 

Выявлено, что многие бактерии содержат несколько плазмид различной величи-

ны. Однако две родственные плазмиды не могут поддерживаться в одной клетке с со-

хранением нормального числа копий. Явление несовместимости плазмид связано с на-

рушением репликации одной из плазмид. По определению несовместимость – это не-

способность двух плазмид стабильно сохраняться в одном и том же штамме клеток. 

Предполагается, что несовместимость свойственна таким плазмидам, поддержание ко-

торых регулируется одними и теми же механизмами. Поэтому явление несовместимо-

сти объясняли подавлением репликации ДНК или нарушением распределения репли-

цированных плазмид между дочерними клетками. Изучение плазмид позволило разде-

лить их примерно на 30 групп на основании их взаимной несовместимости. Плазмиды, 

принадлежащие к пяти группам – IncC, IncN, IncP-1, IncQ и IncW, способны размно-

жаться в широком круге хозяев. Существовало мнение, что несовместимость отражает 

филогенетическое родство между плазмидами. Однако исследования, проведенные в 

последнее время, свидетельствуют, что несовместимость может быть обусловлена це-

лым рядом факторов. Конъюгативные плазмиды широкого спектра хозяев, в частности 

плазмиды группы несовместимости IncP1, способны осуществлять перенос генов через 

эволюционные барьеры, например, из Pseudomonas и Escherichia в Rhizobium, 

Alcaligenes, Myxococcus, Desulfovibrio, в цианобактерии Synecoccus, в флавобактерии 

Bacteroides; Ti-плазмиды из Agrobacterium способны к внесению бактериальных генов в 

клетки растений. 

1. Конъюгационный перенос между почвенными микроорганизмами. 

– В искусственных экосистемах (микрокосмах), состоящих из сте-

рильной и нестерильной почв, показано, что присутствие в почве природ-

ных микроорганизмов подавляет перенос ДНК между интродуцированны-

ми штаммами в 2–7 раз.  

– В ризосфере, богатой питательными веществами, происходит эффектив-

ный перенос генов между штаммами Agrobacterium, Pseudomonas и Rhizobium.  

– В почвах, загрязненных тяжелыми металлами и органическими ксе-

нобиотиками, стимулировано распространение генов путем конъюгации. 

– Глубоко лимитированное состояние природных почвенных микро-

организмов препятствует конъюгационному переносу генов. 
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– Добавление к микробным сообществам почвы субстратов (глюкозы 

и/или триптона) является фактором, стимулирующим конъюгационный 

перенос плазмид.  

2. Конъюгационный перенос между водными микроорганизмами. В 

водных микробных экосистемах обнаружено много плазмидных штаммов 

микроорганизмов. В частности, в озерной воде содержат плазмиды до 46% 

гетеротрофов, в речной воде – 10–15%; большинство плазмид конъюгатив-

ны. Указанные плазмиды свойственны таким родам бактерий, как 

Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligenes, Chromobacterium, Moraxella. В за-

грязненной нефтепродуктами морской воде и активном иле, так же как и в 

загрязненной почве, содержится повышенное количество плазмидных 

штаммов микроорганизмов и усилен перенос соответствующих плазмид.  

 

Трансдукция 
Известно, что трансдукция осуществляется бактериофагами, содер-

жащими двунитевую ДНК и способными включать в капсид фрагменты 

бактериальной ДНК. В результате заражения других клеток фаговые час-

тицы вносят в них захваченную ДНК. Трансдуцируемая ДНК может интег-

рировать в клеточный геном только при существовании гомологии. Кроме 

того, способные к трансдукции фаги имеют весьма узкий спектр хозяев, 

так как способны адсорбироваться только на строго специфических участ-

ках поверхности клеток. Поэтому возможная трансдукция чужеродных ге-

нов в природе может происходить только между микроорганизмами одно-

го и того же вида или, по крайней мере, между очень близкими видами. 
Различают два вида трансдукции:  

1) неспецифическую (общую), при которой может быть перенесен любой фраг-

мент ДНК хозяина (ДНК клетки-хозяина включается в частицу фага либо дополнитель-

но к его собственному геному, либо вместо него); 

2) специфическую, затрагивающую лишь строго определенные фрагменты ДНК 

(некоторые гены фага замещаются генами хозяина).  

В обоих случаях трансдуцирующие фаги, как правило, дефектны: например, они 

часто теряют способность лизировать клетку-хозяина. Передача признаков путем 

трансдукции была обнаружена у многих бактерий, в том числе у видов Salmonella, 

Escherichia, Shigella, Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus, Vibrio и Rhizobium. 

Инфекционность фаговых ДНК для бактерий, соответствующую генетической 

трансформации, называют трансфекцией. Обнаружено, что существенное влияние на 

инфекционность оказывает форма молекул ДНК, которую они принимают in vivo. Фаги 

с кольцевой или линейной ДНК, быстро замыкающейся в кольцо (лямбдоидные фаги), 

характеризуются большей эффективностью трансфекции. Доказано, что молекулы ДНК 

проникают в сферопласты в нативной двухцепочечной форме.  

Перенос ДНК в клетки требует изменения свойств мембраны, например, обра-

ботка CaCl2 на холоде с последующим тепловым шоком (быстрое нагревание от 0 до 

42
о
С). Если после нагревания смесь клеток и ДНК снова охладить до 0

о
С, то в процессе 

индуцируемого фазового перехода липидов молекулы ДНК смогут опять проникать в 

клетки. При этом время проникновения ДНК продолжительнее. Выявленные фазовые 

переходы липидов приводят к нарушению структуры внешней мембраны, но практиче-
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ски не затрагивают цитоплазматическую мембрану. Механизм проникновения фаговых и 

плазмидных ДНК в клетки E. coli, по-видимому, одинаков. 

Все вышеизложенное позволяет сделать следующие заключения: 
1. Экологически значимый перенос генетической информации, суще-

ствующий в природных почвенных и водных микробных сообществах, осу-

ществляется преимущественно за счет конъюгативных плазмид широкого 

спектра хозяев. Этот перенос стимулируется субстратами, а также се-

лективным давлением, существующим в загрязненных почве или воде. 

2. Перенос хромосомных генов крайне редок и возможен только 

между одними и теми же или близкородственными видами, имеющими 

высокую степень гомологии ДНК.  

3. Большая степень полиморфизма говорит об интенсивном генети-

ческом обмене, малая – о небольшом. Генетический полиморфизм природ-

ных микробных популяций весьма низок; в природе бактериальные виды 

существуют в виде малого количества больших по численности, но одно-

родных популяций. Данный факт может свидетельствовать о незначи-

тельной интенсивности латерального переноса генов в современных мик-

робных сообществах. 
 

Перенос генов у эукариот 

Прокариоты не способны осуществлять посттрансляционные моди-

фикации белка, свойственные эукариотам. Дрожжи являются наиболее 

примитивными одноклеточными эукариотами, которые могут использо-

ваться для направленного переноса генов. 

 

Плазмиды дрожжей 

При электронно-микроскопическом исследовании препарата общей 

дрожжевой ДНК была обнаружена кольцевая ДНК длиной около 2 мкм, 

которая получила название 2μ -ДНК или Scp1. Дальнейшие исследования 

показали, что большинство лабораторных штаммов Saccharomyces 

cerevisiae содержат такие плазмиды в количестве 1–5% от суммарной ДНК 

клетки. Эти плазмиды не кодируют жизненно важных функций клетки и 

локализованы в ядре дрожжей, но не обнаруживаются в хромосомной ДНК 

в интегрированном виде. Репликация плазмид происходит в S-фазе кле-

точного цикла. Обнаружено, что в ядре клеток дрожжей S. cerevisiae нахо-

дится также небольшое количество кольцевой ДНК с контурной длиной 

около 3 мкм, которая автономно реплицируется (гены рРНК). Описан ме-

тод трансформации дрожжевых клеток, позволяющий вводить дрожжевую 

или чужеродную ДНК в сферопласты дрожжей, обработанных CaCl2 и по-

лиэтиленгликолем (ПЭГ). Перенесенные гены могут встраиваться в гомо-

логичные сайты хромосом (если это дрожжевые гены) или же в негомоло-

гичные сайты, а также способны существовать как автономно реплици-

рующиеся единицы (это зависит от вида использованного вектора). Пере-

несенные гены в случае их автономной репликации могут входить в состав 
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гибридных плазмид, содержащих компоненты бактериальной плазмиды 

(например, pBR322) и дрожжевой плазмиды (например, 2μ -ДНК. 

 

Трансформация на уровне организма 

Одно из первых исследований трансформации у высших животных 

касалось явления мозаицизма тела у Drosophila melanogaster. Яйца D. 

melanogaster дикого типа на ранних стадиях развития обрабатывали рас-

твором, содержащим ДНК мух с мутантными признаками. В качестве ге-

нетических маркеров использовали мутации, изменяющие пигментацию 

тела, форму щетинок и окраску глаз. Из обработанных таким образом за-

родышей развивались взрослые мухи, обладавшие тем же фенотипическим 

признаком, что и мутантный штамм, служивший донором трансформи-

рующей ДНК. Более того, трансформированные признаки передавались по 

наследству. Однако трансформированные особи были мозаичными. Кос-

венные данные позволяли считать, что трансформирующая ДНК не вклю-

чалась в хромосомы мух-реципиентов.  
В 70–80-х годах прошлого века стало известно, что чужеродные гены могут ста-

бильно интегрировать в геном оплодотворенных яйцеклеток и во многих случаях после 

этого активно функционируют, заменяя или дополняя собственные гены реципиентно-

го ядра. Для описания животных, которые содержат новые последовательности ДНК в 

своем геноме, был введен термин «трансгенное животное» (Gordon, Ruddle, 1982). Те-

перь этот термин применяется для характеристики особей, чей геном изменен в резуль-

тате переноса генов, т.е. претерпел генетическую трансформацию. 

В 1971 г. Brackett и соавт. показали, что после инкубации спермиев кролика с 

меченной тритием ДНК SV40 радиоактивный материал обнаруживается в головках 

сперматозоидов. Этот результат свидетельствовал, что гетерологичная ДНК может ин-

корпорировать в зрелые мужские гаметы млекопитающих. Кроме того после искусст-

венного осеменения крольчих спермиями, обработанными ДНК SV40, 2-клеточные оп-

лодотворенные яйцеклетки были способны заражать компетентные клетки почки зеле-

ной мартышки – CV1. Следовательно, в процессе оплодотворения инфекционная ДНК 

была передана в ооцит. Таким образом, был поставлен вопрос о возможном участии 

сперматозоидов в латеральном переносе генов. Начиная с 1989 г., это открытие было 

повторено для других видов.  

Теоретически существуют три возможных варианта судьбы экзогенной ДНК, 

перенесенной в яйцеклетку спермием (А.В. Кузнецов, И.В. Кузнецова, 1998):  

 элиминация в ряду клеточных делений,  

 автономная репликация в экстрахромосомном состоянии,  

 стабильное встраивание в геном зародыша.  

Эксперименты показали, что экзогенная ДНК остается в эмбрионах, по крайней мере, 

до наступления стадии вылупившейся бластоцисты. Однако, привнесенная в яйца ДНК распа-

дается в процессе эмбрионального развития.  

Существует несколько сообщений об интеграции перенесенной сперматозоидом 

экзогенной ДНК в геном и получении в результате этого трансгенных животных. Пока-

зано, что сперматозоиды мыши способны переносить чужеродную ДНК в яйцеклетки 

при оплодотворении. Помимо этого, процедура вызывает наследуемую генетическую 

трансформацию получающихся особей, в результате чего может быть получена транс-

генная линия. Таким образом, показана возможность запланированного переноса ДНК 

у эукариот. 
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Рекомбинация 

Одним из важных вопросов трансформации клеток является даль-

нейшая судьба поглощенной ДНК. В компетентные клетки может прони-

кать любая ДНК, но рекомбинация происходит лишь тогда, если это ДНК 

близкородственного вида. В этом случае возможен обмен гомологичными 

участками между собственной и проникшей извне ДНК. 

Рассмотрим типичную процедуру технологии рекомбинантной ДНК 

рис. 1). 

1. Из организма – донора нужных генов – экстрагируют нативную 

ДНК (донорская ДНК, клонируемая ДНК, встраиваемая ДНК, ДНК-

мишень, чужеродная ДНК). Эту ДНК подвергают ферментативному гид-

ролизу и соединяют с другой ДНК (вектор для клонирования, клонирующий 

вектор) с образованием новой, рекомбинантной молекулы. Образуется но-

вая рекомбинантная молекула: конструкция «клонирующий вектор – 

встроенная ДНК». 

2. Эту конструкцию вводят в клетку-хозяина (реципиент), где она 

реплицируется и передается по наследству при каждом делении. Этот 

процесс называется трансформацией. 

3. Отбирают клетки, несущие рекомбинантную ДНК (трансформи-

рованные клетки). 

4. Получают специфический белковый продукт, синтезированный 

клетками-хозяевами, что служит подтверждением клонирования искомо-

го гена. 

 

Донорская ДНК                                         Клонируемый вектор-ДНК 

         ↓                                                                                   ↓ 

      Ген                                                                         Векторная ДНК 

         ↓__________________________________________↓ 

                                                     ↓ 

           Рекомбинантная ДНК (ген+векторная ДНК) 

                                                      ↓ 

           Встраивание рекомбинантной ДНК в клетку-хозяина 

                                                      ↓ 

                      Отбор трансформированных клеток 

                                                      ↓ 

                                           Экспрессия гена 

                                                      ↓ 

                               Выделение и очистка белка 

 

Рис. 1. Схема технологии рекомбинантных ДНК 

 

Успех молекулярного клонирования зависит 1) от возможности вос-
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производимо разрезать молекулу ДНК на фрагменты определенного раз-

мера и 2) способа их целенаправленного транспорта. 

 

Рестриктазы 
Для точного расщепления ДНК используют бактериальные рестри-

цирующие эндонуклеазы типа II. Например, одна из первых рестрици-

рующих эндонуклеаз II типа была выделена из бактерии  

E. coli и получила название EcoRI. Этот фермент узнает участок ДНК, со-

держащий специфическую палиндромную последовательность (перевер-

тыш типа «кок», «шалаш») G-A-A-T-T-C, и катализирует разрыв между ос-

татками гуанина (G) и аденина (А) в каждой цепи. Происходит расщепле-

ние связи между атомом кислорода при 3'-атоме углерода дезоксирибозно-

го остатка одного нуклеотида и фосфатной группой, присоединенной к 5'-

углеродному атому дезоксирибозы соседнего нуклеотида. Разрывы в цепи 

ДНК располагаются наискось друг от друга, в результате чего образуются 

одноцепочечные комплементарные концы с «хвостами» из четырех нук-

леотидов в каждом (липкие концы). Каждый одноцепочечный «хвост» за-

канчивается 5'-фосфатной группой, а 3'-гидроксильная группа противопо-

ложной цепи как бы утоплена. К настоящему времени получены сотни ре-

стриктаз; их номенклатура: род микроорганизма обозначается прописной 

буквой, а вид – двумя строчными, штамм обычно не указывается; римские 

цифры – порядковый номер данной эндонуклеазы в ряду прочих рестрик-

таз, выделенных из данного микроорганизма (см. выше EcoRI). Палин-

дромные последовательности, которые атакуют рестриктазы называют 

сайтами узнавания. Рестриктазы существут двух типов: 1) катализируют 

косое расщепление двойной спирали ДНК с образованием «липких кон-

цов» и 2) катализируют перпендикулярный разрыв с образованием «тупых 

концов». 

Рестриктазы используют для 1) изучения последовательности нук-

леотидов в ДНК и 2) в генетической инженерии. В последнем случае ре-

комбинантные ДНК получают, когда два разных образца ДНК обрабаты-

вают одной и той же рестриктазой с образованием фрагментов с липки-

ми концами, а затем смешивают эти образцы. Благодаря комплементарно-

му спариванию липких концов фрагментов разных образцов ДНК могут 

образовываться новые комбинации генов. Этот ключевой механизм моле-

кулярного клонирования поддерживается тремя способами: 

1. Фрагменты ДНК, образующие комплементарные дуплексы в об-

ласти липких концов удерживаются водородными связями недостаточно 

прочно, чтобы молекулы в растворе оставались стабильными длительное 

время. Для стабилизации используют фермент ДНК-лигаза бактериофага 

Т4, который катализирует образование фосфодиэфирных связей между 

концами полинуклеотидных цепей, которые уже удерживаются вместе 

благодаря спариванию липких концов. Этот же фермент способен «сши-
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вать» тупые концы, которые сближаются друг с другом после связывания с 

ферментом. 

2. Объединение разных молекул ДНК (образование рекомбинантных 

ДНК) требует их реплицирования в клетке-хозяине. Следовательно, одна 

часть рекомбинантной молекулы ДНК должна нести нужный ген, который 

предполагается клонировать, а другая – должна содержать информацию, 

необходимую для репликации в клетке рекомбинантной ДНК (клонирую-

щие векторы). 

3. При рестрикции ДНК образуется смесь разнообразных фрагмен-

тов, а затем после их лигирования с векторной ДНК образуется множество 

различных комбинаций. Поэтому существуют специальные системы скри-

нинга для распознавания реципиентных клеток, содержащих ДНК с нуж-

ной для клонирования нуклеотидной последовательностью. 

 

Плазмидные векторы 

Плазмиды – это внехромосомные автономно реплицирующиеся 

двухцепочечные кольцевые молекулы ДНК, содержащие от 1 до 500 т.п.н. 

Плазмиды встречаются практически у всех бактерий. Их делят на высоко-

копийные (в клетке 10–100 копий) и низкокопийные (в клетке 1–4 копии). 

На долю плазмидной ДНК приходится 0,1–5,0% суммарной клеточной 

ДНК. Классификация плазмид по типу содержащейся информации:  

– F-плазмиды содержат информацию для собственного переноса из 

одной клетки в другую;  

– R-плазмиды несут гены устойчивости к антибиотикам;  

– плазмиды деградации содержат гены, ответственные за утилиза-

цию необычных метаболитов;  

– криптические плазмиды несут гены, выполняющие скрытые (ла-

тентные) функции;  

– плазмиды с узким спектром хозяев несут специфический сайт на-

чала (инициации) репликации и могут реплицироваться только в клетках 

одного вида; 

– плазмиды с широким спектром хозяев – содержат неспецифичный 

сайт инициации репликации, что позволяет им реплицироваться в разных 

бактериальных клетках. 

Для целей генетической инженерии требуются плазмиды, обладаю-

щие тремя важными свойствами: 

– небольшой размер (менее 15 т.п.н.), необходимый для эффективно-

го переноса; 

– наличие уникального сайта рестрикции, в который может быть 

осуществлена вставка; 

– наличие одного или более селективных генетических маркеров для 

идентификации реципиентных клеток, несущих рекомбинантную ДНК. 

Природные (не модифицированные) плазмиды обычно лишены од-
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ного или нескольких свойств, необходимых для эффективного переноса, 

поэтому качественные плазмидные векторы приходится также создавать 

методами генетической инженерии. 

В технологии рекомбинантных ДНК классическим является плаз-

мидный вектор рВR322. Номенклатура: р – от английского plasmid, сле-

дующие буквы имеют отношение к описанию вектора или истории его 

создания (для данного вектора буквы BR указывают на авторство Ф. Боли-

вара и Р. Родригеса); цифра 322 – номер из исследовательского протокола. 

Размер плазмиды рВR322 – 4361 п.н. Плазмидный вектор несет два гена 

устойчивости к антибиотикам – ампициллину и тетрациклину, а также 

уникальные сайты узнавания ферментами рестрикции для BamHI, HindIII, 

SalI в гене Tet', один PstI-сайт в гене Amp', один сайт для EcoRI, находя-

щийся за пределами кодирующих последовательностей, и сигнал начала 

репликации, обеспечивающий репликацию исключительно в бактериаль-

ных клетках кишечной палочки.  
Пример создания плазмидного вектора приведен на рисунке (рис. 2, заимство-

ванный из монографии А.В. Кузнецова и И.В. Кузнецовой, 1998), на котором изобра-

жены различные стадии конструирования плазмиды pBR322 и ее производных. Основ-

ные этапы процесса конструирования состоят в ослаблении контроля репликации, а 

также во встраивании генов устойчивости к ампициллину и тетрациклину, которые ис-

пользуются в качестве генетических маркеров селекции, инактивируемых при встраи-

вании чужеродной ДНК. Первоначально из клинического изолята, несущего плазмиду 

pMB1, которая синтезирует колицин, был выделен сайт инициации репликации ДНК с 

ослабленным контролем в форме плазмиды pMB13. В плазмиду pBR312 были включе-

ны ген устойчивости к тетрациклину (Tet') из плазмиды pSC101 и ген устойчивости к 

ампициллину (Amp') из транспозона Tn3, содержащегося в плазмиде pRSF2124. Таким 

образом, гены Tc
R 

и Ap
R
 помещены в репликон с ослабленным контролем репликации, 

который амплифицируется в присутствии ингибиторов синтеза белка. Все последую-

щие манипуляции были направлены на увеличение числа уникальных сайтов рестрик-

ции и уменьшение размера плазмиды. Широкое использование pBR322 в качестве кло-

нирующего вектора связано с тем, что полностью известна ее нуклеотидная последова-

тельность. Плазмида pBR322 и ее производные использовались в качестве модельных 

систем для изучения различных свойств молекул ДНК как in vivo, так и in vitro. Эти 

данные имеют большую практическую ценность для исследователей, желающих созда-

вать более эффективные или специализированные плазмидные векторы. 
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Рис. 2. Схема стадий конструирования плазмиды pBR322 из pMB1, pSC101 и 

pRSF2124 (Балбас, 1991). Сайты рестрикции обозначены: A – AvaI, B – BalI, BmI – 

BamHI, E – EcoRI, HIII – HindIII, HcII – HincII, HpI – HpaI, P – PstI, PvI – PvuI, PvII 

– PvuII, S – SalI, Sm – SmaI. Черные участки – Tc
R
, серые участки – Ap

R 

 

Принцип работы плазмидного вектора рВR322: 

1. Плазмиду рВR322 обрабатывают рестриктазой, которая катализирует ее раз-

рыв в единственном сайте, расположенном в одном из генов устойчивости к тому или 

иному антибиотику. Образуется линейная молекула с липкими концами. 

2. Донорную ДНК, содержащую нужный ген, обрабатывают той же рестриктазой, что 

приводит к образованию фрагментов ДНК с липкими концами. 

3. Линейные молекулы плазмиды рВR322 смешивают с обработанной донорной 

ДНК. Поскольку липкие концы этих двух ДНК взаимно комплементарны, они спари-

ваются с образованием гибридных молекул.  

4. Для стабилизации гибридных молекул ДНК производят обработку ДНК-

лигазой фага Т4 в присутствии АТФ, в результате чего образуется множество разных 

комбинаций фрагментов. Кроме того, образуются нежелательные продукты, объеди-

няющие между собой фрагменты донорной ДНК и исходные плазмидные ДНК. Для их 

уменьшения обрабатывают рестрицированную плазмидную ДНК щелочной фосфата-

зой, отщепляющей от линейной молекулы 5'-фосфатные группы. В результате ДНК-

лигаза не сможет сшить концы дефосфорилированной линейной плазмидной ДНК. Что 

касается собственно рекомбинантных молекул ДНК, то два из четырех одноцепочеч-

ных разрывов при действии ДНК-лигазы устраняются, и конструкция оказывается ста-

бильной благодаря образовавшимся фосфодиэфирным связям. 

5. После введения гибридной ДНК в клетку хозяина происходит ее репликация и 

образуются новые кольцевые молекулы уже без разрывов. 

 

Трансформация и отбор 

Введение рекомбинантной ДНК в клетку-хозяина называется транс-

формацией. Положительный результат получается примерно в одной клетке 
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из тысячи (введение в клетку плазмиды со встроенным фрагментом чуже-

родной ДНК – гибридная плазмида). Однако, проникновение в клетку экзо-

генной ДНК еще не означает, что она будет поддерживаться в клетке-

хозяине. Для сохранения рекомбинантной ДНК в клетке-хозяине в первона-

чальном виде необходимо отсутствие генов, кодирующих синтез рестриктаз, 

разрушающих ДНК. Необходимо также, чтобы клетка имела фенотип RecA
-
 

(такие клетки неспособны к общей рекомбинации). 

Следующий этап – это идентификация клеток, содержащих реком-

бинантную ДНК. При использовании плазмиды рВR322, в которой чуже-

родная ДНК встраивается в сайт BamHI, специфическая идентификация 

состоит из двух этапов: 

1. Клетки после трансформации высевают на питательную среду, со-

держащую ампициллин. Вырастают только клетки с наличием интактного 

гена Amp' (или в составе интактной плазмиды рВR322, или в составе гиб-

ридной плазмиды). Нетрансформированные клетки чувствительны к ам-

пициллину. Сайт BatHI расположен в гене Tet' плазмиды рВR322; встраива-

ние в этот ген фрагмента ДНК прерывает кодирующую последователь-

ность, в результате чего устойчивость к тетрациклину утрачивается. Сле-

довательно, клетки, которые несут гибридную плазмиду, устойчивы к ам-

пициллину и чувствительны к тетрациклину, а клетки, получившие ин-

тактную плазмиду рВR322, несут ген Tet' и устойчивы как к ампициллину, 

так и к тетрациклину. 

2. Клетки, выросшие на среде с ампициллином, переносят на среду с 

тетрациклином. Клетки, образующие колонии на чашках с тетрациклином, 

содержат интактную плазмиду рВR322 (они устойчивы к обоим антибио-

тикам). Клетки, не выросшие на среде с тетрациклином, чувствительны к 

этому антибиотику, а значит они содержат гибридную плазмиду рВR322. 

Среди колоний, выросших на среде с ампициллином, выделяют те, кото-

рые оказались чувствительны к тетрациклину, и из каждой колонии полу-

чают индивидуальные клеточные клоны. Чаще объединяют все колонии, 

устойчивые к ампициллину и чувствительные к тетрациклину, культиви-

руют их вместе. Далее проводят дополнительный скрининг и идентифици-

руют те клетки, которые несут гибридную плазмиду рВR322 со специфи-

ческой вставкой. 

В настоящее время известно много плазмидных векторов. Например, 

на основе плазмиды pUC создан вектор, содержащий ген, который кодиру-

ет убивающий клетку белок. Этот остроумный подход позволяет облегчить 

сортировку и выделение трансформированных клеток. 

 

Геномная библиотека 

Процесс разделения геномной ДНК на клонируемые элементы и вве-

дение этих элементов в клетки-хозяева называется созданием геномной 

библиотеки (банка клонов, банка генов). 
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Для молекулярной биотехнологии важна идентификация структур-

ных генов, кодирующих определенные белки. Ранее говорилось, что у про-

кариот структурные гены непрерывны, а у эукариот кодирующие участки 

генов – экзоны – разделены некодирующими – интронами. Поэтому техно-

логии клонирования генов у прокариот и эукариот имеют различия. 

У прокариот нужная последовательность для клонирования (ДНК-

мишень) часто не превышает 0,02% от суммарной хромосомной ДНК. 

Технология клонирования и отбора ДНК-мишени включает: 1) гидролиз 

суммарной ДНК рестриктазой; 2) каждый из получившихся фрагментов 

встраивают в вектор; 3) обнаружение специфической клеточной линии 

(клон), которая несет нужную последовательность; 4) выделение и харак-

теристика этой клеточной линии. У эукариот (прерывистые гены) вначале 

выделяют иРНК, затем с помощью обратной транскриптазы синтезируют 

кДНК (ДНК, комплементарная иРНК) и уже ее используют для молеку-

лярного клонирования и создания геномной библиотеки. 

Следующий после создания геномной библиотеки этап – это поиск 

клона (клонов), несущего искомую последовательность ДНК. Для этого 

используют три метода: 

1. Гибридизация с меченым ДНК-зондом с последующим радиоавто-

графическим анализом. После трансформации высевают клетки на чашки с 

питательной средой и переносят выросшие колонии на твердую подложку 

(нитроцеллюлозный или нейлоновый фильтр). Лизируют клетки. Произво-

дят депротеинизацию и денатурацию ДНК. Фиксируют ДНК на подложке. 

Наносят на фильтр меченый зонд и производят отжиг, а затем радиоавто-

графию. Колонии на исходной чашке, которые содержат гибридизовав-

шуюся ДНК, выделяют и культивируют. 

2. Иммунологический скрининг. В результате экспрессии клонирован-

ного гена образуется белок, который можно обнаружить иммунологическими 

методами. Для этого все клеточные линии (клоны) библиотеки высевают на 

чашки с питательной средой. Выросшие колонии переносят на фильтр, клет-

ки лизируют, а высвободившиеся белки фиксируют на фильтре. Затем на 

фильтр наносят первые антитела, которые специфически связываются с дан-

ным белком (антигеном). Все несвязавшиеся антитела удаляют, а фильтр по-

мещают в раствор вторых антител, специфичных в отношении первых анти-

тел. Во многих тест-системах используют конъюгаты вторых антител с фер-

ментом (например, щелочной фосфатазой). После отмывания фильтра добав-

ляют бесцветный субстрат. Если вторые антитела связываются с первыми, то 

под действием фермента происходит гидролиз субстрата с образованием ок-

рашенного вещества в том месте, где идет реакция. 

3. Скрининг по активности белка. Если искомый ген кодирует фер-

мент, не синтезируемый клеткой-хозяином, то для обнаружения клонов 

используют цветную реакцию, катализируемую данным ферментом. 

Клонирование крупных фрагментов ДНК. Чтобы иметь возможность 
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клонировать целый ген, донорную ДНК расщепляют лишь частично. При этом 

получаются фрагменты разной длины, из которых затем создают геномную 

библиотеку. Для клонирования крупных фрагментов ДНК были сконструиро-

ваны векторы на основе бактериофагов лямбда и Р1, а также плазмиды F. 

В заключение следует отметить, что конечный результат молекуляр-

ного клонирования ДНК лишь тогда положителен, если будет доказано по-

лучение нативного структурного гена. 

Для обеспечения переноса генетического материала между организма-

ми необходимо осуществлять анализ химического состава и синтез ДНК. 

 

Секвенирование ДНК 

Секвенирование ДНК – это определение нуклеотидной последова-

тельности полинуклеотидных цепей. Без знания нуклеотидной последова-

тельности генов невозможно осуществлять молекулярное клонирование. 

Для секвенирования используют несколько методов. 
1. Дидезоксинуклеотидный метод. Дидезоксинуклеотид – это полученный искусст-

венным путем нуклеотид, лишенный 2'- и 3'-гидроксильных групп при углеродных ато-

мах сахара. У дезоксирибонуклеотидов, входящих в ДНК, отсутствует только 2'-

гидроксильная группа. Как указано выше, удлинение цепи во время репликации ДНК 

происходит в результате присоединения очередного нуклеозидтрифосфата к 3'-

гидроксильной группе последнего нуклеотида растущей цепи. Если же присоединяе-

мым нуклеотидом является дидезоксинуклеотид, то синтез ДНК останавливается, по-

скольку следующий нуклеотид не может образовать фосфодиэфирную связь. Остановка 

синтеза ДНК – ключевой этап дидезоксиметода. Для секвенирования в разных пробир-

ках одновременно проводят четыре реакции синтеза ДНК, каждая – в присутствии од-

ного из четырех дидезоксинуклеотидов (ддАТФ, ддГТФ, ддЦТФ и ддТТФ). Продукты 

реакций разделяют с помощью гель-электрофореза, проводят радиоавтографию и «счи-

тывают» с радиоавтографа нуклеотидную последовательность синтезированного фраг-

мента ДНК. 

2. Для секвенирования более длинных генов используют систему на основе фага 

М13. В ДНК фага встраивают фрагмент ДНК длиной до 500 нуклеотидов, который хо-

тят секвенировать. Эту рекомбинантную ДНК легко получить в одноцепочечной форме 

и использовать ее в качестве матрицы для секвенирования вставки. Можно использо-

вать также двухцепочечные плазмиды, содержащие клонированную ДНК. 

3. Для определения нуклеотидной последовательности протяженных клониро-

ванных сегментов сначала подбирают синтетический олигонуклео-тидный праймер, 

комплементарный участку, соседствующему со вставкой. Затем с помощью дидезокси-

метода секвенируют первые 250–300 нуклеотидов. Затем по результатам секвенирова-

ния синтезируют второй праймер и определяют последовательность следующих 250–

350 нуклеотидов клонированного участка и т.д. Этот метод, называемый «праймер-

опосредованной прогулкой» (или «блуждающей затравкой»), позволяет секвенировать 

протяженные фрагменты ДНК без их субклонирования, как в случае системы на основе 

фага М13. 

В табл. 2 представлен прогресс в секвенировании генов.  

Таблица 2 

Историческая справка о секвенировании ДНК генов (S.B. Primrose, R.M. Twy-

man, 2003) 

Секвенированный ген Год Размер гена Комментарий 
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Бактериофаг фх174 1977 5,38 kb Первый ген 

Плазмида рBR322 1979 4,30 kb Первая плазмида 

Бактериофаг А 1982 48,5 kb  

Вирус Эпштейн-Барра 1984 172 kb  

Дрожжевая хромосома III 1992 315 kb Первая хромосома 

Haemophylus influence 1995 1,8 Мb Первый геном организ-

ма-клетки  

Saccharomyces cerevisiae 1996 12 Mb Первый геном клетки-

эукариота 

Ceanorhabditis elegans 1998  97 Mb Первый геном мультик-

леточного организма 

Drosophila melanogaster 2000 165 Mb  

Arabidopsis thaliana 2000 125 Mb Первый геном растения 

Homo sapiens 2001 3000 Mb Первый геном млекопи-

тающего 

Pufferfish (Fugu rubripes) 2002 400 Mb Наименьший геном по-

звоночных 

Мышь (Mus musculis) 2002/3 2700 Mb Генетическая модель 

человека 

 

Химический синтез ДНК 
Химический синтез ДНК используют для получения 1) одноцепо-

чечных цепей дезоксирибонуклеотидов (олигонуклеотиды) и 2) двухцепо-

чечных цепей ДНК (синтез генов). 

Синтез олигонуклеотидов длиной около 50 нуклеотидов осуществляет-

ся с помощью ДНК-синтезаторов с использованием фосфорамидитного ме-

тода. В отличие от биологического синтеза ДНК (присоединение каждого по-

следующего нуклеотида по 3'-ОН группе дезоксирибозы, в химическом син-

тезе каждый новый нуклеотид присоединяется к 5'-ОН группе, т.е. 5'-концу 

олигонуклеотида). Синтезированные олигонуклеотиды используются: 

– для конструирования фрагментов или целых генов; 

– для амплификации (усиление синтеза) специфических фрагментов 

ДНК; 

– для направленных мутаций изолированных ДНК; 

– в качестве зондов при гибридизации (нуклеотидную последова-

тельность зондов длиной 20–40 звеньев находят из данных об аминокис-

лотной последовательности соответствующих белков); 

– в качестве линкеров, облегчающих клонирование (линкер – синте-

тический олигонуклеотид, содержащий сайт рестрикции; используется для 

соединения векторной и клонируемой ДНК, к концам которой по методу 

сшивания тупых концов присоединены линкеры); 

– олигонуклеотиды длиной 17–24 звеньев служат праймерами при 

секвенировании ДНК и проведении полимеразной цепной реакции (ПЦР). 

Синтез генов из химически синтезированных отдельных комплемен-

тарных цепей олигонуклеотидов: как правило, синтетические двухцепо-
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чечные гены собирают из модулей – одноцепочечных фрагментов длиной 

от 20 до 60 нуклеотидов с перекрывающимися концами. Нуклеотидные по-

следовательности цепей задают так, чтобы после отжига (образование 

комплементарных двухцепочечных фрагментов) концевые сегменты гена 

имели тупые концы. Каждый внутренний сегмент имеет выступающие 3'- 

и 5'-концы, комплементарные таковым соседнего сегмента. После сборки 

гена остается сшить одноцепочечные разрывы с помощью ДНК-лигазы Т4. 

Синтетические гены могут быть сконструированы так, чтобы помимо бе-

лок-кодирующих последовательностей они содержали концевые участки, 

обеспечивающие: 

– встраивание в клонирующий вектор (сайты для рестриктаз); 

– сигнальные последовательности для правильной инициации и тер-

минации транскрипции и трансляции. 

 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) – это эффективный способ по-

лучения in vitro большого числа копий специфических нуклеотидных по-

следовательностей (Kary Mullis; США, патент 4,683,202). Их амплифика-

ция (иногда в миллионы раз) осуществляется в ходе трехэтапного цикли-

ческого процесса. Для ПЦР необходимы: 

– два синтетических олигонуклеотидных праймера (длиной примерно 

по 20 нуклеотидов), комплементарные участкам ДНК из противоположных 

цепей, фланкирующим последовательность-мишень; 3'-гидроксильные 

группы праймеров после отжига с ДНК должны быть ориентированы на-

встречу друг другу (таким образом, отмечаются начальный и конечный 

участки нужного фрагмента на ДНК-матрице); 

– ДНК-мишень длиной от 100 до 35000 п.н.; 

– термостабильная ДНК-полимераза Tag, выделенная из бактерий 

Thermus aquaticus, которая не теряет своей активности при температере  

95°С и выше; 

– четыре дезоксирибонуклеотида; 

– буфер, содержащий ионы магния. 

Этапы ПЦР: 

1. Денатурация (плавление). Для денатурации ДНК (расхождение 

цепей) ее выдерживают до 1 мин. при 95°С. Помимо ДНК, в реакционной 

смеси содержатся в избытке два праймера, термостабильная ДНК-

полимераза и четыре дезоксирибонуклеотида. 

2. Ренатурация (отжиг). Температуру смеси медленно понижают до 

55°С, при этом праймеры спариваются с комплементарными последова-

тельностями ДНК. 

3. Синтез (элонгация). Температуру повышают до 75°С, т.е. темпера-

турного оптимума для ДНК-полимеразы Tag. Начинается синтез компле-
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ментарной цепи ДНК, инициируемой 3'-гидроксильной группой праймера. 

Все реакции проводятся в регулируемом термостате с повторением цик-

лов, продолжительностью 3–5 мин. Эти циклы повторяют до 30 раз. 

Применение метода ПЦР: 

– идентификация патогенных микроорганизмов, возбудителей забо-

леваний человека, животных и растений. Для синтеза праймеров, специ-

фичных в отношении исключительно ДНК-мишени, необходимо знать 

нуклеотидную последовательность ДНК предполагаемого патогенного 

микроорганизма. В этом случае в ходе ПЦР будет амплифицироваться 

только фрагмент ДНК, длина которого равна суммарной длине двух прай-

меров и фрагмента ДНК между ними. 

– Получение кДНК (ДНК, комплементарные информационной РНК, 

мРНК). Метод называют RACE (rapid amplification of cDNA ends). Обычно 

получают кДНК, комплементарные 3'- и 5'- концам мРНК (3'RACE и 

5'RACE). В случае 3'RACE праймером для синтеза первой цепи кДНК яв-

ляется олиго(дТ) с присоединенным к нему вторым праймером (Р). Оли-

го(дТ) спаривается с поли(А)-хвостом мРНК (3'-конец молекулы). С по-

мощью обратной транскриптазы на матрице мРНК синтезируется цепь 

кДНК. На матрице синтезированной цепи кДНК синтезируется вторая цепь 

и затем в последовательных циклах ПЦР с введением «внутренних прай-

меров» накапливаются значимые количества кДНК, комплементарной 

3'концу мРНК. 

– Синтез генов с помощью ПЦР. 

– Выделение делеций или вставок в генах, ответственных за то или 

иное наследственное заболевание. Например, определение мутаций с по-

мощью аллельспецифических проб производится следующим образом. 

Синтезируются 2 коротких 
32

Р-олигодезоксирибонуклеотида, один из ко-

торых содержит ДНК-последовательность, включающую мутацию, а дру-

гой не изменен. С помощью этих аллельспецифичных проб ДНК пациен-

тов проверяют на носительство исследуемой мутации. Для этого область 

гена, содержащую интересующий участок, амплифицируют с помощью 

ПЦР. Образцы наносят на узкие полоски нитрата целлюлозы и обрабаты-

вают мечеными олигонуклеотидами, содержащими нормальную или му-

тантную последовательность. Радиоавтографически оценивают, с какой из 

проб преимущественно связывается ДНК пациента. 

Технология рекомбинантных ДНК позволяет выделять гены любых 

белков, существующих в природе, экспрессировать их в организме хозяина 

и получать чистые белковые продукты. Так, получение термостабильных 

белков с помощью бактерий, обитающих в горячих источниках при 90°С и 

выше, позволило создать метод полимеразной цепной реакции или полу-

чить термостабильную амилазу, которая работает при высокой температу-

ре промышленного получения спирта. 
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Структура и функция белков 

Для понимания сущности метода получения белков с заданными 

свойствами следует вспомнить особенности структурной организации бел-

ков (табл. 3). 

 

 

Таблица 3 

Уровни структурной организации белковых молекул 
 

Cтруктура Характеристика 

Связи,  

стабилизирующие 

структуру 

Первичная Последовательность аминокислот-

ных остатков в полипептидной це-

пи. Определяет все последующие 

структуры 

Ковалентная пептид-

ная связь 

Вторичная Регулярная организация полипеп-

тидной цепи в пространстве. Соот-

ношение альфа-спиралей и бета-

структур определяют динамические 

или структурные свойства белков 

Водородные связи 

между NH и CO ком-

понентами пептид-

ных связей 

Третичная Конформация полипептидной цепи 

в трехмерном пространстве. Натив-

ная структура – единственная 

трехмерная организация белковой 

молекулы, при которой реализуется 

полная функция белка. Денатура-

ция – утрата третичной структуры 

и функции белка 

Ковалентная – ди-

сульфидная и слабые 

водородные, ионные 

связи и гидрофобные 

взаимодействия меж-

ду радикалами ами-

нокислот полипеп-

тидной цепи 

Четвертичная Полная функция белка, состоящего 

из двух и более полипептидных це-

пей, каждая из которых обладает 

первичной, вторичной и третичной 

структурой 

Водородные, ионные 

связи и гидрофобные 

взаимодействия меж-

ду радикалами ами-

нокислот полипеп-

тидной цепи 

 

Итак, функционирующие уровни структурной организации белковой 

молекулы (третичная и четвертичная структуры) зависят от взаимодей-

ствия радикалов аминокислотных остатков полипептидных цепей. Следо-

вательно, для направленного изменения функционирования белка необхо-

димо знать последовательность аминокислот и уметь осуществлять замены 

аминокислотных остатков в полипептидной цепи. 
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Среди различных функций белков в биотехнологии используется 

чаще всего каталитическая. Характеристика свойств ферментов, которые 

используются в технологических процессах, представлена в табл. 4. 

Таблица 4 
Основные свойства ферментов 

Свойство Характеристика 

Активный центр Область белковой молекулы фермента, где протекает 
катализируемая химическая реакция 

Км Концентрация субстрата, при которой достигается поло-
вина максимальной скорости катализируемой ферментом 
реакции. Определяет сродство фермента к субстрату. Чем 
меньше Км, тем эффективнее ферментативная реакция 

Vmax Максимальная скорость катализируемой ферментом ре-
акции 

Аллостерический 
центр 

Область белковой молекулы фермента вне активного 
центра, взаимодействие с которой молекул-эффекторов 
через изменение нативной структуры может изменять 
скорость ферментативной реакции. 

Специфичность Абсолютная – фермент катализирует превращения одно-
го субстрата; относительная – фермент катализирует 
превращения определенного типа связей; относительная 
групповая – катализ превращения определенного типа 
связей, но образованных определенными молекулярны-
ми группировками; стереохимическая – фермент катали-
зирует превращения только вещества D или L ряда 

Взаимодействие 
фермента с суб-
стратом 

В третичной структуре по гиперболической зависимо-
сти (имеются насыщающие концентрации с реакцией 0-
порядка); в четвертичной структуре по S-образной за-
висимости (кооперативный эффект) 

Влияние концен-
трации субстрата 

Описывается уравнением Михаэлиса-Ментен; характе-
ризуется величинами Км и Vmax 

Влияние концен-
трации фермента 

При избытке субстрата – линейная зависимость. 

Влияние темпе-
ратуры 

Сложная зависимость, состоящая из взаимодействия двух 
процессов: 1) увеличения скорости реакции в 2–4 раза 
при повышении температуры на каждые 10ºС и  
2) уменьшения скорости реакции при тепловой денатура-
ции белка. Для каждой ферментативной реакции имеется 
температурный оптимум 

Влияние рН Колоколообразная зависимость с оптимумом рН – ве-
личина рН, при которой фермент проявляет макси-
мальную активность. Сдвиг рН в кислую или щелоч-
ную сторону изменяет ионизацию функциональных 
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групп аминокислотных радикалов, что меняет конфор-
мацию молекулы. Если такие изменения затрагивают 
область активного центра, то будет изменяться и ско-
рость ферментативной реакции (Км и Vmax) 

Активаторы Вещества оптимизирующие образование фермент-

субстратного комплекса и подавляющие его распад, что 

обеспечивает оптимизацию протекания ферментатив-

ной реакции 

Ингибиторы Вещества, препятствующие образованию фермент-

субстратного комплекса, снижающие скорость или пре-

кращающие ферментативную реакцию 
 

Практически все свойства ферментов зависят от состояния молекулы 

белка в трехмерном пространстве. Следовательно, вводя направленные 

аминокислотные замены можно изменять свойства ферментов.  

Промышленные технологии требуют определенных свойств белков, 

которыми природные белки не обладают. Например: 

– изменив сродство субстрата к ферменту (уменьшив Кm) и увеличив 

количество субстрата, превращаемого в продукт (Vmax), можно существен-

но повысить общую каталитическую активность реакции (Vmax/Km); 

– изменив характер взаимодействия фермента с аллостерическими 

регуляторами, можно управлять ходом катализируемой реакции; 

– изменив стабильность белка к температуре и рН, возможно его ис-

пользование в технологических процессах, требующих жестких условий 

протекания; 

– создав белки, способные функционировать в гидрофобных раство-

рителях (обращенные мицеллы), можно осуществлять ферментативные ре-

акции в нефизиологических условиях; 

– повысив устойчивость белка к лизосомальным ферментам, можно 

упростить процедуру получения и очистки белка; 

– изменив белок-лигандные взаимоотношения возможно создание 

управляемого технологического процесса с участием белков. 

Для создания подобных белков используют технологии направлен-

ного мутагенеза, включающие внесение изменений клонированными гена-

ми в кодирующие белки. 
 

Направленный мутагенез 

Направленный мутагенез – это внесение специфических изменений в 

кодирующие последовательности ДНК, приводящих к определенным из-

менениям в аминокислотных последовательностях. Методики направлен-

ного мутагенеза служат для получения белков с заранее заданными свой-

ствами. Это сложная задача, поскольку она требует знания нативной 

структуры (третичной, четвертичной) белка. Метод направленного мутаге-

неза клонированных генов имеет существенные преимущества перед мето-
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диками химического мутагенеза из-за высокой специфичности. Известно, 

что свойства любого белка зависят от его конформации, которая, в свою 

очередь, определяется аминокислотной последовательностью. Некоторые 

аминокислоты в полипептидной цепи играют ключевую роль в определе-

нии специфичности, термостабильности и других свойств белка. Замена 

единственного нуклеотида в гене, кодирующем белок, может привести к 

включению в него аминокислоты, что может изменить свойства кодируе-

мого белка.  

Методы направленного мутагенеза: 

– олигонуклеотид-направленный (сайт-специфичный) мутагенез с 

использованием ДНК фага М13. Это один из наиболее простых, но много-

стадийных и длительных методов внесения точечных мутаций в клониро-

ванный ген. Для его осуществления необходимо знать: 1) точную нуклео-

тидную последовательность той области ДНК, которая соответствует 

иРНК-кодону, подлежащему изменению, и 2) характер аминокислотных 

замен. Интересующий ген клонируют в ДНК фага М13. Одноцепочечную 

форму ДНК этого фага копируют с использованием олигонуклеотидного 

праймера, синтезированного таким образом, чтобы в ген-мишень был 

встроен определенный нуклеотид. Затем трансформируют двухцепочеч-

ными ДНК М13 клетки E. coli. Часть образующихся в клетках фаговых 

частиц несет ген, содержащий нужную мутацию. Такие частицы иденти-

фицируют, встраивают мутантный ген в экспрессирующий вектор, синте-

зируют белок и определяют его активность. 

– Олигонуклеотид-направленный мутагенез с использованием плаз-

мидной ДНК создан для сокращения количества процедур получения му-

тантного гена. ДНК встраивают в плазмидный вектор, который несет 

функциональный ген устойчивости к тетрациклину и неактивный ген ус-

тойчивости к ампициллину. В середине последнего заменен один нуклео-

тид. Клетки E. coli трансформируют вектором, несущим ДНК-мишень. 

Двухцепочечную плазмидную ДНК денатурируют щелочью для получения 

одноцепочечных кольцевых молекул. Денатурированную ДНК отжигают с 

тремя разными олигонуклеотидами. Один из них предназначен для внесе-

ния изменений в клонированную ДНК-мишень, второй – для устранения 

мутаций в гене устойчивости к ампициллину, третий – для замены одного 

нуклеотида в гене устойчивости к тетрациклину с целью его инактивации. 

В реакционную смесь добавляют четыре дезоксирибонуклеозидтрифосфа-

та и ДНК-полимеразу Т4 (фермент функционирует подобно фрагменту 

Кленова ДНК-полимеразы I E. coli). Гибридизовавшиеся олигонуклеотиды 

служат затравками для синтеза ДНК, а интактная кольцевая молекула ДНК – 

матрицей. Одноцепочечные разрывы в новосинтезированной цепи заши-

ваются с помощью ДНК-лигазы Т4. По окончании синтеза трансформиру-

ют клетки E. coli. Трансформантов отбирают по признаку устойчивости к 

ампициллину и чувствительности к тетрациклину. Примерно 90% из них 
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содержат специфическую мутацию в клонированном гене. Клетки, несущие 

мутантный клонированный ген, идентифицируют с помощью гибридизации. 

– Олигонуклеотид-направленный мутагенез с использованием ПЦР-

амплификации является более простым и быстрым методом получения 

больших количеств мутантных генов. 

– Случайный мутагенез с использованием «вырожденных» (содер-

жащих разные нуклеотиды в одном из сайтов) олигонуклеотидных прай-

меров используют, когда неизвестно, какую нуклеотидную замену в кло-

нированном гене необходимо произвести, чтобы получить белок с задан-

ными свойствами. 

– Случайный мутагенез с использованием аналогов нуклеотидов, ко-

торые встраивают в плазмиду и ими трансформируют клетки E. coli. Плаз-

миды реплицируются, и в клонированный ген включается нуклеотид, от-

личный от такового в исходном гене. Случайный мутагенез является пред-

почтительным по сравнению с олигонуклеотид-направленным, поскольку 

обычно заранее не известно, какую именно аминокислоту (или аминокис-

лоты) следует заменить для получения белка с заданными свойствами. 

Генная инженерия белка 

В различных технологических процессах широкое распространение 

получили ферменты. Приведем некоторые из них (табл. 5). 

Таблица 5 

Технологические процессы, в которых используются ферменты  

(Б. Глик, Дж. Пастернак, 2002) 

Фермент Применение 

Α-Амилаза Пивоварение, производство этанола 

Аминоацилаза Получение L-аминокислот 

Бромелаин Размягчение мяса, осветление соков 

Каталаза Антиоксидант в готовых к употреблению пищевых 

продуктах 

Целлюлаза Получение спирта и глюкозы 

Фицин Размягчение мяса, осветление соков 

Глюкоамилаза Пивоварение, производство этанола 

Глюкозоизомераза Производство сиропов с высоким содержанием фрук-

тозы 

Глюкозооксидаза Антиоксидант в готовых к употреблению пищевых 

продуктах 

Инвертаза Инверсия сахарозы 

Лактаза Утилизация сыворотки, гидролиз лактозы 

Липаза Сыроварение, получение ароматизаторов 

Папаин Размягчение мяса, осветление соков 

Пектиназа Осветление соков, производство спирта 

Протеиназы Производство спирта 
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Производственные технологические процессы предъявляют к фер-

ментам особые требования, отличные от организма. Поэтому производство 

технологичных белков-ферментов с заданными свойствами перспективно с 

помощью направленного мутагенеза и клонирования генов-мишеней.  

Рассмотрим некоторые подходы к управляемой модификации 

свойств белков: 

– повышение термостабильности белковой молекулы за счет введе-

ния дополнительных дисульфидных связей делает ее более технологичной 

(длительность использования, устойчивость к действию органических рас-

творителей, экстремальных значений рН и др.). Рассмотрим эффективность 

получения термостабильной мутантной ксиланазы Bacillus circulans – фер-

мента, который можно использовать при производстве бумаги. Одним из 

этапов этого процесса является удаление гемицеллюлозы из пульпы с це-

лью ее отбеливания, при этом образуются большие количества токсиче-

ских отходов. Обработка древесной массы ксиланазой позволяет использо-

вать меньше отбеливающих химикатов. К сожалению, перед добавлением 

фермента пульпу обрабатывают горячей щелочью. Поэтому ксиланаза 

должна оставаться активной при относительно высоких температурах. Для 

модификации белка-фермента был вначале использован метод компьютер-

ного моделирования пространственной структуры ксиланазы. В результате 

были получены восемь производных ксиланазы. Все они обладали более 

высокой термостабильностью, чем нативный фермент; три сохраняли ак-

тивность при 60°С. Одно из производных ксиланазы, содержащее дисуль-

фидную связь между концевыми аминокислотами, оказалось в два раза бо-

лее активным и сохраняло свыше 85% активности после 120-минутного 

прогревания при 60°С. 

– Замена аспарагина на другие аминокислоты. Известно, что при вы-

соких температурах остатки аспарагина и глутамина могут дезамидиро-

ваться, в результате чего конформация полипептидной цепи изменяется. 

Это является причиной изменения функциональной активности белка. Рас-

смотрим роль этих остатков на примере триозофосфатизомеразы Saccha-

romyces cerеvisiae. Этот фермент состоит из двух идентичных субъединиц, 

каждая из которых содержит два остатка аспарагина. При помощи олиго-

нуклеотид-направленного мутагенеза были заменены остатки аспарагина в 

положениях 14 и 78. Замена одного из них на остаток треонина или изо-

лейцина приводила к повышению термостабильности фермента, на аспара-

гиновую кислоту – к понижению. Фермент, получающийся при замене обо-

их остатков оказался нестабильным при нормальной температуре. Кроме то-

го, была выявлена положительная корреляционная зависимость между тер-

мостабильностью полученных форм фермента и его устойчивостью к проте-

олизу. Следовательно, одним из путей к повышению термостабильности 

ферментов, используемых в промышленных технологиях, является замена 
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некоторых остатков аспарагина на другие остатки аминокислот. 

– Уменьшение числа свободных сульфгидрильных групп. При синте-

зе в клетках E. сoli человеческого β-интерферона установлено, что белко-

вый продукт обладал в 10 раз более низкой противовирусной активностью 

из-за возможности образования димеров. Оказалось, что остатки цистеина 

в 17 положении молекулы участвуют в образовании дисульфидных связей, 

что ведет к образованию олигомерных форм с низкой противовирусной ак-

тивностью. После замены цистеина в 17 положении на серин был получен 

рекомбинантный интерферон сер-17-интерферон-β, не отличимый по ак-

тивности от естественного. Этот интерферон был более стабильным при 

хранении, чем природный. Таким образом, с помощью направленного му-

тагенеза можно повышать стабильность ферментов. 

– Повышение ферментативной активности возможно осуществлять 

также с помощью направленного мутагенеза. Для этого необходимо иметь 

представление о третичной структуре области активного центра фермента. 

С помощью компьютерного моделирования подбирается вариант замен 

аминокислотных остатков, который может дать повышение активности 

фермента. Затем вносятся изменения в клонированный ген и получают 

фермент – продукт его функционирования с заданным повышением актив-

ности. Реальные исследования были проведены с использованием тирозил-

тРНК-синтетазой. 

– Изменение потребности ферментов в кофакторах-металлах. Про-

мышленное использование металлозависимых ферментов ограничено при-

менением различных, необходимых по технологии, хелатирующих агентов 

(агентов, связывающих металлы). Так, сериновые протеиназы субтилизины 

требуют присутствия кальция и служат как биодеградируемые детергенты. 

Однако, используемые в технологическом процессе хелатирующие веще-

ства быстро инактивируют субтилизины. Для решения этой проблемы ме-

тодом олигонуклеотид-направленного мутагенеза был создан мутантный 

ген, в котором отсутствовал участок, кодирующий кальцийсвязывающий 

домен белка-субтилизина. Мутантный субтилизин обладал той же фермен-

тативной активностью и не боялся хелатирующих агентов, т.е. оказался 

более устойчивым, чем естественный фермент. 

– Изменение специфичности фермента с помощью олигонуклеотид-

направленного мутагенеза. Это направление генной инженерии нашло 

наиболее эффективное применение в создании ферментов, обладающих 

специфичной рестриктазной активностью.  

– Повышение стабильности и специфичности фермента. Фермент ак-

тиватор тканевого плазминогена (tPA) используется в клинике для раство-

рения тромбов. Однако он быстро выводится из кровеносного русла. Для 

клиники необходимо создать фермент, обладающий тремя эффектами:  

1) долговременное пребывание в кровеносном русле; 2) высокое сродство 

к фибрину в тромбах; 3) не вызывать кровотечения. Белок с такими свой-
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ствами был создан путем внесения специфических мутаций в ген естест-

венного tPA. При экспрессии этого мутантного гена был получен фермент, 

сохраняющийся в крови в 10 раз дольше, с повышенным сродством к фиб-

рину и сохраненной фибринолитической активностью. 

Таким образом, технологии генной инженерии позволяют придавать 

новые свойства существующим белкам и создавать новые белки-

ферменты с уникальными свойствами. Многие из таких разработок еще не 

вышли из стадии экспериментальных разработок, дороги и требуют специ-

ального оборудования и высоко профессионального персонала. Однако, 

бурное развитие молекулярной биотехнологии делает эти подходы реаль-

ными для воплощения в практическую деятельность промышленности, ме-

дицины, ветеринарии и фармации в ближайшие годы. 

 

Экспрессия генов, клонированных в прокариотических  

и эукариотических клетках 

Под экспрессией гена подразумевают синтез полипептидной цепи по 

его программе. В связи с этим следует вспомнить основные этапы синтеза 

белка и выделить механизмы, необходимые для реализации технологии 

рекомбинантных ДНК.  

Основные этапы синтеза экспортируемого из клетки белка 
1. В ядре по программе расплетенной цепи ДНК синтезируется пре-

иРНК, которая после сплайсинга превращается в иРНК (транскрипция). 

2. Информационная, или иРНК выходит в цитозоль, на ней собира-

ются рибосомы (полисома), которые синтезируют полипептидную цепь 

(трансляция). 

3. Синтез полипептидной цепи начинается с сигнальной последова-

тельности аминокислот (содержит много гидрофобных аминокислот), с 

помощью которой полипептидная цепь проникает в просвет шероховатого 

эндоплазматического ретикулума. 

4. В просвете эндоплазматического ретикулума от полипептидной 

цепи отщепляется сигнальная последовательность, образуются дисуль-

фидные связи, осуществляется N-гликозилирование, формируется натив-

ная третичная структура с помощью шаперонов. 

5. В аппарате Гольджи осуществляется фосфорилирование белка, 

образуются специальные олигосахаридные структуры в гликопротеинах и 

происходят другие химические модификации белковой молекулы. 

6. Секретируемые белки перемещаются в секреторных пузырьках 

(везикулах) и посредством экзоцитоза выделяются из клетки в окружаю-

щую среду. В процессе такого везикулярного транспорта часто отделяется 

пептид, например, из проинсулина отщепляется С-пептид и формируется 

молекула активного инсулина. 

Для технологий рекомбинантных ДНК важно, что клетки прокариот 

могут синтезировать только простые белки и секретировать их в культу-
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ральную среду. Для синтеза сложных модифицированных белков требуется 

аппарат Гольджи, который присутствует в клетках эукариот. 

Теперь рассмотрим особенности стадий синтеза белка, важные для 

технологий рекомбинантных ДНК: 

1. Считывание информации с расплетенной цепи ДНК, содержащей 

только ген, невозможно. Для считывания требуется участок ДНК, назы-

ваемый транскриптоном и содержащий промотор, ген-оператор (акцептор-

ная зона), структурные гены, терминатор. Промотор – участок ДНК, к ко-

торому избирательно присоединяется ДНК-зависимая РНК-полимераза. В 

области гена-оператора фиксируется репрессор белковой природы, кото-

рый регулирует ход транскрипции. В эукариотических клетках в подобной 

зоне находят энхансерные (усилительные) и сайленсерные (ослабляющие) 

зоны регуляции транскрипции. Структурные гены содержат не только ин-

формацию о последовательности аминокислот в синтезируемом полипеп-

тиде, но и о сигнальной последовательности, теряемой при созревании 

белка. В области терминатора находятся последовательности нуклеотидов, 

прекращающие работу РНК-полимеразы. 

Следовательно, к клонируемому гену необходимо добавить нуклео-

тидные последовательности ДНК, несущие функции промотора, гена-

оператора, структуру сигнальной последовательности аминокислот, 

терминатор. Иными словами, клонируемый вектор должен обеспечить 

все вышеперечисленные функции. 

2. Этап трансляции должен быть обеспечен достаточным количе-

ством аминоацил-тРНК и энергией (ГТФ, АТФ). Это требует особого ки-

слородного режима культивирования клеток-продуцентов рекомбинант-

ных белков. На этом этапе важно строить рибосому точно на инициирую-

щем кодоне мРНК. 

3. Этап посттрансляционной модификации белка связан с функцио-

нированием сигналов для сортировки белков. Сигнальные пептиды – это 

короткие участки, расположенные на N- и С-концах, реже – в центральной 

части полипептидной цепи. Эти фрагменты имеют характерные физико-

химические свойства (гидрофобность, положительный или отрицательный 

заряд). Они нужны для транспорта белка в место функционирования. Для 

осуществления функции белка необходимо удалить сигнальные последо-

вательности. Поэтому в структуру клонируемого гена необходимо вводить 

информацию о синтезе специальных протеиназ. 

 

Повышение эффективности технологии рекомбинантных ДНК 
Повышение эффективности технологии рекомбинантных ДНК явля-

ется актуальной проблемой, поскольку конечные целевые продукты долж-

ны иметь стоимость, адекватную возможностям потребителя. По  

Т.А. Егоровой и соавт. (2003), эффективность функционирования бактери-

альных генов неодинакова, что обусловливает вариабельность концентра-
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ции отдельных белков в зависимости от их функций. Такие вариации бел-

ков, например у E. coli, определяются  системой контроля генной экспрес-

сии, осуществляемой в основном на уровне транскрипции ДНК, и зависят 

от количества синтезируемой на данном гене иРНК и активности фермента 

РНК-полимеразы. Порядок в чередовании нуклеотидных последовательно-

стей в промоторном участке структурного гена определяет степень актив-

ности РНК-полимеразы и инициацию процесса транскрипции. Бактериаль-

ные гены, включенные в геном, как правило, экспрессируются достаточно 

легко, давая иРНК и белок в силу того, что в сигнальных последовательно-

стях, управляющих процессами транскрипции и трансляции у различных 

прокариотических организмов, много общих черт. Что касается экспрессии 

генов эукариот в бактериях, то она происходит крайне редко, если не соз-

давать специальные условия, поскольку регуляторные участки эукариот 

отличны от бактериальных. Регуляторные (сигнальные) участки не узна-

ются бактериальными РНК-полимеразами, что приводит к замедлению 

транскрипции. При клонировании геномной ДНК эукариотической клетки 

экспрессия генов не происходит из-за отсутствия у бактерий системы 

сплайсинга. Следовательно, для экспрессии эукариотических генов в клет-

ках прокариот необходимо, чтобы данные гены находились под контролем 

прокариотических регуляторных элементов. В связи с этим для осуществ-

ления экспрессии эукариотического гена соответствующая кДНК (или 

синтетическая ДНК), содержащая кодирующую последовательность, в со-

ставе векторной молекулы (например, плазмиды) присоединяется к регу-

ляторным элементам бактерии-промотора, оператору и рибосом-

связывающему участку. Таким образом, в сконструированных промежу-

точных рекомбинантных ДНК эукариотический ген будет находиться под 

контролем бактериальных регуляторных элементов. 

Оптимизируются следующие свойства систем экспрессии генов: 

– тип промотора и терминатора транскрипции; 

– прочность связывания иРНК с рибосомой; 

– число копий клонированного гена и его локализация (в плазмиде 

или в хромосоме клетки-хозяина); 

– конечная локализация синтезируемого продукта; 

– эффективность трансляции в организме хозяина; 

– стабильность продукта в клетке-хозяина. 

Чтобы получить целевой белковый продукт, необходимо обеспечить 

правильную транскрипцию кодирующего его гена и трансляцию соответ-

ствующей иРНК. Для инициации транскрипции в нужном сайте необходим 

промотор, а для ее остановки – терминирующий кодон. 

 

Экспрессия генов при участии сильных регулируемых промоторов 

Для экспрессии структурного гена необходимо наличие перед ним 

промотора. Это одноцепочечный участок ДНК, имеющий высокое срод-
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ство к ДНК-зависимой РНК-полимеразе. Через промоторную зону поли-

нуклеотидной цепи ДНК осуществляется контроль транскрипции. Для экс-

прессии клонированных генов широко используется промотор хорошо 

изученного lac (лактозного)-оперона E. coli. Теоретически промотор и 

клонируемый ген лучше всего встроить в плазмиду, а последнюю ввести в 

клетку-хозяина. Практически оказалось, что достигнутая в таком случае 

постоянная экспрессия гена ведет к скорой гибели клетки-хозяина из-за 

исчерпания энергетических и пластических ресурсов. Поэтому экспрессию 

клонированного гена следует контролировать и осуществлять в опреде-

ленную фазу клеточного цикла. Плазмиды, сконструированные для этих 

целей, называются экспрессирующими векторами. Регуляция промотора 

достигается дополнительным введением гена-регулятора или белков-

репрессоров. Вся схема регуляции основана на схеме Жакоба и Мано регу-

ляции lac (лактозного)-оперона E. coli. 
Эффективность синтеза белка зависит от наличия в его иРНК специфических 

нуклеотидных последовательностей. Чтобы предотвратить разрушение белкового про-

дукта или обеспечить его секрецию, клонированные гены, которые кодируют этот бе-

лок, подвергают направленным изменениям: 

– это может быть присоединение сайта связывания рибосомы перед сайтом ини-

циации транскрипции; 

– присоединение сайта инициации транскрипции;  

– присоединение к концу клонированного гена терминирующего кодона, что 

обеспечивает окончание трансляции (биосинтеза белка); 

– обеспечение достаточного для экспрессии клонированного гена количества 

тРНК (исключение из клонированного гена редко встречающихся в клетке-хозяине 

триплетов нуклеотидов – кодонов); 

– если необходимо, чтобы белок секретировался, то перед клонированным геном 

необходимо встроить сигнальную последовательность, рамка считывания которой со-

гласуется с таковой гена-мишени. 

 

Повышение стабильности белков, кодируемых  

клонированными генами 

Продукты экспрессии генов – белки часто характеризуются невысо-

кой стабильностью. Для решения этой проблемы существует несколько 

подходов: 

1. Ковалентное присоединение белка-продукта клонированного гена 

к какому-нибудь стабильному белку клетки-хозяина с образованием «хи-

мерного белка». В этом случае синтезированный чужеродный белок ока-

жется защищенным от действия протеиназ клетки-хозяина. Но для практи-

ческого (например, клинического применения белка-продукта клониро-

ванного гена) необходимо его отделить от химерного белка, т.е. необходи-

ма специфичная протеиназа для его отщепления. Все эти три процесса 

программируются на уровне ДНК: введение клонированного гена, струк-

турного гена белка клетки-хозяина и специфичной протеиназы. Химерные 

белки нашли свое место в биотехнологических процессах: очистка пепти-
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дов (антител), рекомбинантных белков. 

2. Обычно время полужизни белков составляет от нескольких минут 

до нескольких часов. Такая вариабельность обусловлена различиями в ко-

личестве дисульфидных связей в белковых молекулах, а также наличием 

или отсутствием некоторых концевых аминокислот. Например, если к N-

концу β-галактозидазы присоединять разные аминокислоты, то время мо-

дифицированного in vitro белка может варьировать от двух минут до 20 ча-

сов. Аминокислоты, увеличивающие время жизни белков, можно включать в 

белки методами генетической инженерии. Стабильность клонированных бел-

ков можно понизить введением пролина (P), глутаминовой кислоты (E), се-

рина (S) и треонина (T). По символам однобуквенного обозначения амино-

кислот такие последовательности называют PEST-последовательностями. 

Возможно они и служат маркерами для действия протеиназ. 

3. Большинство микроорганизмов, с помощью которых получают 

белковые продукты, растет только в присутствии кислорода. При умень-

шении концентрации кислорода в культуральной среде экспоненциальный 

рост микроорганизмов замедляется и культура клеток переходит в стацио-

нарную фазу, характеризующуюся образованием в клетках протеиназ. Это 

может привести к разрушению белка-продукта клонируемого гена. Для 

предупреждения эффектов истощения кислородных запасов используют 

два подхода: 

– применяют штаммы, неспособные синтезировать некоторые проте-

олитические ферменты (протеиназы); 

– включают в геном клеток-хозяев гены, кодирующие гемоглобин 

Vitreoscilla sp., который связывает кислород окружающей среды и повы-

шает его концентрацию в клетке. 

4. С увеличением числа копий клонированного гена увеличивается 

количество синтезируемого белка-продукта. Однако при переходе к круп-

номасштабному производству конструкция «плазмида/клонированная 

ДНК» очень часто утрачивается. Чтобы избежать этого, разработали спо-

собы интеграции клонированного гена в хромосому организма-хозяина. В 

этом случае ген остается в клетке как часть хозяйской ДНК. Последова-

тельность типичных генно-инженерных операций может быть следующей: 

– Идентификация подходящего сайта интеграции, т.е. сегмента хо-

зяйской ДНК, последовательность которого может быть прервана без 

ущерба для функционирования клетки. 

– Выделение и клонирование всего хромосомного сайта интеграции 

или его части. 

– Встраивание нужного гена вместе с регулируемым промотором в 

клонированный сайт интеграции или вблизи него. 

– Перенос полученной генетической конструкции «хромосомный 

сайт интеграции/клонированный ген» в хозяйскую клетку в составе плаз-

миды, не способной к автономной репликации в клетках этого хозяина. 
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– Отбор и сохранение тех хозяйских клеток, которые экспрессируют 

клонированный ген. Наследование клонированного гена возможно только 

в случае его интеграции в хромосому клеток хозяина. 

5. Стабильность белков, кодируемых клонированными генами, зави-

сит от их клеточной локализации. Например, рекомбинантный проинсулин 

оказывается примерно в 10 раз более стабильным, если он секретируется в 

периплазму (пространство между плазматической и наружной мембрана-

ми), а не остается в цитоплазме. К тому же секретируемые белки легче 

подвергаются очистке и выделению. Транспорт белков через мембраны 

обеспечивают «сигнальные последовательности» (чаще гидрофобные оли-

гопептиды на N-конце синтезируемой белковой молекулы). С помощью 

методов генетической инженерии синтезируемый белок можно сделать 

секретируемым, если к клонируемому гену присоединить нуклеотидную 

последовательность, которая кодирует «сигнальную последовательность» 

аминокислотных остатков. 

6. Введение в клетку чужеродной ДНК и ее экспрессия часто приводят к 

нарушениям клеточного метаболизма по следующим основным причинам: 

– Увеличение числа копий и/или размера плазмид и связанное с этим 

увеличение количества энергии, необходимого для их репликации и со-

хранения. 

– Недостаток растворенного кислорода в среде и невозможность 

обеспечения им и всех метаболических реакций, и процесса экспрессии 

плазмидных генов. 

– Гиперпродукция чужеродных белков, приводящая к истощению 

фонда аминоацил-тРНК и/или доноров энергии (АТФ, ГТФ). 

– Перегрузка системы экспорта и нарушение правильной локализа-

ции жизненно важных белков хозяйской клетки вследствие «перепроиз-

водства» чужеродного белка, экспортируемого из цитоплазмы к клеточной 

мембране или в периплазматическое пространство. 

– Наличие у организма-хозяина необычных метаболических свойств 

(высокое потребление кислорода), что делает его более чувствительным к 

различным воздействиям, чем обычные клетки. 

– Непосредственное влияние чужеродных белков на функциониро-

вание хозяйской клетки, например, путем связывания незаменимых ком-

понентов жизнедеятельности или каталитического образования токсиче-

ских молекул. 

Общим проявлением метаболической перегрузки является снижение 

скорости роста клеток после введения чужеродной ДНК, активация синте-

за внутриклеточных протеиназ, способных расщеплять белковый продукт 

клонированного гена. 

Наиболее важным способом увеличения количества белка, синтези-

руемого по программе клонированного гена, является поддержание экспрес-

сии этого гена на среднем уровне (доля рекомбинантного белка не должна 
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превышать 5% от суммарного клеточного белка) и максимальное увеличение 

плотности культуры (до 40 г/л в пересчете на массу сухого вещества). 

 

Получение рекомбинантных белков с помощью эукариотических  

систем 

Системы экспрессии клонированных генов у прокариот широко ис-

пользуются для получения многих белков. Однако с их помощью невоз-

можно достичь механизмов посттрансляционной модификации синтезиро-

ванных белков (гликозилирование, ацетилирование, фосфорилирование). 

Для этих целей используют эукариотические экспрессирующие векторы. 

Для синтеза клонированных белков широко применяются дрожжи S. cere-

visiae. Однако, при их использовании достигается невысокий уровень экс-

прессии клонированных генов. Существенный интерес представляют экс-

прессирующие векторы на основе бакуловирусов, в частности бакуловиру-

са AcMNPV, инфицирующего клетки многих насекомых. Исходная страте-

гия предполагала трансфекцию клеток насекомого, зараженных бакулови-

русом, транспортным вектором, который содержал клонированный ген. В 

результате клетки насекомого, инфицированные рекомбинантным бакуло-

вирусом, синтезировали рекомбинантный белок. Примерно 95% рекомби-

нантных белков, синтезированных в системах экспрессии клонированных 

генов на основе бакуловирусов, имели соответствующие посттрансляци-

онные модификации. Разработаны системы экспрессии млекопитающих, 

позволяющие получать белки, состоящие из двух разных субъединиц. Для 

этого хозяйские клетки трансфицировали сразу двумя векторами, каждый 

из которых нес ген одной из субъединиц. Возможно использование одного 

вектора, который несет эти два гена в виде отдельных единиц транскрип-

ции или в виде одного транскриптона, содержащего оба этих гена. 

Таким образом, методами генной инженерии возможно получение 

рекомбинантных белков без модификации с помощью систем экспрессии 

генов прокариот. Получение модифицированных белков (с проявлением 

благодаря этому физиологических функций), а также синтез олигомерных 

белков (белки с четвертичной структурой) требует систем экспрессии ге-

нов эукариот. 

 

Молекулярная биотехнология микробиологических систем и питание 

За последние десятилетия постоянно увеличивается удельный вес 

пищевых продуктов и пищевых добавок, полученных методами молеку-

лярной биотехнологии. Для производства таких продуктов питания исполь-

зуют микробиологические системы, трансгенные растения и животные. 

 

Белок одноклеточных организмов (БОО) – это белковые продукты, 

синтезированные монокультурой микробных клеток и используемые в ка-

честве пищевых добавок или корма для скота. Это направление молеку-
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лярной биотехнологии развивается в связи: 

– с истощением традиционных источников белка по мере развития 

общества; 

– высоким относительным содержанием белка в микроорганизмах 

(60–80% от сухой массы микроорганизмов); 

– наличием высокой биологической ценности пищевых добавок из 

бактериальных клеток (незаменимые аминокислоты, полиненасыщенные 

жирные кислоты, витамины, микроэлементы). 

Широкое использование БОО сдерживается рядом причин: 

– более высокой стоимостью пищевого продукта по сравнению с 

белками сои или другими традиционными белковыми добавками; 

– высоким содержанием нуклеиновых кислот в полученном пищевом 

продукте, что может представлять потенциальную опасность при некото-

рых патологических состояниях; 

– возможным присутствием в полученном пищевом продукте загряз-

нений, связанных с особенностями роста микроорганизма (соли тяжелых 

металлов) или токсичных продуктов жизнедеятельности клеток-

продуцентов белка (микотоксины); 

– особенностями расщепления микробных клеток в пищеварительном 

тракте, вызывающими нарушения пищеварения или аллергические реакции. 

Для получения БОО используют многие микроорганизмы (бактерии, 

дрожжи, грибы, водоросли, актиномицеты) и различные субстраты. На-

пример, сине-зеленая водоросль спирулина (Spirulina platensis и Spirulina 

maxima), растущая в Африке (озеро Чад) и в Мексике (озеро Тескоко), 

культивируется в лабораторных и промышленных условиях и служит для 

получения пищевого белка, который приравнивается к лучшим стандар-

там. При культивировании получают до 20 г биомассы с 1 м
3
 в сутки; эта 

биомасса содержит, помимо биологически ценного белка, комплекс вита-

минов А, С, D и достаточно полный набор витаминов группы В. Некото-

рые исследователи находят субстанцию, аналогичную витамину В12. В на-

стоящее время освоены и внедрены технологии выращивания богатой  

белками биомассы хлебопекарных дрожжей Saccharomyces cerevisiae на 

простых синтетических средах (например, на этиловом спирте микробного 

или химического происхождения; разработаны способы выделения из 

дрожжевой биомассы очищенных белковых концентратов. При выращива-

нии хлебопекарных дрожжей на синтетической этанольной среде в лабора-

торном ферментере при непрерывном режиме с добавкой 0,5% дрожжево-

го экстракта достигнута концентрация биомассы 8–9 г/л при выходе  

70–75% от использованного субстрата. 

В последнее время интерес к БОО обострился в связи с утилизацией 

различных отходов, например, целлюлозы, продуктов перегонки нефти 

или сыворотки. Предполагается использовать как природные микроорга-

низмы, так и созданные методами генной инженерии микроорганизмы. 
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Разработан новый подход, с помощью которого можно будет обес-

печивать крупный рогатый скот белком, обогащенным незаменимыми 

аминокислотами. Простое добавление белков в корм – дорогостоящий и 

неэффективный способ, поскольку белки и аминокислоты разрушаются 

бактериями рубца еще до того, как животное успеет его использовать. 

Кроме того, основное количество белка они получают не с кормом; его по-

ставляют присутствующие в рубце микроорганизмы. Эти микроорганизмы 

были модифицированы:  

1) был синтезирован белок из 100 аминокислотных остатков, обога-

щенный незаменимыми аминокислотами (57%) – метионином, треонином, 

лизином и лейцином;  

2) синтезировали ген этого белка и сшили его с геном белка, связы-

вающего мальтозу;  

3) синтезированный ген экспрессировали в E. сoli, на долю гибрид-

ного белка приходилось до 12% от суммарного клеточного белка;  

4) синтезированный ген следует экспрессировать в бактериях рубца, 

что позволит организм животного обеспечить белком с незаменимыми 

аминокислотами. 

Вследствие дороговизны получаемых продуктов, их плохих вкусо-

вых качеств и токсичности производство БОО оказалось экономически не-

целесообразным. Ожидаемый прогресс в этой области пищевой промыш-

ленности связывают с методами генной инженерии. 

Утилизация крахмала и сахаров. Крахмал, основной резервный 

полисахарид растений, представляет собой смесь гомополимеров D-

глюкозы – как линейных (амилоза), так и разветвленных (амилопектин). 

Крахмал широко используется в пищевой промышленности и пивоваре-

нии. Его сначала гидролизуют до низкомолекулярных компонентов, а за-

тем превращают во фруктозу или этанол. Для ферментативного гидролиза 

крахмала необходимы α-амилаза, глюкоамилаза и глюкозоизомераза (это 

наиболее часто употребляемые в пищевой промышленности ферменты, на 

их долю приходится до 30% стоимости от всех используемых ферментов). 

Основные этапы производства фруктозы и этанола из крахмала: 

– желирование молотого зерна путем его обработки паром под дав-

лением (разрушение крахмальных зерен и доступность крахмала для гид-

ролизующего фермента); продукт имеет желеобразную консистенцию. 

– Ожижение путем охлаждения желированного крахмала до 50–60°С 

и добавления α-амилазы. При такой температуре усиливается проникнове-

ние фермента в желированный крахмал и увеличивается скорость гидроли-

за до низкомолекулярных полисахаридов. 

– Осахаривание (полный гидролиз) низкомолекулярных полисахари-

дов до глюкозы (фермент глюкоамилаза). 

– Получение фруктозы с помощью глюкоизомеразы. 
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– Получение этанола с помощью дрожжевой ферментации. 

Развитие этих технологий требует: 

– использования для получения необходимых ферментов быстрора-

стущих рекомбинантных микроорганизмов. 

– Получения методами генной инженерии более термостабильного и 

активного фермента α-амилазы, что необходимо для ускорения гидролиза 

желированного крахмала. 

– Модификации генов α-амилазы и глюкоамилазы для получения 

ферментов с одинаковыми оптимумами рН и температуры. 

– Создания гена для синтеза фермента, способного гидролизовать 

необработанный крахмал, исключив этап желирования. 

– Создания такого микроорганизма для ферментации, который будет 

синтезировать глюкоамилазу в процессе гидролиза крахмала. 

К настоящему времени получены следующие обнадеживающие ре-

зультаты по изменению свойств ферментов методами генной инженерии с 

целью их приспособления для технологических промышленных установок 

получения фруктозы и этанола: 

– получены гены α-амилазы из различных источников, в том числе 

из термофильной бактерии B. Stearothermophilus, что позволило получать 

рекомбинантные образцы фермента с заданными свойствами, необходи-

мыми для определенного технологического процесса (например, повыше-

ние оптимума температуры); 

– для получения глюкоамилазы использован штамм пивных дрож-

жей S. cerevisiae с встроенным в хромосому геном глюкоамилазы и устой-

чивый к высокой концентрации этанола; 

– фермент глюкозоизомераза (ксилозо/глюкозоизомераза) получен 

путем экспрессии этого гена из термофильной бактерии Thermus thermo-

philus в E. coli и B. brevis, в результате чего в 1000 раз повышается произ-

водство ферментативного белка, а сам фермент сохраняет свою стабиль-

ность при 95°С; 

– с помощью сайт-специфического мутагенеза осуществлена замена 

двух аминокислот в активном центре глюкозоизомеразы из термофильной 

бактерии Clostridium thermosulfurogenes, что повысило специфичность и 

каталитическую эффективность фермента (до 17 раз). 

Для сбраживания крахмала при промышленном производстве этано-

ла используют дрожжи S. cerevisiae. В тропических странах для тех же це-

лей применяют бактерию Zymomonas mobilis (табл. 6). 

Таблица 6 

Сравнение продуцентов этанола (по Б. Глику и Дж. Пастернаку, 2002) 

Показатель Z. mobilis S. cerevisiae 

Превращение сахара в этанол, % 96 96 

Максимальная концентрация этанола, % 12 12 
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Скорость продукции этанола, г×г
-1

×ч
-1

 5,67 0,67 

Объемная скорость продукции этанола, 

г×л
-1

×ч
-1

 
200 29 

Допустимая концентрация сахара, % > 40 > 40 

Диапазон рН 3,5–7,5 2–6,5 

Оптимальная температура, ºС 25–30 30–38 

Как видно из таблицы, Zymomonas mobilis обеспечивает более высо-

кую скорость образования этанола, но число углеродных субстратов огра-

ничено. В связи с этим в Zymomonas mobilis были введены гены фермен-

тов, способных гидролизовать лактозу, крахмал, целлюлозу, ксилозу и 

целлобиозу. Перспективными для промышленного производства этанола 

оказались бактерии, в которые ввели гены глюкозо/ксилозоизомеразы и 

ксилулокиназы, а затем гены транскетолазы и трансальдолазы. В итоге 

трансформированные клетки утилизировали ксилозу и преобразовывали 

пентозы до фруктозо-6-фосфата и глицеральдегид-3-фосфата, которые за-

тем превращаются в этанол. Таким образом, с помощью методов генной 

инженерии создан микроорганизм – продуцент этанола, который может 

использовать в качестве источника углерода ксилозу, побочный продукт 

деревообрабатывающей и целлюлозно-бумажной промышленности. 

Изменение пищевой ценности растений. Селекционная работа по 

улучшению свойств сельскохозяйственных растений является трудоемким 

и продолжительным процессом. Генно-инженерные методы позволяют на-

много быстрее получить растения с заданными свойствами (за 2–3 года), а 

также создать растения со свойствами, не встречающимися в естественных 

условиях. В последние годы получены кукуруза и горох с улучшенными 

пищевыми качествами за счет изменения аминокислотного состава запас-

ных белков семян. Когда кукуруза используется в качестве корма для ско-

та, к ней добавляют соевую муку и аминокислоту лизин. В настоящее вре-

мя дорогостоящий лизин может быть заменен на дешевую соевую муку, 

полученную из генетически модифицированных растений сои, которые 

синтезируют в больших количествах лизин. Созданы сорта масляничных 

культур с желательным жирно-кислотным составом плодов (изменение 

длины цепи и количества двойных связей). Широкое распространение по-

лучили продукты из генетически модифицированной сои. 

Изменение цвета овощей и фруктов начинается с окисления монофе-

нолов и о-дифенолов до о-хинонов. Катализатором процесса служат фер-

менты полифенолоксидазы, которые локализуются в мембранах хлоропла-

стов и митохондрий. Использование сульфитов для сохранения внешнего 

вида растений не является безопасной технологией. Недавно были созданы 

генетически модифицированные растения, устойчивые к черной пятнисто-

сти за счет изменения гена полифенолоксидазы. 

Улучшение вкусовых качеств фруктов и овощей достигается на эта-

пе приготовления пищи. Придание исходным продуктам необходимого 
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вкуса является актуальной проблемой для молекулярной биотехнологии 

пищи. Известно, что в плоде африканского растения Dioscorephyllum cum-

minsii Diels содержится белок монеллин, примерно в 100000 раз более 

сладкий, чем сахароза в эквимолярных количествах. Этот белок не оказы-

вает вредного воздействия на метаболизм. Монеллин – это двухцепочеч-

ный димер, а цепи А (45 аминокислотных остатков) и В (50 аминокислот-

ных остатков) связаны слабыми нековалентными связями. Поэтому этот 

белок не может быть подсластителем, так как в процессе приготовления 

пищи (температура, кислоты) димер распадается с утратой вкусовых ка-

честв. В настоящее время синтезирован ген монеллина и получены расте-

ния (томаты, салат, цветная капуста и др.), в которые введен данный ген и 

осуществлена его экспрессия, т.е. синтез монеллина. 

Генетически модифицированные животные и питание. Суще-

ственные результаты были получены путем изменения содержания в моло-

ке различных компонентов. Так, количество сыра, получаемого из молока, 

тесно коррелирует с содержанием в нем капа-казеина. Увеличение биосин-

теза этого белка молока достигается с помощью гиперэкспрессии его гена. 

Если обеспечить экспрессию гена лактазы в клетках молочной железы, то 

можно получить молоко, не содержащее лактозы. Такое молоко незамени-

мо в питании людей с дефицитом лактазы (непереносимость молока). Мо-

лочные железы животных могут использоваться как биореакторы для по-

лучения продуктов клонированных генов и секретируемых в молоко. Воз-

можно повышение яйценоскости кур с измененной прочностью скорлупы 

путем генетической трансформации. Разведение рыб в искусственных ус-

ловиях потребовало их генетической трансформации. Рекомбинантные 

рыбы приспособлены к условиям искусственного содержания и быстрее 

(до 10 раз) растут. 

Таким образом, технологии рекомбинантных ДНК позволят изменить 

качество продуктов питания, полученных с помощью генетически модифи-

цированных одноклеточных организмов, а также растений и животных. 

 

Генетическая инженерия микробиологических систем  

и производство коммерческих продуктов 

Технологии рекомбинантных ДНК наиболее успешно используются 

для направленной модификации микробиологических систем, используе-

мых для получения «коммерческих» продуктов. Такие микробиологиче-

ские системы производят белковые препараты, различные низкомолеку-

лярные биорегуляторы и биополимеры. 

Иммунологические и ДНК-диагностические тесты в диагностике 

заболеваний. Для своевременной диагностики и эффективной профилак-

тики заболеваний человека и животных необходимо определить этиологи-

ческий фактор (причину) – вирусы, бактерии, грибы, паразитические мик-
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роорганизмы, белки и низкомолекулярные соединения. 
 Для этого используют различные типы исследования (табл. 7). 

Таблица 7 

Характеристика различных методов диагностики инфекционных заболеваний 

(по Б. Глику, Дж. Пастернаку, 2002) 

Метод Преимущества Недостатки 

Микроскопическое 

исследование 

Простота, прямое определение па-

тологических микроорганизмов, 

возможность разграничения мик-

роорганизмов по морфологическим 

признакам 

Трудоемкость, длитель- 

ность, низкая чувстви- 

тельность, трудность раз-

граничения близких 

микроорганизмов 

Культивирование 

in vitro и иммуни- 

зация мышей 

Обнаружение жизнеспособ-ных и 

вирулентных микроорганизмов 

Длительность, высокая 

стоимость анализа, раз- 

ные ответы у разных 

пород животных, утра- 

та жизнеспособности в ор-

ганизме животного 

Определение анти-

тел в сыворотке 

Простота, непродолжитель- 

ность анализа, возможность 

автоматизации, тестирование 

большого количества образцов 

Не всегда специфичен, 

трудность в разграничении 

острой и латентной фаз за-

болевания 

Гибридизация и 

ПЦР 

Быстрота, высокая чувстви- 

тельность и специфичность, 

прямое определение патоло-

гических микроорганизмов, воз-

можность разграничения разных 

видов, независимость 

результатов от предыдущих ин-

фекций, не требуют жизнеспособ-

ности паразитов, возможность ав-

томатизации 

Высокая стоимость и мно-

гоэтапность анали-за, не-

возможность раз- 

личить живые и мертвые 

микроорганизмы, возмож-

ность ложноположитель-

ных и ложноотрицательных 

результатов 

Эффективный диагностический тест должен быть: 

– высокоспецифичным в отношении молекулы-мишени; 

– чувствительным для выявления небольших количеств мишени; 

– простым, но обеспечивающим получение однозначных и воспроизводимых ре-

зультатов. 
В настоящее время выделяют две основные группы методов молеку-

лярной диагностики: 

1) основана на сродстве антитела к конкретному антигену (ELISA); 

2) основана на идентификации специфических нуклеотидных после-

довательностей с помощью гибридизации или ПЦР. 

ELISA включает следующие основные этапы: 

1. Образец, в котором хотят обнаружить специфическую молекулу 

или микроорганизм, фиксируют на твердой подложке, чаще используют 

пластиковые 96-луночные плашки. 

2. К фиксированному образцу добавляют антитело, специфичное к 

маркерной молекуле (первое антитело), затем промывают лунку, чтобы 
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удалить несвязавшиеся молекулы первого антитела. 

3. В лунку добавляют второе антитело, которое специфически связы-

вается с первым антителом и не взаимодействует с маркерной молекулой. 

К этому антителу присоединен фермент, катализирующий превращение 

неокрашенного субстрата в окрашенный продукт (чаще, щелочная фосфа-

таза, пероксидаза или уреаза). Промывают лунку, чтобы удалить несвя-

завшиеся молекулы конъюгата второе антитело-фермент. 

4. Добавляют в лунку неокрашенный субстрат. 

5. Проводят количественное (качественное) определение окрашенно-

го продукта. 

Основной принцип ELISA – специфическое связывание первого ан-

титела с мишенью (белок, клетка). Применение моноклональных антител 

позволило существенно повысить специфичность метода ELISA, посколь-

ку они связываются с одним, строго определенным антигенным сайтом. 

Напомним, что антитела продуцируют В-клети (В-лимфоциты). Каждая 

клетка системы иммунитета вырабатывает одно антитело, которое распо-

знает отдельный участок (эпитоп, антигенную детерминанту) молекулы 

антигена. Поскольку в молекуле антигена присутствует несколько разных 

эпитопов, антитела против каждого из них вырабатываются отдельными 

клетками системы иммунитета. Такие антитела, каждое из которых взаи-

модействует с данным антигеном, называют поликлональными. Они ва-

риабельны по количеству, в связи с чем не нашли применения в методе 

ELISA. Известно, что В-клетки не воспроизводятся в культуре. Но после 

слияния с миеломными клетками удалось получить гибридомы и выделить 

растущие и делящиеся в культуре клоны клеток, которые продуцируют 

высокоспецифичные моноклональные антитела. Их и используют в методе 

ELISA. 

Если первое антитело не связывается с мишенью, то оно удаляется 

при первом промывании. Поскольку при этом конъюгату второе антитело-

фермент не с чем связываться, он удаляется при втором промывании, и об-

разец остается неокрашенным. Если связывание с мишенью происходит, то 

второе антитело присоединяется к первому, и конъюгированный фермент 

катализирует образование легко регистрируемого окрашенного продукта. 

Моноклональные антитела широко применяются в настоящее время 

при определении полипептидных гормонов, маркеров опухолей, цитоки-

нов, лекарственных препаратов, различных низкомолекулярных биорегу-

ляторов, возбудителей инфекционных заболеваний. 

Системы ДНК-диагностики основаны на гибридизации нуклеино-

вых кислот – спаривание двух комплементарных сегментов разных моле-

кул ДНК. Известно, что информация о фенотипе организма заключена в 

его генетическом материале. Так, патогенность бактерий определяется на-
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личием у них специфического гена или набора генов, а наследственное ге-

нетическое заболевание возникает в результате повреждения определенно-

го гена. Сегмент ДНК, детерминирующий данный биологический признак, 

имеет строго определенную нуклеотидную последовательность и может 

служить диагностическим маркером.  

Ход анализа: 

1. Фиксация одноцепочечной ДНК-мишени на мембранном фильтре. 

2. Нанесение меченой одноцепочечной ДНК-зонда, которая при оп-

ределенных условиях (температуре и ионной силе) спаривается с ДНК-

мишенью. 

3. Промывание фильтра для удаления избытка несвязавшейся мече-

ной ДНК-зонда (РНК-зонда). Специфичность реакции зависит от качества 

зонда. 

4. Детекция гибридных молекул зонд/мишень. ДНК-диагностика ос-

новывается на обнаружении известных нуклеотидных последовательно-

стей; для этого синтезируют специфические праймеры и амплифицируют 

последовательность-мишень. Это позволяет использовать нерадиоактив-

ные  системы детекции (например, хемилюминесцентный метод) или реги-

стрировать ПЦР-продукты методом гель-электрофореза. ПЦР-продукты 

помечают также флюоресцентным красителем. 

Методы гибридизации нуклеиновых кислот используются при ана-

лизе исходного материала (например, выявление определенного микроор-

ганизма) без специального выделения их: проводят гибридизацию с ДНК-

мишенями, присутствующими в образцах кала, мочи, крови, смывах из зе-

ва, в тканях и объектах окружающей среды. Если концентрация последова-

тельности мишени в исследуемом образце слишком мала, ее можно ам-

плифицировать с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР). 

Метод геномной дактилоскопии (ДНК-типирование) часто использу-

ется в судебной медицине для идентификации биологических образцов 

(кровь, сперма, кусочек кожи, волосы). В образцах оценивают содержание 

ДНК и подвергают ее расщеплению с помощью эндонуклеаз, полученные 

фрагменты ДНК разделяют методом агарозного электрофореза и выделен-

ные фрагменты переносят на найлоновые фильтры. Проводят последова-

тельную гибридизацию с четырьмя или пятью радиоактивно меченными 

зондами, каждый из которых распознает определенную последовательность 

ДНК (как правило, минисателлитные ДНК, не кодирующие белки, много-

кратно встречающиеся в геноме человека и состоящие из тандемно повто-

ряющихся участков). Ребенок наследует одну минисателлитную последова-

тельность от одного родителя, а другую – от второго. Гибридизованные 

фрагменты визуализируют радиоавтографически. «ДНК-отпечаток» данно-

го индивида представляет собой набор различающихся по длине фрагмен-
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тов, соответствующих минисателлитным последовательностям его генома. 

Такой отпечаток характерен для каждого человека, как, например, отпеча-

ток пальцев. Метод применяют для установления отцовства. Если в образце 

мало ДНК и она не очень сильно разрушена, можно амплифицировать не-

большие участки минисателлитной ДНК с помощью ПЦР и провести ана-

лиз. Метод геномной дактилоскопии длительный – недели, месяцы. 

Диагностика специфических наследственных заболеваний человека 

на генетическом уровне дает ответ на вопрос, входят ли обследуемые ин-

дивидуумы или их потомки в группу повышенного генетического риска. 

ДНК-анализ можно использовать для выявления носителей генов наслед-

ственных заболеваний, а также для пренатальной (дородовой) и пресимп-

томатической (на этапе, когда нет проявлений) диагностики серьезных ге-

нетических нарушений, выявлять специфические мутации. ДНК-тесты не 

требуют экспрессии мутантного гена (т.е. биохимического анализа его 

продукта-белка) для его выявления. Поэтому интенсивно разрабатываются 

системы скрининга для всех моногенных заболеваний с использованием 

ДНК-тестов. 

Метод «ДНК-отпечатков» используется для установления различий 

между растительными культурами. Для характеристики ДНК растений ис-

пользуют набор произвольных олигонуклеотидных праймеров, проводят 

ПЦР-амплификацию случайных фрагментов ДНК, осуществляют электро-

форез и получают специфичный для каждого растения набор полос ДНК 

(метод RAPD – random amplified polymorphic DNA). 

Перечисленные выше и другие методы молекулярной диагностики 

постоянно развиваются. В 1994 году объем мирового рынка ДНК-

диагностических тестов был равен 80 млн. долларов  США, а спустя десять 

лет составит 2 млрд. долларов США. 

Микробиологическое производство лекарственных средств. Бел-

ковые лекарственные препараты ранее получались в небольших количест-

вах из крови и тканей человека или животных. В настоящее время клони-

ровано более 400 генов различных белков человека (внедренных и потен-

циальных лекарственных средств). Эти гены вводят в бактерии и экспрес-

сируют. Белковые продукты экспрессии выделяют, очищают и переводят в 

маркетинговый вид (табл. 8). 
Таблица 8 

Некоторые белки, полученные технологией рекомбинантных ДНК и используе-

мые в медицине и фармации (по Б. Глику, Дж. Пастернаку, 2002) 

Рекомбинантный белок Применение 

Кортикотропин (АКТГ) Ревматизм (лечение) 

Αльфа-1-антитрипсин Эмфизема легких (диагностика) 

Бактерицидный/повышающий проницае-

мость белок 

Инфекции (патогенез) 

Гемоглобин Анемия (диагностика, лечение) 
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Соматотропин (СТГ) Задержка роста, работоспособность 

Инсулин Сахарный диабет (лечение) 

Инсулиноподобные факторы роста I и II 

(IGF-I, IGF-II) 

Диабет, почечная недостаточность, нару-

шения роста скелета 

Интерлейкины Злокачественные опухоли, иммунные за-

болевания 

Интерфероны Вирусные заболевания, злокачест-венные 

опухоли, рассеянный склероз 

Кальцитонин Остеомаляция (размягчение костей) 

Лимфотоксин Злокачественные опухоли 

Релаксин Роды  

Рецептор интерлейкина-I Астма, ревматоидный артрит 

Соматолиберин Характер роста 

Сывороточный альбумин Отеки при дефиците (лечение) 

Тиротропин (ТТГ) Рак щитовидной железы 

Тканевой активатор плазминогена Тромбообразование 

Тромбоцитарный фактор роста Атеросклероз (патогенез) 

Урогастрон Язвы желудка и кишечника 

Урокиназа Тромбообразование 

Фактор некроза опухолей Злокачественные образования 

Фактор роста нервов Поражения нервной ткани 

Фактор роста эпидермиса Регенерация (заживление тканей) 

Фактор VIII, IX Гемофилия (патогенез) 

Факторы роста В-лимфоцитов Иммунные заболевания 

Хорионический гонадотропин Женское бесплодие 

Эндорфины, энкефалины Боль, эмоции 

Развитие технологии рекомбинантных ДНК даст в качестве лекарст-

венных средств:  

– ферменты; антитела (иммуноглобулины);  

– лекарства, «пришитые» к вариабельному фрагменту моноклональ-

ных антител (направленный транспорт в клетку, имеющую иммунную де-

терминанту, комплементарную антителу);  

– токсические вещества, избирательно связывающиеся с ВИЧ-

инфицированными клетками и убивающими их и др. 

Объем мирового рынка лекарственных средств на основе рекомби-

нантных белков увеличивается на 12–18% в год и в 2000 году составил 

около 20 млрд. долларов США. 

Вакцины. В настоящее время в мире страдают 2 млрд. людей забо-

леваниями, которые можно было бы предотвратить с помощью вакцина-

ции. В последнее время делаются попытки создать вакцину против белка, 

переносящего эфиры холестерина в кровеносном русле и играющего важ-

ную роль в патогенезе атеросклероза, клинические проявления которого 

уносят каждую вторую жизнь. Традиционные вакцины содержат инакти-

вированные патогенные микроорганизмы (бактерии или вирусы). Их полу-

чение является трудоемким процессом и они не всегда специфичны. Неко-

торые вакцины дают побочные эффекты. Вакцины, полученные техноло-
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гией рекомбинантных ДНК, лишены ряда недостатков, присущих нату-

ральным вакцинам: 

– удаляя гены, ответственные за вирулентность (вызывание заболе-

вания), получают эффективные живые вакцины, лишенные осложнений; 

– клонированные гены, кодирующие основные антигенные детерми-

нанты патогенного (болезнетворного) микроорганизма, встраивают в непа-

тогенный носитель (чаще вирус) и получают безопасную вакцину; 

– гены или их сегменты, кодирующие основные антигенные детер-

минанты патогенных микроорганизмов, встраивают в экспрессирующие 

векторы, получают нужный продукт в большом количестве и используют 

как вакцину; 

– пептидные вакцины получают с помощью методик химического 

синтеза пептидов. 

Использование рекомбинантных микроорганизмов для получения 

низкомолекулярных биорегуляторов. С помощью технологии рекомби-

нантных ДНК можно получить не только белки, но и низкомолекулярные ме-

таболиты. Для этого следует изменить метаболизм клетки либо путем регу-

ляции активности ключевых ферментов определенного метаболического пу-

ти, либо вводя гены/модифицируя существующие гены, продуктами экспрес-

сии которых являются ферменты нового метаболического пути. В настоящее 

время созданы рекомбинантные микроорганизмы, способные синтезировать 

L-аскорбиновую кислоту (одно из первых исследований 1985 года), краси-

тель индиго, аминокислоты, антибиотики, мономерные единицы различных 

биополимеров. Этот подход может превратить бактерии не только в «фабри-

ки» по производству белков с заданными свойствами, но и низкомолекуляр-

ных веществ с необычными (не токсичными для данного микроорганизма-

производителя) свойствами. Например, весьма востребован каучук, получае-

мый из особых растений. Его биосинтез начинается с превращения простых 

сахаров и включает 17 ферментативных реакций. В ходе последней из них 

происходит полимеризация аллилпирофосфатных остатков с образованием 

цис-1,4-полиизопрена. Для получения рекомбинантных микроорганизмов, 

производящих каучук, было проведено: 

– с помощью иРНК из растения Hevea brasiliensis, синтезирующего 

каучук, была создана библиотека кДНК; 

– произведена гибридизация ДНК-зондом, соответствующим по нук-

леотидной последовательности гену полимеразы каучука; 

– полученный клон кДНК (или несколько клонов, кодирующих не-

сколько ферментов пути синтеза каучука) можно ввести в бактериальные 

клетки; 

– продуктом экспрессии таких рекомбинантных клеток будет биопо-

лимер – каучук. 

Вариантом использования кДНК, кодирующей ферменты синтеза 

каучука, может быть ферментативная биосинтетическая технология in vitro. 
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Биодеградация токсических соединений. Примерно 40 лет назад 

были открыты почвенные микроорганизмы, способные разрушать чужерод-

ные вещества (ксенобиотики). Оказалось, что разные штаммы Pseudomonas 

способны расщеплять более 100 органических соединений. В 1981 году 

А.М. Чакрабарти получил патент на получение мультиплазмидных микро-

организмов, способных утилизировать несколько соединений. Он взял че-

тыре разные бактерии, каждая из которых имела плазмиду (ДНК), коди-

рующие определенные ферменты деградации одного вещества, и создал 

микроорганизм («супербацилла»), содержащий плазмиды, которые обу-

славливали деградацию четырех веществ: камфары, октана, салицилата и 

нафталина. Объединяя плазмиды разных штаммов Pseudomonas в одном хо-

зяине, можно создать организм, способный деградировать заданный ком-

плекс загрязняющих веществ. С помощью генетических манипуляций мож-

но расширить спектр субстратов, разрушаемых с помощью определенного 

метаболического пути (модифицируя специфичность ферментов) и подоб-

рать условия ферментативной деградации ксенобиотиков (например, обез-

вреживание в воде при температуре, близкой к точке замерзания, и др.). Ис-

пользование технологии рекомбинантных ДНК может сделать процесс обез-

вреживания токсических веществ во внешней среде более безопасным и де-

шевым по сравнению с существующими заводами по утилизации отходов. 

Бактерии, стимулирующие рост растений. Скорость роста и уро-

жайность растений в естественных условиях зависят от их генотипа, дос-

тупности питательных веществ, наличия в почве полезных микроорганиз-

мов и отсутствия патогенных. Создание штаммов микроорганизмов, уси-

ливающих рост растений, включает четыре основных направления: 

– оптимизация молекулярных механизмов фиксации азота, чтобы 

уменьшить количество вносимых удобрений; 

– усиление образования корневых клубеньков симбиотическими бак-

териями; 

– обеспечение микробиологического синтеза веществ, хелатирую-

щих железо (сидерофоров) с целью подавления роста фитопатогенов; 

– микробиологический синтез фитогормонов для усиления роста 

растений. 

В настоящее время в сельском хозяйстве используют бактерии се-

мейств Rhizobium и Bradyrhizobium, которые вступают в симбиотические 

отношения со строго определенными растениями. Молекулярно-

генетические исследования показали, что фиксация азота бактериями – это 

сложный процесс, в котором участвует семь координированно регулируе-

мых оперонов, кодирующих в общей сложности 20 разных белков. Такая 

сложная система пока не может быть введена в растение, чтобы оно само 

без помощи азотфиксирующих бактерий утилизировало азот. Вступая в 

симбиотические отношения с растениями, штаммы Rhizobium стимулиру-

ют образование на их корнях клубеньков, где и происходит размножение 
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этих бактерий и фиксация азота. Процесс образования клубеньков требует 

функционирования продуктов экспрессии множества генов, а также пока 

не имеет реальных генно-инженерных подходов для оптимизации (конку-

ренции с менее эффективными дикими штаммами). 

Опосредованная стимуляция роста растений с помощью бактерий 

состоит в защите растений от их повреждения фитопатогенными грибами 

и бактериями. Такие защитные бактерии синтезируют специфические ве-

щества, стимулирующие рост растений: сидерофоры, антибиотики, фер-

менты, фитогормоны. 

Микробные инсектициды. Известно, что число описанных видов 

насекомых приближается к 1 млн. Некоторые насекомые являются пере-

носчиками заболеваний человека и животных, а также могут наносить 

ущерб урожаю сельскохозяйственных культур. Химические инсектициды 

(хлорорганические – дихлордифенилтрихлорэтан, ДДТ и фосфорорганиче-

ские – малатион, паратион, диазинон) оказывают вредное влияние на чело-

века, а ДДТ может накапливаться и сохраняться до 20 лет, нанося ущерб 

живым организмам окружающей среды. Под «микробным инсектицидом» 

понимают микроорганизм синтезирующий токсическое вещество для по-

давления жизнедеятельности определенных насекомых или инфицирую-

щий насекомое-мишень и приводящий к его гибели. Микробные инсекти-

циды не оказывают вредного влияния на окружающую среду, но помогают 

регулировать численность насекомых. Рассмотрим некоторые примеры 

микробных инсектицидов: 

– некоторые подвиды бактерии Bacillis thuringiensis образуют про-

токсин, который в условиях щелочной среды кишечника насекомых и под 

действием пищеварительных протеиназ превращается в убивающий насе-

комое активный токсин; 

– для расширения видов насекомых-мишеней были созданы рекомби-

нантные бактерии, несущие гены нескольких токсинов Bacillis thuringiensis; 

– гены токсинов Bacillis thuringiensis вводили в микроорганизмы, 

обитающие в поверхностном слое воды и служащие пищей для личинок 

комаров; аналогичный подход был использован для борьбы с насекомыми, 

повреждающими корни растений; 

– бакуловирусы, патогенные для небольшого числа насекомых, были 

трансформированы путем введения генов, обеспечивающих синтез инсек-

тицида в течение всего жизненного цикла вируса или синтеза смертельных 

для насекомых нейротоксинов. 

Таким образом, технология рекомбинантных ДНК позволяет полу-

чить новые продукты, имеющие прямую коммерческую ценность (тесты, 

лекарства, вакцины, низкомолекулярные биорегуляторы, белки), и опосре-

дованную путем совершенствования технологических процессов очищения 

внешней среды и повышения эффективности сельского хозяйства. 
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Генетическая инженерия растений (трансгенные растения) 

Основной задачей селекционеров остается получение высокоуро-

жайных сортов растений с повышенной пищевой ценностью. В качестве 

важного инструмента прямого генетического воздействия на растения 

применяется технология рекомбинантных ДНК, широко используемая в 

микробиологических системах. Разработаны специальные эффективные 

системы переноса ДНК и экспрессирующих векторов для растительных 

клеток. Одним из достоинств последних является возможность создания из 

одной клетки, сконструированной генно-инженерными методами, целого 

растения, все клетки которого несут чужеродный(-е) ген(-ы) – трансген-

ные растения. Если такое растение цветет и дает жизнеспособные семена, 

то желаемый признак передается последующим поколениям. Трансгенные 

растения имеют следующие преимущества: 

– введение гена(-ов) обеспечивает повышение сельскохозяйственной 

ценности и декоративных качеств культурных растений; 

– трансгенные растения могут служить биореакторами для малозат-

ратного производства экономически и биологически важных белков и низ-

комолекулярных биорегуляторов; 

– генетическая трансформация растений (трансгеноз) позволяет изу-

чать действие генов в ходе развития растений, т.е. получать фундамен-

тальные знания, необходимые для обоснования практических мероприятий 

по оптимизации сельского хозяйства. 

Трансгенные растения получают новые свойства в следующих на-

правлениях: 

– изменение инсектицидной активности; 

– повышение устойчивости к вирусным заболеваниям; 

– изменение устойчивости к гербицидам; 

– замедление старения; 

– повышение устойчивости к неблагоприятным условиям окружаю-

щей среды; 

– изменение окраски цветков; 

– повышение пищевой ценности семян. 

Рассмотрим некоторые методологические подходы генной инжене-

рии растений. 

Трансформация растений Ti-плазмидой из Agrobacterium tumefa-

ciens. Грамотрицательная почвенная бактерия Agrobacterium tumefaciens – 

фитопатоген. В процессе своего жизненного цикла она трансформирует 

клетки растений: образование корончатого галла, т.е. опухоли у корневой 

шейки, нарушающей нормальный рост растений. При инфицировании этой 

болезни подвержены двудольные растения (виноград, косточковые фрук-

товые деревья, розы). Образование корончатого галла начинается с про-

никновения, интеграции в геном растительных клеток и экспрессии спе-

цифического сегмента бактериальной плазмидной ДНК, так называемой  
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Т-ДНК (от англ. transferred DNA). Т-ДНК – это часть плазмиды, индуци-

рующей развитие опухоли (tumor-inducing plasmid, Ti-плазмиды).  

Большинство генов Т-ДНК активируются только после ее встраива-

ния в геном растений. Их продукты и вызывают образование корончатого 

галла. Продуктами экспрессии генов Т-ДНК являются белки-ферменты, 

которые принимают участие: 

– в синтезе растительного гормона ауксина (индолилуксусной кислоты); 

– в образовании цитокининов изопентениладенина и изопентенила-

денозинмонофосфата (присоединение к 5'-АМФ изопреноидной боковой 

цепи), при гидроксилировании этих цитокининов растительными фермен-

тами образуются трансзеатин и трансрибозилзеатин; 

– синтез опинов (продукты конденсации амино- и кетокислот или 

аминокислот и сахаров), например, октопин – аргинин+пируват, нопалин – 

аргинин+α-кетоглютаральдегид, агропин – бициклическое производное 

глутамата и сахара. 

Ауксин и цитокинины регулируют рост и развитие растительной 

клетки. В избытке они ведут к образованию опухолей растений (напри-

мер, корончатый галл). В корончатом галле опины синтезируются и сек-

ретируются. Они служат источниками углерода и азота для Agrobacte-

rium tumefaciens, несущей Т-ДНК (Ti-плазмиду). Следовательно, бактерии 

трансформируют растительные клетки в биореакторы по производству 

соединений углерода исключительно для собственной жизнедеятельности. 

Чтобы использовать природную способность Agrobacterium tumefa-

ciens проникать в растительные клетки для доставки в них необходимых 

клонированных генов, были созданы модифицированные Ti-плазмиды. Из 

Т-ДНК удаляли гены ауксина и опинов (ауксин подавляют образование из 

клеток зрелого растения, а ферменты синтеза опинов уменьшают выход 

биомассы, поскольку часть ресурсов расходуется на синтез опинов). 

Встраивали такую измененную Т-ДНК в плазмиду, способную стабильно 

существовать в E. coli. Встроенный в Т-ДНК ген-мишень попадал вместе  

с ней в ядро растительной клетки-реципиента. К настоящему времени раз-

работаны методы трансформации, позволяющие вводить клонированный 

ген в небольшое число клеток растительной ткани, из которой можно реге-

нерировать целое растение. 

Бомбардировка микрочастицами – биолистика является перспек-

тивным методом введения ДНК в растительные клетки. Золотые или 

вольфрамовые сферические частицы диаметром 0,4–1,2 мкм покрывают 

ДНК (плазмидной ДНК), осажденной CaCl2, спермидином или полиэти-

ленгликолем и обстреливают ими клетки с помощью специальной пушки. 

Частицы разгоняются до скорости 300–600 м/с и пробивают прочную стен-

ку растительной клетки. Попав в клетку, ДНК, покрывающая частицы, 

встраивается в растительную ДНК. Метод бомбардировки микрочастицами 

позволяет трансформировать растения самых разных видов, в том числе 
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однодольные и хвойные, в которые не удается ввести ДНК с помощью 

Agrobacterium tumefaciens. Бомбардировку микрочастицами используют 

для ведения чужеродной ДНК: 

– в суспензию растительных клеток; 

– культуры клеток; 

– меристематические ткани; 

– незрелые зародыши; 

– протокормы, колеоптили и пыльцу. 

Основные методы введения ДНК в клетки растений приведены в 

табл. 9. 
 

Таблица 9 

Методы введения ДНК в клетки растений (по Б. Глику, Дж. Пастер-

наку, 2002). 

Метод Комментарий 

Использование Ti-плазмид Эффективная система, но не применимая для 

всех видов растений 

Бомбардировка микро-

частицами 

Используется для широкого круга растений, 

простота и дешевизна 

Использование вирусных 

векторов 

Низкая эффективность доставки ДНК в расти- 

тельные клетки 

Прямое введение генов в 

протопласты растений 

Введение генов только в протопласты расти-

тельных клеток, из которых могут быть реге-

нерированы жизнеспособные растения 

Микроинъекции Ограниченное применение 

Электропорация Введение генов только в протопласты расти-

тельных клеток, из которых могут быть реге-

нерированы жизнеспособные растения 

Слияние липосом Введение генов только в протопласты расти-

тельных клеток, из которых могут быть реге-

нерированы жизнеспособные растения 

Применение репортерных генов при трансформации клеток рас-

тений. Для идентификации трансформированных клеток необходимо уметь 

обнаруживать чужеродную ДНК, интегрировавшую в геномную ДНК рас-

тения, а также оценить уровень экспрессии генов. Для этого используют ре-

портерные гены. Эти гены, как правило, микробного происхождения и их 

вводят поэтому в растительные клетки вместе с сильным растительным 

промотором. Имеется опыт введения репортерных генов, продукты экспрес-

сии которых видны в целом растении (например, введение гена люциферазы 

светляков). В системах трансформации чаще всего используется ген  

β-D-глюкуронидазы E. coli (GUS-ген). Он кодирует стабильный фермент, 

обычно отсутствующий в растениях, который катализирует расщепление  

β-D-глюкуронидов. Его активность в трансформированных растительных тка-
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нях можно обнаружить по появлению синей окраски в результате гидролиза 

неокрашенного субстрата (5-бром-4-хлор-3-индолил-β-D-глюкуроновой ки-

слоты). Экспрессия репортерных генов показывает эффективность расти-

тельных различных промоторов, функционирующих в определенных расти-

тельных клетках или на определенных стадиях развития растения. 

В настоящее время разработаны методы встраивания чужеродных 

генов непосредственно в хлоропластную или митохондриальную ДНК так, 

чтобы кодируемый белок синтезировался прямо в этих органеллах. 

Получение высокоурожайных растений с повышенной устойчиво-

стью к неблагоприятным факторам окружающей среды остается акту-

альной научно-практической задачей. Эта задача решается с помощью тра-

диционных селекционных подходов (длительный процесс, 10–15 лет) и но-

вых технологий генной инженерии (результат за 3–5 лет). В настоящее 

время разработано несколько эффективных систем переноса ДНК и экс-

прессирующих векторов, которые работают в растительных клетках. Од-

ним из достоинств растительных клеток является их тотипотентность: 

из одной клетки может быть регенерировано целое растение. Из клеток, 

сконструированных генно-инженерными методами, можно получить фер-

тильные растения, все клетки которых несут чужеродный(-е) ген(-ы) – 

трансгенные растения. Если такое растение цветет и дает семена, то вве-

денная генетическая информация будет передаваться по наследству, т.е. 

следующим поколениям растения. 

Трансгенные растения, не содержащие маркерные гены. Обычно 

при введении чужеродного гена, кодирующего желаемый признак, в рас-

тение одновременно вводится и селективный маркерный ген. Продукты 

экспрессии маркерных генов служат для отбора клеток с желаемыми свой-

ствами, например, по их чувствительности к антибиотикам. Выполнив 

свою вспомогательную роль по трансформации растительной клетки, се-

лективные маркерные гены способны вызывать негативные эффекты:  

– белки-продукты их экспрессии могут оказаться аллергенами или 

токсинами; 

– гены устойчивости к антибиотикам могут попасть в патогенные 

почвенные микроорганизмы; 

– один селективный маркерный ген не используется дважды, поэто-

му его присутствие может затруднить трансформацию трансгенных расте-

ний дополнительными генами. 

В связи с этим были предложены методы удаления маркерных генов 

из трансгенных растений. Например, получение безмаркерных трансген-

ных растений включает котрансформацию растений двумя разными ДНК, 

одна из которых несет маркерный ген, а другая – вводимый ген желаемого 

признака. В этом случае 30–80% растений содержат оба гена, которые вве-

дены в разные участки хромосомной ДНК. После отбора трансформиро-

ванных растений с помощью продуктов экспрессии маркерного гена, его 
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удаляют из трансгенного растения путем обычного скрещивания. 

Устойчивость к насекомым-вредителям. В конце прошлого века в 

мире было израсходовано более 4 млрд. долларов на использование хими-

ческих инсектицидов. Их многократное применение (опрыскивание) в те-

чение вегетационного периода требует технических устройств и отвлече-

ния людей. Поэтому целесообразно создание растений (например, злако-

вых), способных продуцировать функциональные инсектициды. Для соз-

дания растений, устойчивых к насекомым-вредителям, с помощью генно-

инженерных методов были разработаны различные технологии. 

Один из популярных подходов базируется на использовании гена 

инсектицидного протоксина, продуцируемого Bacillus thuringiensis (мик-

робный инсектицид). Инсектицид (токсин белковой природы) находится в 

клетке в виде так называемого параспорального кристалла – структуры, 

которая образуется во время споруляции бактерий. На его долю приходит-

ся 20–30% сухой массы спорулирующей культуры (95% – белок, 5% – уг-

леводы). Кристалл – это четвертичная структура белка, диссоциирующая 

на субъединицы при щелочном значении рН. Выделяют 4 основных класса 

токсина: CryI – токсичен для чешуекрылых, CryII – для чешуекрылых и 

двукрылых, CryIII – для жесткокрылых, CryIV – для двукрылых, которые 

разделяются на подклассы и подгруппы. В параспоральном кристалле ин-

сектицид неактивен; при солюбилизации кристалла белок высвобождается 

в форме протоксина, предшественника активного токсина. Молекулярная 

масса протоксина CryI около 130 кDа. После заглатывания насекомым па-

распорального кристалла протоксин активируется в кишечнике в условиях 

щелочного рН (7,5–8,0) и под действием пищеварительных протеиназ пре-

вращается в активный токсин с молекулярной массой 68 кDа. Этот токсин 

встраивается в мембрану эпителиальных клеток кишечника и образует ка-

нал, через который утрачивается часть АТФ и других компонентов клетки. 

Насекомое перестает питаться, обезвоживается и погибает. Для создания 

трансгенных растений, которым был введен ген токсина Bacillus thurin-

giensis, использовали несколько приемов. 

1. Был введен ген N-концевой части молекулы токсина (отвечает за 

токсичность) и вместе с сильным растительным промотором (для повыше-

ния экспрессии гена); количество синтезированного растением токсина 

увеличилось и была достигнута некоторая защита от насекомых (трансген-

ный томат). Эффективность такого подхода была недостаточной из-за то-

го, что в переносимом гене присутствовали нуклеотидные последователь-

ности, характерные для бактерий и замедляющие экспрессию гена в расти-

тельных клетках. 

2. С помощью сайт-специфического мутагенеза, а также химическо-

го мутагенеза были получены измененные гены токсина, клонирование ко-

торых в растительных клетках увеличило продукцию токсина в 100 раз. В 

США проведены успешные испытания и дано разрешение на использова-
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ние инсектицидного токсина Bacillus thuringiensis для повышения устой-

чивости картофеля к колорадскому жуку. Следует помнить, однако, о не-

обходимости постоянного контроля популяции насекомых-вредителей, с 

тем чтобы вовремя обнаружить устойчивые организмы. В настоящее время 

ведутся работы по введению бактериального гена холестеролоксидазы в 

хлопчатник для борьбы с личинками хлопкового долгоносика (фермент 

разрушает эпителиальные клетки средней кишки насекомого). 

3. Были проведены эксперименты, которые показали возможность 

индукции синтеза протоксина путем обработки трансгенного растения не-

дорогим и безопасным химическим веществом (например, салициловой 

или полиакриловой кислотой) в определенный момент вегетационного пе-

риода. Такая периодичность синтеза позволяет замедлить развитие устой-

чивости у насекомых к микробному инсектициду, продуцируемому расте-

нием. Аналогичные системы могут оказаться полезными для регуляции 

синтеза самых разных чужеродных белков в трансгенных растениях. 

Другой подход базируется на том, что некоторые растения синтези-

руют ингибиторы протеиназ, которые, попадая в кишечник насекомого, 

блокируют гидролиз растительных белков. Возникло предположение о 

введении растительного гена ингибитора протеиназ с сильным раститель-

ным промотором в растительные клетки. Например, был клонирован ген, 

кодирующий ингибитор трипсина вигны китайской в табак. Оказалось, что 

ущерб, наносимый личинками совки (Heliothis virescens) трансгенным рас-

тениям, синтезирующим более 2 мкг ингибитора трипсина на 1 мг расти-

тельного белка, был значительно меньше, чем в случае с обычными расте-

ниями. Введение гена ингибитора II протеиназы картофеля в растения риса 

защищает их от розового стеблевого точильщика (Sesamia inferens), основно-

го насекомого-вредителя для этой культуры; заражение приводит к образова-

нию полых стеблей и мертвых метелок без семян. Поскольку растительные 

ингибиторы протеиназ являются обычными компонентами рациона человека 

и животных и в процессе приготовления пищи быстро инактивируются, их 

введение в новые зерновые культуры можно считать безопасным. 

Третий подход сформировался на основе двух предыдущих: исполь-

зование токсина Bacillus thuringiensis и ингибитора протеиназ сериновой 

природы. Оказалось, что смесь очищенного токсина Bacillus thuringiensis в 

количестве, обеспечивающем минимальную смертность насекомых, и ин-

гибитора протеиназ в низких концентрациях обладает в 20 раз большей 

инсектицидной активностью, чем один протоксин Bacillus thuringiensis. 

Четвертый подход предполагает введение в растительные клетки гена, 

кодирующего ингибитор альфа-амилазы. Большой ущерб зерновым наносят 

зерновка (Callosobruchus maculates) и долгоносик лучистой фасоли (C. Chinen-

sis). Если питать этих насекомых обычной фасолью (Phaseolus vulgaris), то они 

погибают из-за присутствия в ней ингибитора альфа-амилазы, а следователь-

но, подавления гидролиза крахмала – основного продукта питания насекомых. 
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Был выделен ген этого ингибитора и клонирован в растение, весьма чувстви-

тельное к насекомым, – горох (Pisum sativum). В результате были получены 

растения трансгенного гороха, устойчивые к обоим насекомым.  

Устойчивость к вирусам. Вирусы растений существенно снижают 

урожай. Чтобы не прибегать к обработке культур химическими препарата-

ми, селекционеры попытались перенести природные гены устойчивости к 

вирусам от одной линии растений к другой. Однако устойчивость растений 

быстро утрачивалась. Природный иммунитет к вирусным инфекциям обу-

словливается разными причинами: 

– блокированием проникновения вируса в растение; 

– предотвращением распространения вируса в здоровые клетки; 

– подавлением симптомов вирусной инфекции. 

Чтобы получить растения, устойчивые к вирусам, проводили их 

«иммунизацию» вирусными генами, кодирующими белки оболочки, дру-

гими вирусными генами или антисмысловыми последовательностями ви-

русного генома. Обнадеживающие результаты были получены, если в 

трансгенном растении экспрессируется ген, кодирующий белок оболочки 

вируса: создано множество трансгенных зерновых и других растений. Ме-

ханизм подавления пролиферации вирусных частиц в присутствии произ-

веденного растением белка оболочки вируса пока неясен. Ценность подхо-

да увеличивается в связи с тем, что ген белка оболочки одного вируса ино-

гда обеспечивает устойчивость к широкому кругу неродственных вирусов. 

Защита растений от патогенных вирусов может осуществляться есте-

ственными противовирусными белками, синтезируемыми самими расте-

ниями. Например, в клеточной стенке фитолакки американской (Phytolacca 

americana) присутствуют три разных противовирусных белка: РАР, синте-

зируемый в листьях весной, РАРII, обнаруживаемый в листьях летом, и 

РАР-S, содержащийся в семенах. Эти белки легко выделить из водных экст-

рактов измельченных тканей растения. Если небольшое количество РАР 

нанести на листья других растений, то последние также окажутся устойчи-

выми к нескольким вирусам. Ген РАР был использован для получения 

трансгенных растений, устойчивых к широкому спектру вирусов растений. 

Устойчивость к гербицидам. Известно, что почти 10% урожая те-

ряется из-за сорняков. Для борьбы с сорняками используется около 100 

химических гербицидов, на производство которых в мире тратится 10 

млрд. долларов США. В присутствии гербицидов сельскохозяйственные 

растения не должны терять продуктивность. Для этого их необходимо ге-

нетически трансформировать, чтобы: 

– уменьшить поглощение гербицида культурным растением; 

– уменьшить способность белка, чувствительного к гербициду, к свя-

зыванию с ним; 

– обеспечить синтез белка, чувствительного к гербициду, в таком ко-

личестве, чтобы его хватало на выполнение присущих ему функций в при-
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сутствии гербицида; 

– обеспечить инактивацию гербицида в ходе метаболизма культур-

ного растения. 

Были получены растения, устойчивые к глифосфату – гербициду, 

быстро разлагающемуся в почве на нетоксические составляющие и потому 

безопасному для окружающей среды. Глифосфат является ингибитором  

5-енолпирувилшикимат-3-фосфатсинтазы (EPSPS) – фермента, играющего 

важную роль в синтезе ароматических аминокислот и у бактерий, и у рас-

тений. Из глифосфатустойчивого штамма E. coli был выделен ген, коди-

рующий EPSPS, помещен под контроль растительного промотора и введен 

в растительные клетки. Трансгенные растения табака, петуньи, томата, кар-

тофеля и хлопка, синтезировавшие EPSPS в количестве, достаточном для 

замены ингибированного гербицидом растительного фермента, были устой-

чивы к глифосфату и при обработке, в отличие от сорняков, не погибали. 

Устойчивость к грибам и бактериям. Фитопатогенные грибы на-

носят ощутимый ущерб сельскохозяйственной продукции. Например, в 

странах, где выращивается рис, ущерб от гриба, вызывающего пирикуля-

риоз риса, оценивается в 5 млрд. долларов. Выведены растения, устойчи-

вые к болезнетворным грибам, за счет переноса и экспрессии генов PR-

белков (pathogenesis-related proteins) – β-1,3-глюканаза, хитиназа, таума-

тинподобные белки, ингибиторы протеиназ. Все эти белки подавляют жиз-

недеятельность патогенных грибов.  

Ущерб, наносимый урожаю картофеля почвенной бактерией Erwinia 

carotovora, составляет до 100 млн. долларов в год. Химических способов 

защиты от этого патогена не существует. Поэтому было создано трансген-

ное растение картофеля, способное экспрессировать ген лизоцима бакте-

риофага Т4. Лизоцим секретировался в апопласт (межклеточное простран-

ство, т.е. в компартмент, куда проникают болезнетворные бактерии) и ли-

зировал их. Поскольку лизоцим лизирует различные грамположительные и 

грамотрицательные микроорганизмы, этот подход перспективен для защи-

ты растений от других патогенных бактерий. 

Устойчивость к неблагоприятным воздействиям и старению. 

Растение не способно активно избегать неблагоприятных факторов внеш-

ней среды: высокой освещенности, ультрафиолетового облучения, высо-

ких температур, концентраций солей и др. Для защиты срабатывают эво-

люционно отобранные механизмы «физиологического стресса». В составе 

этих реакций присутствуют свободнорадикальные, вызывающие образова-

ние радикальных форм кислорода – «окислительный стресс»: супероксид-

ный, гидроксидный, пероксидный радикалы. Для обезвреживания суперок-

сидного радикала служит фермент супероксиддисмутаза. Известно, что 

Cu/Zn-супероксиддисмутаза содержится в хлоропластах, Mn-

супероксиддисмутаза – в митохондриях; некоторые растения синтезируют 

Fe-супероксиддисмутазу. Созданы трансгенные растения, устойчивые к 
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очень яркому свету, путем переноса и экспрессии гена Cu/Zn-

супероксиддисмутазы: у контрольных растений фотосинтетическая актив-

ность утрачивалась, а у трансгенных сохранялась на уровне 94%.  

Растения, произрастающие на засоленных почвах, синтезируют не-

токсичные вещества – осмопротекторы. Они способствуют поглощению и 

удержанию воды, а также предотвращают разрушение макромолекул, при-

сутствующих в клетках растений, под действием высоких концентраций 

солей. Осмопротекторами являются сахара, спирты, пролин и четвертич-

ные соединения аммиака. Одним из высокоактивных осмолитиков являет-

ся бетаин, который накапливается в некоторых растениях во время засухи 

или при высокой засоленности почв. Были созданы устойчивые растения 

путем переноса гена кишечной палочки, кодирующего синтез ферментов 

бетаинообразования. 

Контроль времени созревания плодов. Преждевременное созревание 

и размягчение плодов затрудняет их транспортировку. Известно, что при со-

зревании плодов в растениях активируются специфические гены, кодирующие 

ферменты целлюлазу и полигалактуроназу. Если подавить их экспрессию, со-

зревание будет замедляться. Созданы трансгенные растения томата, в которых 

нарушен синтез  полигалактуроназы, плоды которых удобны для транспорти-

ровки и с 1994 года разрешены к реализации Департаментом по контролю за 

качеством пищевых продуктов, медикаментов и косметических средств США 

как безопасные. Другим фактором, ускоряющим созревание плодов, является 

этилен. Он синтезируется из S-аденозилметионина с образованием промежу-

точного продукта 1-аминоциклопропан-1-карбоновой кислоты (АСС). Созда-

ны трансгенные растения томата, в которых подавлен синтез ААС, а следова-

тельно, и этилена. Из некоторых почвенных растений был выделен ген ААС-

дезаминазы и введен в геном томата. Полученные растения синтезировали 

меньше этилена, чем нормальные, а их плоды тоже имели гораздо более дли-

тельный срок хранения. 

Изменение декоративных свойств растений. Примерно 70% объема 

индустрии цветоводства приходится на долю четырех растений: роз, гвоз-

дик, тюльпанов и хризантем. В окраске цветов важную роль играют флаво-

ноиды – антоцианины. Они синтезируются из фенилаланина. Окраска цвет-

ка определяется химическими свойствами флавоноидов, например, циани-

дина (красный цвет) и дельфинидина (синий цвет). Созданы трансгенные 

цветковые растения, у которых подавлена или введена новая ферментатив-

ная реакция в метаболических цепях превращений антоцианинов, что обес-

печило новые коммерчески выгодные варианты формы и окраски цветов. 

Трансгенные растения, синтезирующие Mn-супероксиддисмутазу, в 

3–4 раза менее чувствительны к действию озона. В перспективе – создание 

трансгенных цветковых растений, содержащих супероксиддисмутазу, пре-

пятствующую увяданию. 

Изменение пищевой ценности растений реализуется методами 
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генной инженерии по следующим направлениям: 

– изменение аминокислотного состава запасных белков семян; 

– изменение жирно-кислотного состава плодов; 

– улучшение вкуса фруктов путем введения в растения гена монел-

лина (растительного белка, имеющего сладкий вкус). 

Известно, что запасные белки, которые служат источниками углеро-

да и азота прорастающих семян, состоят из ограниченного повторяющего-

ся набора аминокислот, среди которых отсутствуют некоторые незамени-

мые аминокислоты. Для повышения биологической ценности запасных 

белков, например, путем обогащения лизином, был апробирован метод от-

мены ингибирующего действия лизином своего собственного синтеза. Для 

этого в растительные клетки были введены регуляторные гены биосинтеза 

лизина микробного происхождения, которые отличались от растительных 

тем, что они не чувствительны к ингибирующему действию лизина. В се-

менах полученных трансгенных растений содержалось в 100 раз больше 

свободного лизина. 

Считают, что спустя 5–7 лет в мире будет выработано растительного 

масла на сумму 70 млрд. долларов. Около 75% всех масличных культур 

приходится на долю сои, пальмы, рапса (канолы) и подсолнечника. В по-

лучаемых маслах содержатся пальмитиновая, стеариновая, олеиновая, ли-

нолевая и линоленовая жирные кислоты. С помощью генной инженерии 

созданы десятки сортов рапса, которые синтезировали масла с измененным 

жирно-кислотным составом. Каждый трансгенный сорт содержал один до-

полнительный ген, который кодировал белки-ферменты, обеспечивающие 

накопление одной жирной кислоты. 

Изменения внешнего вида и вкуса. Изменение цвета овощей и 

фруктов начинается с окисления монофенолов и о-дифенолов до о-

хинонов. Этот процесс катализируют полифенолоксидазы, локализующие-

ся в мембранах хлоропластов и митохондрий. Начаты исследования по 

созданию трансгенных растений, окраску которых можно будет контроли-

ровать через введение и экспрессию генов полифенолоксидазы. 

В плоде африканского растения Dioscorephyllum cumminsii Diels со-

держится белок монеллин, примерно в 100000 раз более сладкий, чем саха-

роза в эквимолярных количествах. Ген монеллина был химически синтези-

рован и введен в растительные клетки инфицированием их A. tumefaciens, 

используя Ti-плазмиды. Монеллин был обнаружен в зрелых помидорах и 

листьях салата.  

Растения как биореакторы. Для использования рекомбинантных бак-

терий, производящих белки или низкомолекулярные биорегуляторы, требу-

ются биореакторы и квалифицированный персонал. Создание трансгенных 

растений для тех же целей менее затратно. В настоящее время имеются экс-

периментальные установки по получению с помощью растений монокло-

нальных антител, функциональных фрагментов антител и подверженного 
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биодеградации биополимера поли-β-гидроксибутирата. Рассмотрим этапы 

создания трансгенного растения, производящего данный биополимер. 

1. В бактериях Alcaligenes eutrophus поли-β-гидроксибутират синте-

зируется из ацетил-КоА тремя ферментами, гены которых входят в один 

оперон. Растения могут экспрессировать только один ген. 

2. Каждый из генов был клонирован по отдельности и встроен в хло-

ропластную ДНК растения Arabidopsis thaliana. 

3. Два трансгенных растения, каждое со своим чужеродным геном, 

скрещивали, чтобы получить растения с двумя чужеродными генами, 

включенными в хлоропластную ДНК. 

4. Полученное трансгенное растение с двумя чужеродными генами 

скрещивали с растением, несущим третий чужеродный ген, и отбирали 

растения, несущие все три бактериальных гена поли-β-гидроксибутирата. 

В листьях такого трансгенного растения, экспрессирующего все три бакте-

риальных гена, синтезировалось более 1 мг поли-β-гидроксибутирата на  

1 г сырой ткани листа. 

К настоящему времени на рынок поступило лишь небольшое число 

генетически модифицированных растений, в основном сои, однако можно 

ожидать их стремительного производства в обозримом будущем. 

Человечество находится на развилке исторического пути. Путь по од-

ной дороге ведет к исчезновению многообразия живых организмов. Только 

20 видов растений (из 220 000) составляют более 90% пищевого рациона че-

ловечества. А за последние 80 лет в США, например, исчезло 97% всего раз-

нообразия овощей. Из 7000 сортов яблок осталось 900. Теперь существует 

330 разновидностей груш, тогда как было 2600. Даже в Индии, где полвека 

назад были тысячи сортов риса, в настоящее время 75% культуры представ-

лено 10 сортами. Сейчас представляется новый путь создания новых или мо-

дернизация существующих растений методами генной инженерии. Однако 

все ли можно учесть на пути серьезного изменения биогеоценозов? 
 

Трансгенные животные 

Стратегия скрещивания и отбора, хотя и требует много времени, ос-

тается основой выведения новых пород сельскохозяйственных животных, 

птиц и рыб. Однако после выведения эффективной генетической линии 

добавление новых признаков без риска утраты создаваемых свойств по-

требовало новых методических и биотехнологических подходов, в частно-

сти, путем переноса ядра из эмбриональной клетки в яйцеклетку с удален-

ным ядром (перенос ядра, клонирование): 

– клонированный ген вводят в ядро оплодотворенной яйцеклетки; 

– инокулированные оплодотворенные яйцеклетки имплантируют в 

матку самки; 

– отбирают потомков, развившихся из имплантированных яйцекле-

ток, которые содержат клонированный ген во всех клетках; 
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– скрещивают животных, которые несут клонированный ген в клет-

ках зародышевой линии, и получают новую генетическую линию. 

Эта идея реализована на практике в 1980 гг. Были введены новые термины: 

трансгенное животное (генотип изменен введением чужеродной ДНК), транс-

ген – вводимая ДНК, трансгеноз – процесс создания трансгенного животного. 

Трансгенные животные: методология. Введение чужеродной ДНК 

животным осуществляют несколькими способами: 

1. С помощью ретровирусных векторов, инфицирующих клетки эмбриона 

на ранних стадиях развития перед имплантацией эмбриона в самку-реципиента. 

Эмбрион, обычно находящийся на стадии 8 клеток, инфицируют рекомбинант-

ным ретровирусом, несущим трансген. Самки, которым был имплантирован эм-

брион («суррогатные» матери), производят на свет трансгенное потомство.  

2. Микроинъекцией в увеличенное ядро спермия (мужской пронук-

леус) оплодотворенной яйцеклетки. У млекопитающих после проникнове-

ния сперматозоида в яйцеклетку ядро спермия (мужской пронуклеус) и яд-

ро яйцеклетки существуют раздельно. Мужской пронуклеус обычно гораз-

до больше женского, его легко локализовать с помощью секционного мик-

роскопа и ввести в него чужеродную ДНК. Это лежит в основе метода по-

лучения линий трансгенных животных методом микроинъекций. 

– Яйцеклетки выделяют из самок-доноров, у которых была индуцирова-

на гиперовуляция и проведено спаривание с самцами. Гиперовуляция вызыва-

ется введением самкам сыворотки беременной кобылы и хорионического го-

надотропина человека (увеличивается образование яйцеклеток в 3–7 раз).  

– Трансгенную конструкцию инъецируют в мужской пронуклеус оп-

лодотворенной яйцеклетки.  

– Яйцеклетки имплантируют в «суррогатную» мать, которая произ-

водит на свет трансгенное потомство. 

 

Ре
по
зи
то
ри
й В
ГУ



 88 

 

Рис. 3. Пути интродукции чужеродной генетической информации  

в клетки зародышевого пути (Гловер, 1989, с изменениями) 

3. Введением генетически модифицированных эмбриональных ство-

ловых клеток в предимплантированный эмбрион на ранних стадиях разви-

тия. Этот метод получил развитие в экспериментах на мышах. Клетки, вы-

деленные из мышиных эмбрионов на стадии бластоцисты, могут пролифе-

рировать в культуре, сохраняя способность к дифференцировке в любые ти-

пы клеток. Такие клетки называются плюрипотентными эмбриональными 

стволовыми клетками (ES). ES-клетки в культуре легко модифицировать 

методами генетической инженерии без нарушения их плюрипотентности.  

– ES-клетки получают из внутренней клеточной массы бластоцисты 

мыши.  

– Их трансформируют вектором, несущим трансген, культивируют и 

идентифицируют трансформированные клетки методом позитивно-

негативной селекции или ПЦР.  

– Популяцию трансформированных клеток вновь культивируют и вводят 

в бластоцисты, которые затем имплантируют в матку «суррогатных» матерей.  

– Скрещивая животных-основателей, несущих трансген в клетках за-

родышевой линии, можно получить линии трансгенных мышей (рис. 3) 

(А.В. Кузнецов, И.В. Кузнецова, 1998). 

4. Клонированием с помощью переноса ядра. Опыты были поставле-

ны на овцах (у этих животных в течение первых трех делений зиготы, за-
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нимающих несколько суток, происходит только репликация ДНК, и ни 

один из генов не экспрессируется). Клонирование овечки Долли из ядра 

дифференцированной клетки осуществляли следующим образом:  

– ядро яйцеклетки удаляли с помощью микропипетки.  

– Культивировали эпителиальные клетки молочной железы (диффе-

ренцированные клетки) взрослой особи и переводили их в фазу клеточного 

цикла G0.  

– Осуществляли слияние эпителиальных клеток в G0-фазе и яйцекле-

ток, лишенных ядра. Получали яйцеклетки с ядрами от эпителиальных 

клеток.  

– Выращивали восстановленные яйцеклетки в культуре или в яйце-

воде с наложенной лигатурой до ранних стадий эмбриогенеза.  

– Имплантировали яйцеклетки с ядрами эпителиальных клеток мо-

лочной железы в матку «суррогатной» матери, где и происходило развитие 

плода. 

Все перечисленные методы обладают крайне низкой эффективно-

стью и не могут пока найти широкого применения в практике. Так, напри-

мер, при получении клонированной овечки было проведено слияние 277 

яйцеклеток с удаленными ядрами клеток молочной железы в фазе G0; из 29 

эмбрионов только один развился до жизнеспособного плода. 

5. Для трансгеноза используют также искусственные дрожжевые 

хромосомы (YAC), несущие множество генов. Напомним, что дрожжи – 

это эукариотические клетки, в которых возможна посттрансляционная мо-

дификация белков. Таким образом были получены мыши, синтезирующие 

только человеческие антитела. Их использовали в качестве модельных 

систем для изучения генетических болезней человека (например, болезни 

Альцгеймера). 

Трансгенные сельскохозяйственные животные. Для создания 

трансгенных коров использовали схему трансгеноза методом микроинъек-

ций ДНК: 

– отбор ооцитов коров, забитых на скотобойне; 

– созревание ооцитов in vitro; 

– оплодотворение бычьей спермой in vitro; 

– центрифугирование оплодотворенных яйцеклеток для концентри-

рования желтка, который в нормальных яйцеклетках мешает визуализации 

мужского пронуклеуса с помощью секционного микроскопа; 

– микроинъекция ДНК в мужской пронуклеус; 

– развитие эмбрионов in vitro; 

– нехирургическая имплантация одного эмбриона реципиентной 

самке во время течки; 

– скрининг ДНК потомков на наличие трансгена. 

В тестовых экспериментах из пула в 2470 ооцитов были получены 

два трансгенных теленка. Метод дает результат, но пока характеризуется 
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низкой эффективностью. 

Трансгеноз крупного рогатого скота может преследовать следующие 

цели: 

– изменение содержания в молоке различных его компонентов. На-

пример, увеличение доли капа-казеина позволит увеличить получение сыра. 

– Введение гена лактазы позволит получить молоко, в котором раз-

рушена лактоза. Такое молоко могут употреблять в пищу люди с дефектом 

лактазы пищеварительного тракта (непереносимость молока). 

– Выведение животных, устойчивых к вирусным и бактериальным 

инфекциям, а также к паразитарным инвазиям. Разрабатываются методы 

введения генов, ответственных за продукцию белков неспецифической и 

иммунной резистентности. 

– Использование молочной железы коров как биореактора. Предпо-

ложим, что корова дает в год 10000 л молока, содержащего 35 г белка в  

1 л. Если в молоке будет содержаться такое количество рекомбинантного 

белка и эффективность его очистки составит 50%, то от 20 трансгенных 

коров можно будет получать примерно 100 кг такого белка в год. Пример-

но столько белка С требуется ежегодно, например, для предотвращения 

тромбообразования в сосудистом русле больных людей. 

Трансгенные овцы и козы создавались для биосинтеза и секреции в 

молоко белков человека: активатор плазминогена, антитрипсин, фактор IХ 

системы свертывания крови, лактоферрина, урокиназы, интерлейкина-2 и 

др. В отличие от трансгенных бактерий-прокариот, в молочных железах-

биореакторах достигалась посттрансляционная модификация человеческо-

го белка, в частности, гликозилирование. Были созданы трансгенные овцы 

с повышенной скоростью роста шерсти. Удалось создать трансгенных сви-

ней, способных синтезировать человеческий гемоглобин. 

Потери в животноводстве, которые вызываются различными патоло-

гическими процессами, достаточно велики. Например, у всех поросят вто-

рого месяца жизни можно обнаружить в той или иной степени выраженно-

сти железодефицитную анемию. Поэтому все более важное значение при-

обретает селекция животных по резистентности к болезням, вызываемым 

токсинами, вирусами, микроорганизмами и паразитами. Получены первые 

обнадеживающие результаты. Так, например, созданы стада крупного ро-

гатого скота с примесью крови зебу, устойчивые к ряду кровепаразитар-

ных заболеваний. Ведутся исследования с целью получения трансгенных 

животных, резистентных к маститу за счет повышения содержания белка 

лактоферрина в тканях молочной железы. Л.К. Эрнст показал устойчивость 

трансгенных животных с геном антисмысловой РНК к лейкозу крупного 

рогатого скота, к заражению вирусом лейкоза. 

Большой интерес представляет ксенотрансплантация клеток и тканей 

животных человеку. Например, трансплантация гормонпродуцирующих 

клеток инсулярного аппарата поджелудочной железы больным диабетом. 
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Основная проблема таких операций заключается в остром отторжении 

ксенотрансплантата за счет активации комплемента. Были созданы транс-

генные свиньи, пересаживаемые клетки которых содержали гены ингиби-

торов комплемента. Благодаря их экспрессии синтезировались белки, пре-

дотвращающие острую реакцию отторжения пересаженных человеку кле-

ток свиньи. 

Трансгенные птицы и рыбы. Получение трансгенных птиц оказа-

лось достаточно сложной проблемой. В настоящее время трансгенные цы-

плята воспроизводятся трансфекцией изолированных клеток бластодермы. 

Выделенные клетки трансфицируют трансгеном с помощью липосом и 

вводят в подзародышевую область облученной бластодермы реципиента. 

Часть полученных потомков являются химерами, а некоторые из них, не-

сущие трансген в клетках зародышевой линии, при скрещивании могут 

дать начало трансгенным линиям. 

Трансгенных цыплят можно использовать для улучшения генотипа 

уже существующих пород – для придания им устойчивости к вирусным ин-

фекциям и заболеваниям, вызываемым кокцидиями, повышения эффектив-

ности усвоения пищи, снижения уровня жира и холестерола в яйцах, повы-

шения качества мяса. Было предложено также использовать яйцо с его высо-

ким содержанием белка в качестве источника белковых продуктов, исполь-

зующихся в фармацевтической промышленности. Экспрессия трансгена в 

клетках репродуктивного пути курицы, где обычно секретируется большое 

количество овальбумина, может способствовать накоплению соответствую-

щего белкового продукта в яйце, откуда его можно затем выделить. 

По мере истощения природных рыбных запасов все большую роль  

будет приобретать разведение рекомбинантной рыбы в искусственных ус-

ловиях путем трансгеноза. Трансгены вводят микроинъекцией ДНК или 

электропорацией оплодотворенных яйцеклеток. Эмбриогенез рыб протека-

ет в водной среде вне организма, поэтому в имплантации нет необходимо-

сти. Все дальнейшие процессы могут протекать в резервуарах с регули-

руемой температурой. Выживаемость эмбрионов рыб после микроинъек-

ций высокая (35–80%), а доля трансгенных потомков колеблется от 10 до 

70%. Изучено влияние трансгена гормона роста на скорость роста рыб.  

Приведем технологию трансгеноза, пригодного «для всех рыб», оби-

тающих в холодной воде. В яйцеклетки атлантического лосося введен 

трансген, состоящий из следующих элементов: 

– промотор гена антифризного белка американской бельдюги; 

– кДНК гормона роста лосося; 

– сигналы терминации/полиаденилирования 3'-конца гена антифриз-

ного белка американской бельдюги. 

Антифризный белок – это богатый аланином белок, вырабатываемый 

в печени некоторых водных организмов и предотвращающий замерзание 

плазмы крови. Обнаружен также в клетках некоторых насекомых, расте-
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ний и бактерий, где он регулирует образование кристаллов льда при низ-

ких температурах. 

Полученные трансгенные лососи были крупнее и быстрее прибавля-

ли в весе, чем контрольные нетрансформированные рыбы. Годовалые 

трансгенные особи, полученные в результате введения в яйцеклетки нерки 

генетической конструкции гормона роста, весили в 11 раз больше, чем не-

трансгенные. 

Предполагается, что в будущем гены устойчивости к болезням и 

стрессовым воздействиям, а также гены, обуславливающие другие биоло-

гические особенности, будут введены как рыбам умеренных широт, так и 

тропическим рыбам. 

Имеется надежда, что трансгеноз позволит улучшать генотип суще-

ствующих пород домашнего скота и выводить породы животных с новыми 

признаками. 

 

Молекулярная генетика человека 

Основные причины смерти людей в ХХ веке представлены в  

табл. 9. 
 

Таблица 9 

Причины смертности людей в ХХ веке (The Robert Wood Johnson In-

stitute. Clin. Lab. Strategies, 1997, Vol. 2, №5, P. 6) 

Год Инфекционные  

заболевания 

Сердечно-сосудистые  

заболевания 

Опухоли 

1900 30% 20,1% 3,7% 

1950 6,3% 53,2% 15,6% 

1990 5,3% 42,0% 23,2% 

 

За последние десятилетия достигнуты значительные успехи в диаг-

ностике, лечении и профилактике инфекционных заболеваний. Поэтому 

более очевидным стало влияние генетических факторов (сердечно-

сосудистые заболевания, опухоли), особенно в развитых странах. Напри-

мер, в Канаде, согласно статистическим данным, у 5% населения в возрас-

те 25 лет обнаруживаются наследственные дефекты, приводящие к инва-

лидности. Здесь у каждого второго человека развивается заболевание, 

имеющее в той или иной степени наследственную природу. В настоящее 

время более половины случаев обращения в детские лечебные учреждения 

связаны с генетическими заболеваниями. 

Наследственные заболевания. Основные понятия. Наследствен-

ными являются свыше 1000 болезней человека. Большинство из них очень 

редки (10
-5

), но некоторые встречаются относительно часто (10
-4

, напри-

мер, фенилпировиноградная олигофрения). Многие наследственные забо-

левания человека обусловливаются мутациями в единственном гене, одна-
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ко ряд сложных патологий (например, рак) определяется мутациями в не-

скольких генах. Напомним, что ген – это транскрибируемый участок хро-

мосомы, кодирующий функциональный белок, либо тРНК или рРНК. 

В том случае, когда имеется полное, точное и последовательное опи-

сание симптомов заболевания (фенотипа), определяемого единственным 

геном, генетическую природу заболевания можно установить исходя из 

типа его наследования в семьях, представленных несколькими поколения-

ми. Зная характер наследования в семьях, можно установить, является ли 

данное генетическое заболевание аутосомно-доминантным, аутосомно-

рецессивным, Х-сцепленным доминантным или Х-сцепленным рецессив-

ным. В случае Х-сцепленного заболевания его ген расположен на Х-

хромосоме, для аутосомных болезней хромосомная локализация гена неиз-

вестна. Термин «аутосомный» относится к 22 парам неполовых хромосом 

(аутосом) человека. Аутосомное наследование – это не сцепленное с полом 

наследование какого-либо признака.  

Доминантным называют такое состояние, когда для проявления за-

болевания достаточно присутствия одного мутантного аллеля данного ге-

на. (Напомним, что аллель – одна из двух или нескольких альтернативных 

структурных форм гена). В случае рецессивного заболевания дефектными 

должны быть оба аллеля. У мужчин в ядре присутствует одна Х-

хромосома, поэтому большинство Х-сцепленных генов, независимо от то-

го, являются они доминантными или рецессивными, приводят к проявле-

нию заболевания. 

Успех в установлении диагноза наследственных заболеваний зависит 

от того, удается ли идентифицировать и изолировать (клонировать) кон-

кретный ген. Зная нуклеотидную последовательность гена, можно опреде-

лить, какую функцию выполняет его продукт в норме, как нарушается эта 

функция в результате мутации, в какой степени различные мутации в раз-

ных экзонах ответственны за проявление заболевания. 

Для идентификации генов, ассоциированных с различными заболе-

ваниями, необходимы генетические и физические карты. Генетическая 

карта (карта сцепления) показывает расположение определенных сайтов 

(локусов) вдоль хромосомы. (Локус – место на хромосоме, где находится 

специфический ген). Для построения полных карт сцепления необходимо, 

чтобы локусы каждой хромосомы были представлены часто встречающи-

мися аллелями, и чтобы можно было легко идентифицировать каждый из 

них. Физическая карта – это набор упорядоченных клонов ДНК, охваты-

вающих всю хромосому или какую-то ее область. Непрерывный набор 

клонов, охватывающих данную область хромосомы или всю хромосому, 

называют контигом. Длина участка, охватываемого контигом, выражается 

в парах нуклеотидов. Физическая карта, состоящая из контигов, служит 

основой при построении окончательной физической карты, которая пред-

ставляет собой полную нуклеотидную последовательность хромосомы.  
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В настоящее время полная нуклеотидная последовательность каждой из 

хромосом человека уже определена. Более того, идентифицирована значи-

тельная часть генов, определена их структура. На II съезде токсикологов 

России (ноябрь, 2003 года) было указано, что в ближайшие три года будет 

создана материальная база для создания генетического паспорта населения. 

Картирование генов. Чтобы картировать ген в специфическом рай-

оне хромосомы, можно идентифицировать сцепленные с ним маркерные 

сайты, используя для этого метод ПДРФ (полиморфизм длины рестрикци-

онных фрагментов) и  STRP-картирование. Полиморфные сайты рестрик-

ции определяют с помощью специфичных рестриктаз и они образуют мар-

керные локусы на той хромосоме, где они присутствуют. ПДРФ-анализ ос-

нован на гибридизации зонда с рестрицированной ДНК. Метод трудоемок 

и дает ошибки. Генетический статус каждого ПДРФ-локуса на одной хро-

мосоме называют гаплотипом. Определение аллелей ПДРФ-локуса (или 

любых других полиморфных локусов), присутствующих на хромосомах 

данного индивидуума, называется гаплотипированием (генотипированием, 

ДНК-типированием). (Напомним, что гаплотип – комбинация аллелей на 

одной хромосоме диплоидного организма). Наследование ПДРФ-локусов 

происходит в соответствии с законами Менделя. Уже идентифицированы 

тысячи ПДРФ-локусов, благодаря чему значительно увеличилось число 

аллелей, которые можно использовать для генетических исследований. 

Сцепление между ПДРФ-локусом (локусами) и геном того или иного забо-

левания можно установить, подсчитав «парный» («двухлокусный») лод-

балл для гаплотипированных семей, в которых выявлены случаи изучаемо-

го генетического заболевания.  

В геноме человека в большом количестве (>100000) встречаются 

другие полиморфные локусы, содержащие простые повторяющиеся эле-

менты из двух, трех или четырех пар нуклеотидов – короткие тандемные 

повторы (STR, от англ. short tandem repeats); они легко регистрируются с 

помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР). В настоящее время для 

картирования генома человека чаще используется STRP-метод. В отличие 

от ПДРФ-зондов, которые необходимо клонировать в векторе, очищать и 

метить, в случае STRP-локусов нужна информация лишь о нуклеотидной 

последовательности пары праймеров (см. описание ПЦР), которая может 

храниться в компьютерной базе данных. 

Для оценки сцепления между маркерным сайтом и геном заболева-

ния используют метод максимального правдоподобия. 

Порядок расположения ПДРФ и  STRP-сайтов на хромосоме опреде-

ляют при помощи анализа наследования гаплотипов в группе семей, пред-

ставленных тремя поколениями и имеющих большое количество детей 

(СЕРН-семей). СЕРН – Centre d’Etude du Polymorphisme Humain) в Париже 

имеет банк ДНК 65 семей в трех поколениях и имеющих в среднем по 

8 детей. Этот банк представляет информацию о генотипах всех членов се-
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мей лабораториям всего мира, занимающихся картированием. Этот центр 

располагает базой данных по генетической и молекулярно-генетической из-

менчивости популяций человека из большинства регионов земного шара. 

Кроме того, порядок расположения на хромосоме уникальных сайтов 

идентифицируют при помощи ПЦР (STS, от англ. sequence tagged sites). STS – 

это короткий однокопийный участок ДНК (примерно 100–300 п.н.), который 

можно выявить при помощи ПЦР с использованием уникального набора 

праймеров. Для получения протяженного контига, охватывающего значи-

тельный участок хромосомы, требуется большое число STS, находящихся 

на расстоянии 50–100 т.п.н. друг от друга. Например, для физического кар-

тирования хромосомы длиной примерно 2000 миллионов пар нуклеотидов 

необходимо от 1500 до 3000 STS. Для построения точной физической карты 

всего генома человека их нужно по меньшей мере 30000. 

Физические карты хромосом (контиги) строят на основе геномных 

библиотек, содержащих крупные (YAC, BAC, PAC) и небольшие (косми-

ды, P1, λ) фрагменты ДНК человека, используя STS-картирование или дру-

гие подходы, в том числе геномную дактилоскопию. 

Праймер-опосредованная прогулка («блуждающая затравка») явля-

ется одним из методов секвенирования протяженных сегментов ДНК (бо-

лее 1 тысячи пар нуклеотидов). В этом методе используют праймер, ком-

плементарный концу уже известной последовательности нуклеотидов. На 

основании данных, полученных на первом этапе, синтезируют новый 

праймер, перекрывающийся с концом уже секвенированного участка, и 

используют его для определения нуклеотидной последовательности сле-

дующего участка клонированной ДНК. Эту процедуру повторяют до тех 

пор, пока не секвенируют весь сегмент.  

Транскрипционные карты состоят из участков кДНК и маркерных 

экспрессируемых последовательностей (EST), расположенных вдоль хро-

мосомы. EST (expressed sequence tags) – короткие кодирующие последова-

тельности ДНК (150–300 нуклеотидов) для каждого экспрессируемого гена 

человека. С их помощью можно изучать размеры, разнообразие и транс-

крипционную активность экспрессирующихся генов человека. В настоя-

щее время из идентифицированных 90000 EST выявлено более 10000 соот-

ветствущих генам с известным белковым продуктом экспрессии (т.е. с из-

вестной функцией генов). 

Построение генетических, физических и транскрипционных карт об-

легчает идентификацию и характеристику генов заболеваний. 

Идентификация генов. Аутентичность обнаруженного гена челове-

ка можно считать доказанной, если у больных индивидов в нем найдены 

изменения, отсутствующие в генах здоровых лиц. Для выявления мутаций 

часто используют анализ конформационного полиморфизма одноцепочеч-

ной ДНК (SSCP – single-strand conformational polymorphism). 

Для идентификации нужного гена человека используют четыре ме-
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тода: 
1. Функциональное картирование: на основе данных о генном продукте синтези-

руют зонды для скрининга кДНК-библиотеки. Положительный кДНК-клон, содержа-

щий кодирующую область гена-мишени, используют для отбора геномных клонов и 

характеристики гена в целом. Последовательность операций: белок с известной функ-

цией → определение аминокислотной последовательности → реконструкция нуклео-

тидной последовательности → синтез олигонуклеотидного зонда → выделение кДНК-

клона → отбор геномного клона → характеристика геномного клона → выявление му-

таций. 

2. Кандидатное картирование основывается на выборе генов, которые по 

имеющимся данным могут отвечать за данное генетическое заболевание. В этом случае 

проводят поиск мутаций в генах-кандидатах у больных и здоровых индивидов и по ре-

зультатам поиска делают вывод, какой из них является геном заболевания. Последова-

тельность операций: генетическое заболевание → анализ симптомов → выбор возмож-

ного белка-кандидата → выбор гена-кандидата → выявление мутаций. 

3. Позиционное картирование применяют в тех случаях, когда ничего не извест-

но ни о возможном гене заболевания, ни о его продукте. Этот подход весьма трудоемок 

и имеет множество модификаций. Сначала, используя ПДРФ- или STRP-зонды и дан-

ные о семьях с исследуемым наследственным заболеванием, определяют район хромо-

сомы, в котором локализован искомый ген. Затем с помощью зондов, специфичных в 

отношении тесно сцепленных с ним маркеров, выявляют клоны, охватывающие район 

локализации гена заболевания. Проверяют геномные клоны или полученные из них 

субклоны на наличие в них экзонов. Используя данные о нуклеотидных последователь-

ностях различных экзонов, в той или иной степени соответствующих нуклеотидной по-

следовательности гена заболевания, разрабатывают стратегию поиска мутаций. После-

довательность операций: генетическое заболевание → картирование с точностью до 

хромосомного сайта → выделение геномных клонов, охватывающих картированный 

сайт → идентификация и анализ экзонов разными методами → выделение кДНК-клона 

→ отбор геномного клона → характеристика геномного клона → применение мутаци-

онного анализа. 

4. Позиционно-кандидатное картирование состоит в картировании гена заболе-

вания в определенном районе хромосомы, просмотре функциональных генов и маркер-

ных экспрессируемых последовательностей (EST), локализованных в том же хромо-

сомном районе, и выборе тех из них, которые могут являться искомым геном. Чтобы 

определить, какой именно из генов-кандидатов является таковым на самом деле, ис-

пользуют мутационный анализ. 
Программа «Геном человека». «Геном человека» – это крупно-

масштабная исследовательская программа, конечной целью которой явля-

ется полное секвенирование генома человека. Официально работа над про-

граммой начата 1 октября 1990 года. Стоимость секвенирования пары ос-

нований около 0,3 доллара США. Предполагалось, что при помощи 30 ав-

томатических секвенаторов, работающих круглые сутки, и полного набора 

физических карт космидных клонов можно будет секвенировать примерно 

3000 миллионов пар нуклеотидов ДНК за 6 лет, потратив на это около  

1 миллиарда долларов США. Различные  направления программы включают: 

– построение генетических и физических карт всех хромосом чело-

века с высоким разрешением; 

– секвенирование геномов различных модельных организмов типа  
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E. coli, C. elegans, S. cerevisiae, M. musculus, A. thaliana; 

– создание компьютерных технологий для обработки и анализа данных 

по генетическому и физическому картированию и секвенированию ДНК; 

– информирование общественности по всем проблемам, связанным с 

получением и использованием данных по генетике человека, изучение эти-

ческих, правовых и социальных аспектов генетических исследований. 

Считают, что геном человека будет секвенирован к 2005 г. 

Общие представления о лечении наследственных заболеваний 

Классический подход:  

1. Выявление наследуемого заболевания по накоплению метаболита, 

находящегося выше дефектного фермента (накопление в крови, тканях, по-

вышенное содержание в моче и других жидкостях) или по выявлению фер-

ментативного дефекта в клетках (ядросодержащие клетки крови, биопсии). 

2. Исключение из пищи метаболита, который не превращается из-за 

дефекта фермента; из-за накопления этого метаболита или его продуктов 

превращения страдают жизненно важные ткани (чаще всего, нервная). 

3. Перевод ребенка на кормление искусственной диетой, лишенной не-

способного к нормальному превращению и токсичного метаболита, но обо-

гащенной веществами, которые в норме получаются из этого метаболита. 

Например, при фенилпировиноградной олигофрении из-за дефекта гидро-

ксилазы фенилаланина накапливается фенилаланин, который, трансаминиру-

ясь, превращается в фенилпируват (фенилкетонурия). Фенилпируват являет-

ся причиной развития олигофрении. Если вовремя обнаружить этот дефект, 

то следует перевести ребенка на питание без фенилаланина, но с тирозином 

(фенилаланин – незаменимая аминокислота и при ее поступлении в норме из 

нее образуется важнейшая аминокислота тирозин, использующаяся для син-

теза белков, гормонов щитовидной железы, катехоламинов, меланина и др.).  

Генно-инженерный подход: 

1. При генной терапии ex vivo «терапевтический ген» переносят в 

изолированные клетки больного с помощью ретровирусных векторов или 

других систем доставки. Трансдуцированные клетки культивируют и вво-

дят (возвращают) пациенту. При такой операции отсутствует иммунологи-

ческая реакция отторжения введенных клеток, так как имеет место ауто-

трансплантация. 

2. При генной терапии in vivo «терапевтический ген» вводят непо-

средственно в клетки ткани-мишени больного (с помощью вирусных тех-

нологий, микроинъекция ДНК, бомбардировка покрытыми ДНК частицами 

и др.). Важным моментом такой терапии является адресная доставка гена в 

нужные клетки. 

3. С помощью «антисмысловых» олигонуклеотидов можно полно-

стью или частично подавить экспрессию гена того или иного наследствен-

ного заболевания. При этом введенный в клетку-мишень «антисмысловой» 
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олигонуклеотид гибридизуется со специфической иРНК и блокирует ее 

трансляцию. 

4. Ведется интенсивное изучение возможности применения других 

олигонуклеотидов: модифицированных с помощью генетической инжене-

рии рибозимов, расщепляющих специфические иРНК (в данном случае 

ферментативную активность проявляют не белки, а олигонуклеотиды!); 

аптамеры, которые связываются со специфическими белками и блокируют 

их функции и др. 

5. Перспективный вариант заключается в изменении генотипа клеток 

зародышевой линии (сперматозоидов или яйцеклеток) или оплодотворен-

ных яйцеклеток (зигот), чтобы все клетки развившегося из них индиви-

дуума имели «исправленные» гены. В этом случае генетические изменения 

будут передаваться из поколение в поколение. 

 

Контроль применения генно-инженерных методов 

Внедрение молекулярной биотехнологии и генной инженерии со-

провождается решением ряда смежных проблем – этических, правовых, 

экономических и социальных. Уже при возникновении этих наук были вы-

сказаны опасения по поводу безопасности технологии рекомбинантных 

ДНК. Ученым пришлось наложить мораторий на некоторые исследования 

в этой области до принятия официальных правил работы с рекомбинант-

ными микроорганизмами. Согласно этим правилам, эксперименты можно 

было проводить только с теми из них, которые неспособны размножаться 

вне лаборатории, а сами исследователи должны были быть защищены от 

какой бы то ни было опасности (1974–1975 гг.). Широко распространено 

мнение, что попадание генетически модифицированных организмов в ок-

ружающую среду может привести к неконтролируемому распространению 

их в экосистемах. 

Контроль экспериментов с рекомбинантными ДНК. В 1976 г. На-

циональные институты здравоохранения США (NIH, от National Institutes 

of Health), финансирующие и координирующие этот тип исследований, из-

дали инструкцию, в которой: 

– сформулировано требование, чтобы в качестве хозяев для чуже-

родных ДНК использовались только микроорганизмы, неспособные раз-

множаться и передавать свою ДНК другим микроорганизмам вне лабора-

тории; 

– рекомендовалось работы с патогенными микроорганизмами прово-

дить в боксах с отрицательным давлением; 

– предлагалось работы с микроорганизмами проводить в помещени-

ях, оборудованных высокоэффективными системами фильтрации; 

– полностью запрещались эксперименты с преднамеренным высво-

бождением в окружающую среду любых организмов, содержащих реком-
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бинантную ДНК. 

Однако само создание генетически модифицированных организмов 

(ГМО), способных выживать в природных экосистемах, было неизбежным. 

И тогда был создан Консультативный комитет NIH по рекомбинантным 

ДНК (NIH Recombinant DNA Advisory Committee, NIH-RAC). Он должен 

был контролировать исследования, связанные с рекомбинантными ДНК, и 

при необходимости изменять действующие правила. 

До настоящего времени три проблемы еще не нашли адекватного 

решения: 

– как контролировать производство и потребление пищевых продук-

тов, содержащих генетически измененные организмы или полученных с их 

использованием; 

– как контролировать преднамеренное высвобождение ГМО в окру-

жающую среду (военные разработки, терроризм); 

– как контролировать лекарственные препараты, полученные с по-

мощью технологии рекомбинантных ДНК. 

 
 

Производство и использование объектов генной инженерии 

1. Производство и потребление пищи. В большинстве стран имеются 

Центры сертификации и контроля пищевых продуктов и пищевых добавок. 

Одним из первых такой центр был создан в США – Управление по контро-

лю за качеством пищевых продуктов, медикаментов и косметических 

средств (FDA, от Food and Drug Administration). Документы и Правила 

FDA явились основой для многих национальных Центров сертификации и 

контроля пищи. Каждый продукт должен пройти тестирование на соответ-

ствие ряду специфических критериев в зависимости от своей природы, 

прежде чем он будет разрешен к употреблению человеком.  
Приведем поучительные примеры сертификации пищевых продуктов, получен-

ных генно-инженерными технологиями, заимствованными из книги Б. Глика и Дж. 

Пастернака, 2002. 

– При лицензировании нового продукта учитывается его сходство с известным 

продуктом. При производстве сыра используют химозин. Это фермент, получаемый из 

четвертого отдела желудка (сычуга) жвачных животных. Химозин сбраживает молоко 

путем гидролиза капа-казеина. Образующийся сгусток ферментируется с образованием 

сыра. Чтобы обеспечить надежный и экономически выгодный источник химозина, его 

ген клонировали и экспрессировали в E. coli К-12. Готовый фермент выделяли из бак-

териальных клеток.  

В FDA была направлена просьба дать разрешение на коммерческое использова-

ние рекомбинантного химозина при производстве сыров. Здесь было принято решение, 

что если рекомбинантный химозин идентичен природному ферменту, то дополнитель-

ное тестирование проводить не обязательно. Действительно, идентичность клониро-

ванного и природного генов химозина была подтверждена рестрикционным картирова-

нием, ДНК-гибридизацией и секвенированием ДНК. Рекомбинантный химозин обладал 

такой же молекулярной массой, что и природный очищенный химозин теленка и оди-
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наковой биологической активностью. Безопасность применения рекомбинантного хи-

мозина была доказана: а) отсутствием загрязнения препарата ДНК или клетками, б) не-

токсичностью для человека E. coli К-12, в) отсутствием негативных эффектов в опытах 

на животных. 

– В течение 1989–1990 гг. в США отмечалось резкое увеличение встречаемости 

обычно редкого синдрома эозинофилии-миалгии (СЭМ): изнурительные мышечные 

боли и даже смерть от спазма дыхательных путей. Оказалось, что большинство пациен-

тов с СЭМ принимали в больших количествах пищевую добавку с триптофаном, при-

чем ее производила одна и та же фирма. Ранее аналогичные пищевые добавки других 

фирм такого эффекта не давали. Оказалось, что все партии «некачественного» трипто-

фана были получены с помощью штамма генетически трансформированных бактерий, 

специально сконструированного для того, чтобы обеспечить сверхпродукцию трипто-

фана. Процесс получения триптофана и контроль качества продукции были аналогич-

ными, как и при использовании основного микробного продуцента. Была изменена 

лишь стадия очистки. Фирма посчитала это не существенным и не провела тестирова-

ния на безопасность препарата. При расследовании оказалось, что в продукте генетиче-

ски модифицированного штамма, кроме триптофана, присутствует 1-1'-этилен-

бис[триптофан]. Это вещество и индуцировало синдром СЭМ. Но в углубленных ис-

следованиях оказалось, что и сам триптофан в высоких дозах способствует развитию 

СЭМ. В связи с этим даже очищенный  

L-триптофан запрещен к использованию человеком в США. 

Это имеет и дополнительное следствие. Известно, что из 8 незаменимых амино-

кислот в растительных экстрактах содержится 7: отсутствует триптофан. Просто соз-

дать биологически полноценную пищевую добавку на основе растительных экстрактов 

с добавлением триптофана. Однако риск развития синдрома СЭМ привел к запрету та-

ких пищевых добавок во многих странах мира. 

– В конце первой трети ХХ века было установлено, что введение бычьего сома-

тотропина (БСТ) коровам повышает их удойность. Природный БСТ дорог, поэтому ген 

БСТ был клонирован в E. coli, синтезированный рекомбинантный БСТ выделен из бак-

териальных клеток и очищен. Его применение повысило удои коров на 25–30%. Реком-

бинантный БСТ был всесторонне проверен и FDA дала разрешение на его коммерче-

ское использование. Однако возникли две группы противников, которые пытались за-

блокировать положительное решение FDA: первая доказывала, что применение реком-

бинантного БСТ разорит многих мелких фермеров, вторая доказывала, что рекомби-

нантные гормоны могут вызывать развитие опухолей у человека. Эти экономические и 

социально-медицинские доводы не стали основанием для отмены лицензирования БСТ 

в США. Однако во многих других странах до сих пор существует временный запрет на 

продажу молока от коров, получающих рекомбинантный БСТ. 

2. Высвобождение организмов, полученных с помощью методов 

генной инженерии, в окружающую среду регулируется на основании жест-

ких правил, регламентирующих полевые испытания организмов. В на-

стоящее время за оценку заявок, предусматривающих контролируемое вы-

свобождение ГМО в окружающую среду, в США отвечают Агенство по 

охране окружающей среды и Министерство сельского хозяйства. Например, 

тестирование генетически модифицированного штамма микроорганизма Pseudomonas 

syringae, созданного для снижения уровня повреждения растений при заморозках. Ге-

нетическое модифицирование P. syringae включало удаление гена, который кодирует 

белок, ответственный за образование кристаллов льда. Тестирование должно было оп-
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ределить, способен ли модифицированный штамм при распылении на листьях растений 

предотвращать их повреждение при заморозках. Получая заявки на проведение полевых 

испытаний ГМО, NIH-RAC предпринимал такие же действия, как и для тестирования 

экспериментов с рекомбинантными ДНК, а именно: 

– заявки включались в Федеральный регистр США; 

– информация о них рассылалась 3000 заинтересованным лицам; 

– предложения рассматривала коллегия экспертов; 

– каждое предложение обсуждалось на открытых слушаниях; 

– параллельно заявки рассматривались и самим  NIH-RAC, а также Министерст-

вом сельского хозяйства США. 

NIH-RAC вынес положительное решение. Но в этот же день в суд был подан иск 

Фондом экономической политики, находящимся в оппозиции к генной инженерии, и 

решение NIH-RAC было блокировано. Тем самым было продемонстрировано, что, не-

смотря на научно обоснованное мнение NIH-RAC и заключение работающих в нем 

экспертов, существующие нормы, регулирующие полевые испытания ГМО, нельзя 

признать адекватными. Считали, что попадание генетически модифицированного орга-

низма в окружающую среду может иметь отдаленные последствия, поскольку живые 

микроорганизмы размножаются, персистируют и распространяются в окружающей 

среде и иногда передают свою генетическую информацию другим микроорганизмам. 

Некоторые критики утверждали, что генетически модифицированные организмы вы-

теснят существующие виды из их экологических ниш, что приведет к серьезным небла-

гоприятным изменениям в окружающей среде. Высказывалось опасение, что гены могут 

передаваться от ГМО природным штаммам, а значит, могут появиться (хотя и непреду-

мышленным путем) экологически опасные организмы. 

После сложной экспертизы Агенством по охране окружающей среды было вы-

дано разрешение на проведение полевых испытаний. Однако, местные жители, обеспо-

коенные высвобождением ГМО в окружающую среду в непосредственной близости от 

их домов, получили решение суда о временной приостановке таких испытаний. 

К настоящему времени установлено, что внесенные в окружающую среду ГМО 

не распространяются за пределы участка, где проводится тестирование, не персисти-

руют, не передают свои гены природным микроорганизмам и проявляют сходную био-

логическую активность как в лабораторных, так и в природных условиях. 

Испытания трансгенных рыб, млекопитающих требуют специальных условий для 

защиты окружающей среды. В отличие от этого испытания трансгенных растений менее 

строги. Законодательство различных стран существенно отличается. Так, в США трансген-

ные растения, несущие ген токсина Bacillus thuringiensis, в том числе кукуруза, соя, карто-

фель и хлопок, были утверждены к использованию всеми компетентными организациями. 

Но во Франции или на Филиппинах эти растения запрещены к использованию. 

3. Возможность генетического изменения человека всегда вызывала 

серьезные беспокойства. С методологической точки зрения генная инже-

нерия человека подразделяется на генную терапию соматических клеток и 

генную терапию клеток зародышевой линии. Поскольку генная терапия 

клеток зародышевой линии может оказать нежелательное воздействие на 

последующие поколения, в настоящее время она запрещена. В то же время 

генная терапия соматических клеток становится все более важным мето-

дом лечения различных заболеваний человека. 

4. После того как в 1997 г. удалось клонировать млекопитающее – 

овечку Долли, вопрос о клонировании человека будоражит биологов, ме-
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диков и общественность. В настоящее время все эксперименты по клони-

рованию человека в большинстве стран запрещены. 

Существуют ли правила для испытания химических продуктов, ре-

зультатов генно-инженерных экспериментов? 

Понятие о GMP, GLP и GCP. Для изучения фармакологической ак-

тивности химических веществ и безопасности их воздействия на человека 

используют правила GLP и GCP. 

1. Правила добротного и безопасного производства (GMP – Good Manu-

facturing Practice) включают требования к биотехнологическому производству. 

Здесь учитываются не только технологические процессы получения рекомби-

нантных белков и других продуктов, но и безопасность производства. 

2. Правила GLP. Начиная с 1976 года, когда в США были впервые 

предложены правила добротной лабораторной практики (Good Laboratory 

Practice – GLP), во многих странах происходит совершенствование техно-

логий доклинического испытания ксенобиотиков – потенциальных  ле-

карств и других биологически активных веществ. Основная цель GLP – 

обеспечение достоверности результатов доклинических испытаний при-

родных и синтетических ксенобиотиков, гарантирующих их безопасность 

для человека и животных. В 1992 году в России были приняты Правила 

доклинической оценки безопасности фармакологических средств (GLP, ЗВ 

64-126-91). Основные задачи Правил: 

– обеспечить высокое качество и надежность доклинических испы-

таний безопасности фармакологических средств; 

– создать современную и функционально-надежную административ-

ную структуру испытательного центра для выполнения доклиниче-

ских исследований в соответствии с международными требованиями; 

– разработать и внедрить в практику центра четкую документацию 

доклинических испытаний (протокол, стандарты на методы исследо-

ваний, форму регистрации данных и заключительного отчета); 

– определить требования к испытуемым веществам и эталонным 

препаратам; 

– обеспечить испытание стандартными биомоделями на животных и 

гарантировать необходимые условия их содержания, кормления, ис-

пользования в эксперименте и гуманное обращение; 

– создать службу качественной оценки проведенных испытаний, 

правила их контроля и выдачи заключения по результатам проверки. 

Сферой обязательного применения Правил являются: 

– доклинические испытания субстанций, безопасность которых оце-

нивается, должны явиться объектом применения Правил GLP; 

– изучение общетоксического действия (острая, подострая, хрониче-

ская токсичность, местное раздражающее действие, цитотоксичность); 

– оценка специфической токсичности (антигенность, тератогенность, 
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– мутагенность, канцерогенность, лекарственная зависимость); 

– исследование всасывания, распределения, выделения, метаболизма 

и биодоступности; 

– изучение фармакологического действия на основные функцио-

нальные системы организма. 

В Правилах рассматриваются: 

– административная структура испытательного центра или структур-

ного подразделения организации, проводящих доклиническую оцен-

ку безопасности фармакологических средств; 

– основные требования к экспериментально-биологической клинике; 

– основные правила содержания лабораторных животных; 

– требуемые характеристики испытуемых и контрольных веществ; 

– используемые приборы, оборудование и их метрологический контроль; 

– перечень обязательных стандартов на операции, проводимые в до-

клинических исследованиях;  

– требования к документации; 

– основные требования к объему доклинических испытаний. 

Изучение безопасности ксенобиотиков (новых оригинальных потен-

циальных лекарственных средств) проводится в полном объеме: общая 

токсичность (острая, подострая, хроническая, местное раздражающее дей-

ствие, цитотоксичность), специфическая токсичность (лекарственная зави-

симость, антигенность, тератогенность, мутагенность, канцерогенность), 

фармакокинетические исследования (всасывание, распределение, выделе-

ние, метаболизм, биодоступность), общефармакологическое действие и 

пирогенность инъекционных ксенобиотиков. 

3. Правила GCP. Правила проведения клинических испытаний хими-

ческих веществ – лекарственных средств (Good Clinical Practice – GCP) 

представляют собой международный этический и научный стандарт каче-

ства для планирования и проведения исследований на людях, а также до-

кументального оформления и представления их результатов. Требования 

данных правил должны соблюдаться при проведении клинических испы-

таний лекарственных средств, результаты которых  утверждаются государ-

ственными органами. 

Безопасность пищевых продуктов и пищевых ингредиентов, в том 

числе добавок, придающих продуктам специфический вкус и запах, дол-

жна быть гарантирована еще до получения лицензии, разрешающей их 

введение в товарооборот и подтверждающей, что такие продукты можно 

употреблять в пищу. Правила, регламентирующие проведение экспери-

ментов с рекомбинантными ДНК, были разработаны Национальными ин-

ститутами здравоохранения США в конце 70-х годов прошлого века и пе-

ресмотрены спустя 10 лет. В России с 1 июля 1999 г. вступило в силу по-

становление Министерства здравоохранения РФ «О порядке гигиениче-
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ской оценки и регистрации пищевой продукции, полученной из генетиче-

ски модифицированных источников». Согласно этому документу гигиени-

ческая экспертиза пищевых продуктов и продовольственного сырья, а так-

же компонентов (фрагментов) для их производства, полученных из генети-

чески модифицированных источников должна включать определение вно-

симой последовательности генов, маркерных генов антибиотиков, промо-

торов, стабильности генетически модифицированных организмов на про-

тяжении нескольких поколений, а также санитарно-химические показатели 

качества и безопасности, результаты токсикологических исследований на 

лабораторных животных, оценку аллергенных свойств продукта, возмож-

ных мутагенных, канцерогенных и тератогенных эффектов. Кроме этого, 

обязательна технологическая оценка пищевой продукции, полученной из 

генетически модифицированного сырья – органолептических свойств и 

физико-химических параметров. В Республике Беларусь аналогичные 

функции выполняет государственное предприятие «Республиканский 

центр экспертиз и испытаний в здравоохранении». Научные и практиче-

ские санитарно-гигиенические исследования ведет сеть областных цен-

тров, возглавляемая научно-исследовательским институтом. 

Патентование биотехнологических изобретений. Самая важная 

форма интеллектуальной собственности для биотехнологии – это изобре-

тение. Изобретение охраняется патентом, который представляет собой уза-

коненный документ, обеспечивающий исключительные права патентовла-

дельца на коммерческое использование изобретения. Более того, опираясь 

на формулу изобретения, защищенную патентом, патентовладелец имеет 

право разрабатывать другие продукты, которые могут быть получены на 

основе его изобретения. Конкуренты вынуждены покупать для этого права 

на использование изобретения. Патент – это общедоступный документ, ко-

торый содержит подробное описание изобретения и таким образом ин-

формирует третьи лица о сущности новшества и его ограничениях. 

Ключевым в признании генетически модифицированных микроорга-

низмов охраноспособными стало судебное решение, касающееся рекомби-

нантных бактерий, созданных А. Чакрабарти. В 1980 г. Верховный суд 

США постановил, что на бактерии, полученные в результате генетических 

манипуляций, может быть выдан патент. Традиционно патентуются мик-

роорганизмы; разработаны нормы, согласно которым селекционерам пре-

доставляются права на новые сорта растений; в США и Европе запатенто-

вана трансгенная мышь («онкомышь»), несущая активируемый ген, отве-

чающий за формирование опухоли; охраноспособными изобретениями 

считаются растения, полученные с помощью методов генной инженерии. 

 

 

ЛАБОРАТОРНЫЙ ПРАКТИКУМ 
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Работа 1. Введение в лабораторный практикум по генной инже-

нерии. 
Обычное оборудование для молекулярно-биологических исследований: автома-

тические микропипетки, наконечники для пипеток в штативах (автоклавированные и 

высушенные), настольная микроцентрифуга, микроцентрифужные пробирки Эппен-

дорф на 1,75 мл (стерилизованные в закрытом фольгой стакане из пирекса), измельчен-

ный лед, плавающий штатив из полистирола для пробирок типа Эппендорф, водяные 

бани для неподвижной инкубации, кипящая водяная баня, морозильники (-20˚С и -

80˚С), холодильник, термостаты, электронные весы, магнитные мешалки, миксер, пла-

стиковая одноразовая посуда (чашки Петри, пробирки, пипетки и пр.), средства защиты 

(одноразовые резиновые перчатки, халаты, маски, фартуки и пр.), стерильные боксы 

или ламинары, емкости с дезинфицирующим раствором для сбора отходов, контейнеры 

для сбора загрязненных бактериями или радионуклидами наконечников). 

Примеры антибиотиков, используемых при селекции бактерий 

Наименование E.coli, мкг/мл A.tumefaciens, 

мкг/мл 

Исходный 

раствор, мг/мл 

Растворитель 

Ампициллин 50,0 - 25,0 Вода 

Карбенициллин 100,0 100,0 50,0 Вода 

Канамицин 100,0 100,0 100,0 Вода 

Рифампицин 100,0 100,0 50,0 Метанол 

Тетрациклин 15,0 2,5 12,5 Этанол 

Стрептомицин 12,5 300,0 900,0 Вода 

Спектиномицин 50,0 100,0 50,0 Вода 

Цефотаксим - 250,0 250,0 Вода 

Все водорастворимые антибиотики стерилизуют фильтрованием (размер пор 

фильтра 0,22 мкм), а затем хранят в виде замороженных исходных растворов при -20˚С. 

Канамицин и карбенициллин относительно стабильны и часто могут сохраняться без 

разрушения до 1 мес при 4˚С. Рифампицин и тетрациклин следует взвесить в стериль-

ных пробирках и затем добавить необходимое количество метанола или этанола соот-

ветственно. После тщательного встряхивания антибиотики должны раствориться и 

также будут стерильны. Следует готовить такие количества растворов антибиотиков, 

которые следует расходовать за 2-3 недели. При комнатной и более высоких темпера-

турах и на свету многие антибиотики быстро разрушаются и теряют активность. Анти-

биотики можно добавлять непосредственно в жидкую среду или в расплавленную и ох-

лажденную (45-55˚С0 агаризованную твердую среду. 

Общие молекулярно-биологические рекомендации. 

Для полной уверенности в том, что ферментативные реакции происходят пред-

сказуемо и воспроизводимо, пробы не содержат примесей других, неспецифичных нук-

леиновых кислот и нужные молекулы ДНК не деградируют во время манипуляций, не-

обходим опыт практической работы. Источником значительных нуклеазных загрязне-

ний может быть кожа рук и, следовательно, необходимо принимать меры предосто-

рожности от возможного загрязнения. Назовем некоторые из них. 

- Растворы лучше хранить в посуде из пирексного стекла, так как натриевое 

стекло содержит выщелачиваемые примеси. 

- Стеклянные и термостойкие пластиковые пробирки моют хромпиком, замачи-

ваются и вымываются щеткой в присутствии детергента, тщательно ополаскиваются 

бидистиллированной водой, автоклавируются 15 мин при 121˚С и высушиваются перед 

использованием. 

- Супернатанты после центрифугирования бактериальных культур сливают в 

контейнеры с дезинфицирующим раствором. При повторном использовании загрязнен-
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ной пластиковой или стеклянной посуды перед мытьем ее следует замочить в дезинфи-

цирующем растворе или автоклавировать. Все многократно используемые приспособ-

ления, загрязненные в процессе контакта с суспензиями или экстрактами бактерий, пе-

ред повторным использованием следует простерилизовать. 

- Все стекло, предназначенное для манипуляций в непосредственном контакте с 

РНК-содержащими растворами, перед использованием, кроме описанной процедуры 

мытья, следует силиконировать и прогреть в суховоздушном шкафу при температуре 

180˚С в течение 2 ч. 

- Одноразовые пластиковые наконечники и микроцентрифужные пробирки пе-

ред использованием необходимо автоклавировать, высушить и перенести в штативы, 

используя при этом чистые одноразовые перчатки. 

- В течение всего времени работать за столом следует в сменных перчатках. 

- Для приготовления растворов следует использовать воду высокой чистоты, как 

минимум, деионизованную и дистиллированную. 

- Для приготовления растворов необходимо использовать реактивы по крайней 

мере квалификации ХЧ (analytical grade). 

- Во избежание перекрестных загрязнений и попадания РНКаз при взвешивании 

реактивов не следует пользоваться шпателями. 

- Большинство растворов перед хранением автоклавируют или стерилизуют 

фильтрованием. 

- Концентрированные растворы рестриктаз и других ферментов, модифицирую-

щих ДНК, следует хранить при -20˚С, а непосредственно перед употреблением перене-

сти в лед. Оставшиеся ферменты сразу же следует поместить в холодильник на -20˚С. 

- Для уверенности в точности и воспроизводимости используют автоматические 

пипетки, регулярно проверяя их точность и меняя наконечники перед каждой операци-

ей. 

- Два часто используемых вещества, фенол и бромистый этидий, чрезвычайно 

опасны, их необходимо применять очень осторожно. Пятно фенола, покрывающее уча-

сток кожи размером в две ладони, может быть опасным для жизни, поэтому важно все-

гда иметь под рукой раствор ПЭГ 3000/этанол (7:3, масса на объем), которым необхо-

димо сразу же обработать пораженную поверхность. Бромистый этидий является мута-

геном и его контактов с кожей следует избегать. 

Работа 1. Выделение небольших количеств ДНК с помощью 

СТАВ-буфера 
Реагенты и оборудование 

1. Однократный СТАВ-буфер для экстракции (50 мМ трис-НСl, рН 8,0; 0,7 М NaCl; 10 

мМ ЭДТА; 1%-ный СТАВ (масса на объем), 20 мМ 2-меркаптоэтанол). На 100 мл: 2,0 

М трис-НСl, рН 8,0 2,5 мл; 5,0 М NaCl 14 мл; 0,5 М ЭДТА 2,0 мл; СТАВ (Sigma H-5882) 

1,0 г; 2-Меркаптоэтанол (2-МЭ) 140 мкл. Раствор вначале следует приготовить без 2-

МЭ, избегая пенообразования, на подогреваемой мешалке, затем его автоклавируют и 

хранят при температуре выше 15˚С. Непосредственно перед использованием добавляют 

соответствующую аликвоту 2-МЭ. 

2. Однократный СТАВ-буфер для осаждения (50 мМ трис-НСl, рН 8,0; 10 мМ ЭДТА, 

1%-ный (масса на объем) СТАВ). На 100 мл: 2,0 М трис-НСl, рН 8,0 2,5 мл; 0,5 М 

ЭДТА 2,0 мл; СТАВ – готовят так же, как и для СТАВ-буфер для экстракции.  

3. 10%-ный СТАВ (10% масса на объем СТАВ, 0,7 М NaCl). На 100 мл: СТАВ 10,0 г; 

5,0 NaCl 14,0 мл. 

4. 1 М NaCl (стерильный). 

5. Стерильная дистиллированная вода. 

- Смесь хлороформ/октанол (24:1) в обычном стеклянном флаконе. 
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- Растворы спирта (100-, 85- и 65%-ный спирт). 

Ход выделения 

1. Взвешивают 0,1 г лиофилизированного каллуса или 0,07 г лиофилизированных ли-

стьев с удаленными главными жилками. Надев респиратор, растирают ткань с 0,3 г 

окиси аллюминия в небольшой ступке с пестиком (диаметром 9 см). 

2. Помещают растертую в порошок растительную ткань в пробирку Эппендорф. Добав-

ляют 600 мкл однократного СТАВ-буфера для экстракции и осторожно размешивают 

порошок пластмассовой мешалкой. Инкубируют 10-20 мин при 56˚С. Время от времени 

необходимо постукивать по дну пробирки, чтобы перемешивание проходило интенсив-

нее. 

3. Добавляют 600 мкл смеси хлороформ/октанол и эмульгируют встряхиванием. Цен-

трифугируют 2 мин в микроцентрифуге и переносят водную фазу (верхний слой) в чис-

тую пробирку Эппендорф. 

4. Промывают интерфазу, образованную денатурированным белком, в исходной про-

бирке 100 мкл однократного СТАВ-буфера для экстракции. Вновь центрифугируют, 

удаляют водную фазу и соединяют ее с первой. 

5. Добавляют 0,1 объема 10%-ного СТАВ (70 мкл) к собранной водной фазе и переме-

шивают. Повторяют экстракцию смесью хлороформ/октанол. 

6. Стараясь не захватить клеточный дебрис, переносят водную фазу в силиконирован-

ную центрифужную пробирку из пирекса либо в устойчивую к хлороформу пластмас-

совую пробирку. Добавляют равный объем СТАВ-буфера для осаждения (600 мкл), пе-

ремешивают и оставляют при комнатной температуре на 20 мин. 

7. Осаждают центрифугированием в настольной центрифуге (2000 g, 15 мин). Удаляют 

супернатант и высушивают осадок. Если осаждения не происходит, центрифугируют 

при больших скоростях в силиконированных пробирках. 

8. Вновь растворяют осадок нуклеиновая кислота-СТАВ в 400 мкл NaCl, при необхо-

димости нагревая его до 56˚С. Переносят раствор в стерильную пробирку Эппендорф. 

9. После окончательного растворения осадка добавляют два объема (800 мкл) этанола, 

перемешивают и оставляют при -70˚С (сухой лед/этанол) на 30 мин либо на ночь при -

20˚С. 

10. Осаждают выпавшие в осадок нуклеиновые кислоты в микроцентрифуге (2 мин) и 

промывают 1 мл 65%-ного этанола в течение 1 мин. Сливают этанол и промывают оса-

док еще два раза. Аналогичным образом промывают осадок 85%-ным этанолом. Если в 

какой-нибудь момент осадок взмутится, осаждают его в микроцентрифуге. 

11. Высушивают осадок в вакуумном эксикаторе и вновь растворяют нуклеиновые ки-

слоты в 85 мкл стерильной дистиллированной воды. Хранят при -20˚С. 

12. Определяют концентрацию ДНК путем реакции с дифениламином. Данный метод в 

зависимости от типа ткани дает выход от 50 до 200 мкг ДНК на 0,1 г лиофилизирован-

ного материала. 

 

Работа 2. Спектрофотометрическое определение суммарного со-

держания нуклеиновых кислот 

Принцип метода. В основе спектрофотометрического метода опреде-

ления суммарного содержания нуклеиновых кислот, разработанного  

А.С. Спириным, лежит экстракция их из биологического материала горя-

чей хлорной кислотой с последующим определением поглощения экстрак-

тов в ультрафиолетовой области спектра при 270 и 290 нм. 

РЕАКТИВЫ 

HСlO4, 0,2 н и 0,5 н растворы.  
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ХОД РАБОТЫ 

100–200 мг измельченной на холоду ткани помещают в центрифуж-

ную пробирку с 5–10 мл охлажденного 0,2 н раствора хлорной кислоты. 

Содержимое пробирки тщательно перемешивают и осадок отделяют цен-

трифугированием при 3000 g, 10 мин при охлаждении. Центрифугат отбра-

сывают и осадок повторно отмывают хлорной кислотой. Такая обработка 

необходима для удаления кислоторастворимых нуклеотидов. К осадку до-

бавляют 5–10 мл 0,5 н раствора хлорной кислоты и, закрыв пробирки 

пробками с воздушными холодильниками, нагревают их в кипящей водя-

ной бане 30 мин. Эта процедура необходима для количественной экстрак-

ции нуклеиновых кислот из исследуемой ткани и кислотного гидролиза. 

Гидролизаты охлаждают и центрифугируют. Осадок подвергают повтор-

ной экстракции 0,5 н раствором хлорной  кислоты. Гидролизаты объеди-

няют, учитывают объем и определяют поглощение на спектрофотометре 

при 270 и 290 нм против 0,5 н раствора хлорной кислоты. При необходи-

мости гидролизат разводят тем же раствором. Рассчитывают содержание 

фосфора нуклеиновых кислот в 1 мл исследуемого раствора по формуле:  

С мкг фосфора = А270 – А 290/0,19, где 0,19 – значение А (А270 – А290), которое 

имеет гидролизат нуклеиновых кислот, содержащий 1 мкг нуклеинового 

фосфора в 1 мл раствора. При дальнейших расчетах учитывают общий 

объем гидролизата и разведения. Для пересчета количества нуклеинового 

фосфора на количество нуклеиновых кислот пользуются пересчетным ко-

эффициентом  10,3: Смкг НК = Смкг фосфора  10,3. 

Примечание: для ориентировочного количественного определения 

нуклеиновых кислот в водных растворах используют измерение оптиче-

ской плотности при 260 нм. 

 

Работа 3. Количественное определение ДНК колориметрическим 

методом 

Принцип метода. Метод основан на способности дезоксирибозы, 

входящей в состав ДНК, давать синее окрашивание с дифениламиновым 

реактивом. 

РЕАКТИВЫ И ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ 

1. Дифениламиновый реактив, 1% раствор. 2. Водный раствор ДНК. 

ХОД РАБОТЫ 

1. В опытную пробирку наливают 1 мл водного раствора ДНК и 2 мл 

дифениламинового реактива. В контрольную пробирку наливают 1 мл дистил-

лированной воды и 2 мл дифениламинового реактива. Обе пробирки нагрева-

ют на кипящей водяной бане 10 мин. После охлаждения измеряют оптическую 

плотность при красном светофильтре (КФК, кюветы шириной 5 мм). При ис-

пользовании спектрофотометра оптическую плотность определяют при 600 

нм. 

2. Построение калибровочного графика. В три пробирки помещают 
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по 1 мл раствора ДНК с концентрациями 50, 100 и 200 мкг/мл соответ-

ственно. Добавляют в каждую пробирку по 2 мл дифениламинового реак-

тива и нагревают на кипящей водяной бане 10 мин. После охлаждения из-

меряют оптическую плотность. Калибровочный график строят, откладывая 

на оси абсцисс концентрации использованных растворов ДНК, а на оси ор-

динат значения оптической плотности. 

Примечание: специфичность реакции на ДНК подразумевает, что та-

кой способ определения в отличие от измерения при 260 нм, позволяет от-

личить РНК и ДНК. Таким образом, различие в содержании нуклеиновых 

кислот, определенное с помощью дифениламина и измерения оптической 

плотности при 260 нм позволяет установить содержание примеси РНК в 

препарате. 

 

Работа 4. Выделение тотальной РНК из растений. 
Главное внимание при выделении РНК должно быть сосредоточено на подавле-

нии активности рибонуклеаз: работать с автоклавированной посудой, высушенной при 

150˚С; работать в перчатках; РНК хранить в присутствии детергента либо под этанолом 

при низких температурах; использовать в работе вещества высокой степени очистки 

без признаков наличия РНКаз. 

Реагенты 

1. Буфер для растирания (6%-ный 4-аминосалицилат; 1%-ный триизопропилнафталин-

сульфонат (ТНС); 6%-ный фенол; 50 мМ трис-НСl, рН 8,4). 

2. Смесь фенол/хлороформ (50,0% фенола, 48,0% хлороформа, 2% изоамилового спир-

та, 0,1% 8-гидроксихинолина). Раствор следует готовить заново непосредственно перед 

употреблением. 

3. 4 М ацетат натрия, рН 6,0. 

4. Этанол (абсолютный). 

5. Стерильная дистиллированная вода (фильтруют через миллипоровый фильтр и авто-

клавируют). 

Ход выделения 

1. Быстро готовят необходимые навески свежего растительного материала массой 1-5 г 

и как можно быстрее замораживают после нарезания в жидком азоте. До использования 

хранят в жидком азоте. 

2. Добавляют 0,5 г окиси аллюминия к соответствующему количеству замороженного 

исходного материала (3 г культуры клеток или 10 г листьев) в предварительно охлаж-

денной ступке и растирают предварительно охлажденным пестиком в мелкий порошок. 

3. Добавляя по каплям (2 мл/г ткани) буфер для растирания, продолжают измельчение. 

Время от времени, чтобы ткань не оттаивала, добавляют жидкий азот. Тщательно рас-

тирают ткань и переносят ее в замороженном состоянии в колбу объемом 250 мл. 

4. Добавляют равный объем смеси фенол/хлороформ и дают смеси оттаять на льду. На-

дев защитные очки, периодически встряхивают колбу, чтобы измельченная в порошок 

ткань равномерно распределилась по всему объему. Когда гомогенат оттает, переносят 

его в две полиалломерные пробирки объемом 38 мл и перемешивают, переворачивая 

их. Разделяют фазы центрифугированием при 5000 об/мин в течение 10 мин при 4˚С. 

5. Стараясь не захватить выпавший в осадок белок интерфазы, переносят силикониро-

ванной пастеровской пипеткой водную фазу в новые пробирки и трижды повторяют 

экстракцию смесью фенол/хлороформ. 

6. Переносят аликвоты водной фазы объемом 7 мл в четыре пробирки из корекса объе-
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мом 30 мл, добавляют 4 М ацетат натрия (рН 6,0) до конечной концентрации 0,2 М и 

тщательно перемешивают. Добавляют 2,5 объема холодного (-20˚С) этанола, переме-

шивают, переворачивая пробирки, и собирают общий осадок нуклеиновых кислот цен-

трифугированием (10000 об/мин, 4˚С, 10 мин). Осадок должен быть белым; если он ок-

рашен, то для удаления примесей следует несколько раз переосадить его спиртом. Ос-

торожно сливают супернатант и тщательно растворяют осадок в минимальном объеме 

стерильной дистиллированной воды (не более 0,5 мл/г ткани). 

7. Добавляют 4 М ацетат натрия до конечной концентрации 3,0 М, тщательно переме-

шивают, помещают на 2-3 ч на лед и центрифугируют при 10000 об/мин при 4˚С 10 

мин, чтобы отделить РНК от ДНК. Если осадок не образуется, центрифугируют еще 20 

мин. Заново растворяют осадок РНК в минимальном объеме (200-1000 мкл) 0,2 М аце-

тата натрия и осаждают спиртом. 

8. Высушивают в эксикаторе осадок РНК и растворяют его в минимальном объеме (100 

мкл) дистиллированной воды. Разводят аликвоту тотального препарата РНК и опреде-

ляют концентрацию РНК на спектрофотометре (СФ 2000), измеряя оптическую плот-

ность между 200 и 300 нм (1,00 при 260 нм = 37 мкг/мл). По спектру образца можно су-

дить о чистоте препарата. Чистые препараты РНК имеют соотношение оптических 

плотностей при 260 нм и 280 нм около 2,0. 

9. Разводят раствор РНК водой до концентрации 5 мг/мл и хранят в замороженном со-

стоянии (-70˚С). 

 

Работа 5. Количественное определение РНК колориметрическим 

методом 

Принцип метода. Метод основан на цветной реакции орцинового ре-

актива с пентозой, входящей в состав РНК. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛ 

1. Орциновый реактив (50 мг FeCl3 6Н2О растворяют в 250 мл кон-

центрированной HCl и перед опытом к нужному количеству этого раствора 

добавляют орцин из расчета 4,76 мг/мл). 2. Водный раствор РНК. 

ХОД РАБОТЫ 

1. В опытную пробирку помещают 1 мл раствора РНК и 1 мл орци-

нового реактива. В контрольную пробирку помещают 1 мл дистиллиро-

ванной воды и 1 мл орцинового реактива. Обе пробирки помещают в ки-

пящую водяную баню на 20 мин. После охлаждения измеряют оптическую 

плотность при красном светофильтре. 

2. В три пробирки наливают по 1 мл раствора РНК с концентрациями 

50, 100 и 200 мкг/мл и по 1 мл орцинового реактива. Пробы нагревают на 

кипящей водяной бане 20 мин. После охлаждения измеряют оптическую 

плотность проб при красном светофильтре. Построение калибровочного 

графика аналогично предыдущей работе. 

 

Работа 6. Электрофорез ДНК 
Для разделения фрагментов ДНК обычно используют агарозные или полиакри-

ламидные гели. Наиболее распространенные буферные системы приведены в таблице: 

Буфер Состав концентрированного буфера 

ТАЕ 50 × 242 г трис, 57,1 мл ледяной уксусной кислоты и 18,6 г ЭДТА 
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ТБЕ 10 × 108 г трис, 55 г борной кислоты и 9,3 г ЭДТА 

Величина рН буфера может варьировать от 7,5 до 8,5, что практически не сказы-

вается на качестве разделения. 

А. Электрофорез в агарозных гелях 

Агарозные гели, как правило, применяют для разделения ДНК размером  более 1 

т.п.н. В таблице приведен диапазон эффективного разделения линейных молекул ДНК 

при различных концентрациях агарозного геля: 

% геля Диапазон (т.п.н.) 

0,3 60-5 

0,6 20-1 

0,7 10-0,8 

0,9 7-0,5 

1,2 6-0,4 

1,5 4-0,2 

2,0 3-0,1 

Эффективность разделения в агарозном геле не зависит от состава ДНК и тем-

пературы. Обычно электрофорез ведут при комнатной температуре. Большое значение 

имеет напряженность электрического поля, с увеличением которой понижается эффек-

тивность разделения. Для достижения максимальной эффективности разделения фраг-

ментов ДНК напряженность не должна превышать 5 вольт на см геля. 

Конформация ДНК. Суперскручивание, кольцевая и линейная молекулы ДНК 

имеют различную подвижность в агарозных гелях. Их относительная подвижность за-

висит от концентрации геля, напряженности поля, ионной силы буфера. Обычно мак-

симальную подвижность имеет суперскрученная форма, затем линейная, а минималь-

ную – кольцевая. 

 

ПРИГОТОВЛЕНИЕ АГАРОЗНОГО ГЕЛЯ 

1. Смешивают необходимые количества агарозы, концентрированного элек-

тродного буфера и воды (для агарозных гелей обычно используют ТАЕ, но можно ис-

пользовать и ТБЕ). 

2. Нагревают на водяной бане или на плитке при постоянном перемешивании до 

полного растворения агарозы. 

3. Охлаждают раствор приблизительно до 50˚С (температура, которую терпит 

рука). На этом этапе можно добавить хлористый этидий до концентрации 0,5 мкг/мл. В 

этом случае не надо окрашивать гель после проведения электрофореза. 

4. Приготавливают ванночку для заливки геля и устанавливают в ней гребенку 

для формирования карманов таким образом, чтобы между зубьями гребенки и дном 

ванночки остался просвет около 1 мм. 

5. Заливают расплав геля в ванночку и оставьте до полной полимеризации геля. 

6. Аккуратно вынимают гребенку и переносят гель в камеру для электрофореза. 

7. Заливают в камеру электродный буфер так, чтобы слой буфера над гелем был 

около 1 мм. В буфер можно добавить бромистый этидий до концентрации 0,5 мкг/мл. 

8. Добавляют в анализируемые образцы 1/10 объема раствора, содержащего 50% 

глицерин, 0,2% бромфеноловый синий и/или ксиленцианол, тщательно перемешивают 

и наносят в капманы. 

9. Подают необходимое напряжение на электроды. ДНК движется от (-) к (+). 

Б. ЭЛЕКТРОФОРЕЗ ДНК В ПОЛИАКРИЛАМИДНЫХ ГЕЛЯХ (ПААГ) 

Для разделения фрагментов ДНК длиной менее 1 т.п.н. используют ПААГ 2-х 

типов: нативный (без мочевины) для разделения двухцепочечных фрагментов и денату-

рирующий, содержащий 6-8 М мочевину, - для разделения одноцепочечных фрагмен-
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тов. 

В таблице приведен диапазон эффективного разделения фрагментов ДНК при 

различных концентрациях геля: 

% акриламида Нативный ПААГ, п.н. Денатурирующий ПААГ, п.н. 

3,5 100-1000 - 

4 - 200 

5 80-500 80-200 

8 60-400 40-100 

12 40-200 10-50 

20 10-100 20 

Подвижность фрагментов ДНК в денатурирующем ПААГ зависит от их состава. 

Напряжение, при котором ведется электрофорез, не имеет принципиального значения. 

При проведении электрофореза в нативных условиях следят за тем, чтобы гель не пере-

гревался, т.к. это может привести к плавлению цепей низкомолекулярных фрагментов. 

При проведении электрофореза в денатурирующих условиях разогрев геля даже жела-

телен, но чрезмерно большой ток может привести к искривлению фронта и растрески-

ванию стекла. 

Подвижность ДНК в ПААГ. О разделении фрагментов в ПААГ можно судить по 

положению маркерных красителей. В таблице приведены размеры ДНК, мигрирующие 

с красителями в ПААГ различной концентрации: 

% Нативный ПААГ Денатурирующий ПААГ 

ВР ХС ВР ХС 

3,5 100 460   

5 65 260 35 130 

6   26 106 

8 45 160 19 70-80 

10   12 55 

12 20 70   

20 12 45 8 28 

Разделяющая способность ПААГ довольно высока. На 1 мм
2
 площадикармана 

может быть нанесено до 0,1 мкг ДНК. 

ПРИГОТОВЛЕНИЕ ПААГ 

1. Для ПААГ используют ТБЕ-буфер. 

2. Раствор мономеров: обычно готовят 30% или 40% раствлр с соотношени-

ем АА(акриламид)/бисАА(бисакриламид)=30/1. Раствор хранится длительное время 

при 4˚С. 

Компонент 30% раствор 40% раствор 

Акриламид 29 г 38,7 г 

Метиленбисакриламид 1 г 1,3 г 

Вода До 100 мл До 100 мл 

Примечание: акриламид токсичен, следует работать в перчатках 

3. Готовят 10% водный раствор персульфата аммония (ПСА). ПСА быстро 

разлагается в водных растворах. Для приготовления раствора необходимо брать не об-

водненные партии кристаллического ПСА. Раствор хранится при 4˚С не более недели. 

Для приготовления нативного ПААГ следует рассчитать и смешать необходи-

мое количество раствора мономеров, концентрированного электродного буфера и воды. 

Добавляют 1/100-1/500 объема 10% ПСА. Фильтруют раствор под вакуумом через ват-

ман или стеклянный фильтр типа GF/A, GF/B, GF/C. 

Для приготовления денатурирующего ПААГ проводят аналогичный расчет, 
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смешивают необходимое количество мочевины (конечная концентрация в геле должна 

быть 6-8 М), мономеров и воды. Для деионизации мономеров и мочевины добавляют 

смесь ионообменных смол типа Amberlite. Оставляют при постоянном перемешивании 

на 0,5-1 час при комнатной температуре. Фильтруют под вакуумом необходимое коли-

чество концентрированного электродного буфера, затем раствор мономеров с мочеви-

ной. К фильтрату добавляют 1/100-1/500 объема 10% ПСА. 

ПОЛИМЕРИЗАЦИЯ ГЕЛЯ 

1. Для полимеризации геля добавляют ТЕМЕД из расчета 30 мкл на 100 мл геля. 

Быстро перемешивают и заливают без пузырей между заранее приготовленными стек-

лами. Метод заливки геля не имеет принципиального значения и различается в разных 

лабораториях. 

2. Вставляют гребенку для формирования карманов и оставляют до полимериза-

ции геля, которая обычно происходит за 5-15 мин, но не более часа. 

3. Вынимают гребенку, от остатков незаполимеризовавшегося акриламида не-

медленно промывают карманы дистиллированной водой. 

4. Устанавливают гель в камеру для электрофореза, заполненную ТВЕ буфером, 

и подают напряжение на электроды. 

5. Проводят преэлектрофорез (1 час или более). 

6. По окончании преэлектрофореза промывают карманы, наносят образцы и по-

дают напряжение на электроды. 

ПРИГОТОВЛЕНИЕ ОБРАЗЦОВ 

1. При проведении электрофореза в денатурирующих условиях растворяют об-

разец в 90% формамиде, содержащем 0,02% маркерных красок. Прогревают на кипя-

щей бане 1 мин, быстро охлаждают, после чего наносят на гель. 

2. При проведении электрофореза в нативных условиях добавляют к образцу 

1/10 объема раствора, содержащего 50% глицерин, 0,2% бромфеноловый синий и/или 

ксиленцианол, перемешивают и наносят на гель. 

 

Работа 6. Гидролиз ДНК эндонуклеазами рестрикции 
РАСЧЕТ КОЛИЧЕСТВА ФЕРМЕНТА 

Обычно активность ферментов выражают в относительных единицах, где за 1 

ед. принято количество фермента, необходимое для полного гидролиза 1 мкг ДНК фага 

λ в течение 1 часа при 37˚С. Поскольку размер фага λ известен, можно, зная количество 

сайтов рестрикции для той или иной рестриктазы выразить активность фермента в мо-

лях сайтов за час и, исходя из этой величины, рассчитать количество фермента, необ-

ходимое для гидролиза какой-либо иной ДНК, отличной от ДНК фага λ.  

Пример: Bam HI  

ДНК 48,5 т.п.н.  - 5 сайтов  

ДНК pBR322 4,3 т.п.н. - 1 сайт  

Количество фермента, необходимое для гидролиза 1 мкг pBR322 в течение 1 ча-

са при 37˚С будет равно (48,5 × 1):(4,3 ×5)=2,3 ед.  

Не стоит брать большой избыток фермента, так как практически любой из них 

загрязнен другими экзо- и/или эндонуклеазами. Поэтому добавление в реакционную 

смесь большого избытка фермента приводит лишь к неоправданному увеличению сте-

пени деградации препарата ДНК. 

Ферменты непосредственно перед использованием можно разбавлять реакцион-

ным буферным раствором. Если предполагается длительное хранение разбавленного 

препарата, для разбавления используют буфер хранения, содержащий 100 мкг/мл бычь-

его сывороточного альбумина, свободного от нуклеаз. 

УСЛОВИЯ РЕСТРИКЦИИ 
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Обычно реакционная смесь содержит 0,1-5 мкг ДНК в объеме 10-50 мкл. Реак-

цию проводят в оптимальном для данной рестриктазы буфере. Несмотря на разнообра-

зие рестриктаз, для большинства из них можно использовать один из трех, приведен-

ных в таблице: 

Буфер NaCl  Tris-HCl MgCl2 2-меркапто-

этанол 

Low 0 10 ммоль 10 ммоль 5 ммоль 

Medium 50 ммоль 10 ммоль 10 ммоль 5 ммоль 

High 100 ммоль 50 ммоль 10 ммоль 5 ммоль 

 

ПРОВЕДЕНИЕ РЕАКЦИИ 

Реакцию обычно проводят в пластиковых пробирках объемом 0,5-1,5 мл. Боль-

шое количество реакций удобно проводить в титровальных платах, однако в этом слу-

чае надо по возможности свести к минимуму испарение воды из реакционных смесей. 

1. В пробирку с ДНК добавляют стерильной дистиллированной воды или ТЕ до 

объема 18 мкл. 

2. Добавляют 2 мкл десятикратного буфера рестрикции и перемешивают. 

3. Добавляют необходимое количество фермента и быстро перемешивают. 

4. Помещают пробирку в термостат и инкубируют необходимое время. 

5. Останавливают реакцию добавлением ЭДТА до концентрации 10 ммоль. 

Следует помнить, что рестриктазы быстро инактивируются при комнатной тем-

пературе. Хранят ферменты в морозильной камере. Вынув фермент из холодильника, 

немедленно ставят его в лед. Отбирать фермент необходимо новым или, в крайнем слу-

чае, автоклавированным наконечником. Объем добавляемого фермента не должен быть 

больше 1/10 объема реакционной смеси, так как в противном случае реакция может ин-

гибироваться глицерином. 
ПРИМЕНЕНИЕ ОБРАБОТКИ РЕСТРИКТАЗАМИ ДНК И 

ЭЛЕКТРОФОРЕЗА 

1. Обрабатывают образец ДНК определенными рестриктазами. 

2. ДНК разделяют путем электрофореза в агарозном геле. 

3. Перенос (блоттинг) разделенных фрагментов ДНК на соответст-

вующий фильтр. 

Впервые метод блоттинга и гибридизации описан Саузерном для 

изучения организации последовательностей ДНК после их разделения с 

помощью гель-электрофореза. Процедура подразделяется на два этапа. 

Первый этап – перенос разделенных фрагментов ДНК на нитроцеллюлоз-

ную (в последующих модификациях – на найлоновую) мембрану, осуще-

ствляемый под действием капиллярных сил (в последующих модификаци-

ях посредством электропереноса) таким образом, чтобы относительное по-

ложение каждой молекулы ДНК осталось неизменным. Второй этап - гиб-

ридизация связанной ДНК с пробами, меченными изотопами (комплемен-

тарной ДНК, зондом), для выявления определенных последовательностей 

ДНК.  

Анализ ДНК по Саузерну включает в себя апуринизацию, денатура-

цию и нейтрализацию ДНК внутри геля с последующим переносом и свя-

зыванием нуклеиновой кислоты с мембраной. Далее мембрану инкубиру-

ют с одноцепочечной пробой ДНК, меченной радиоактивным изотопом. 
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После отмывания выявляют гибридизовавшиеся гомологичные фрагменты 

ДНК путем авторадиографии с использованием рентгеновской пленки.  

 

Работа 7. Определение концентрации общего белка в сыворотке 

(плазме) крови биуретовым методом (набор НТК «Анализ-Х») – УИРС 

Диагностическое значение и принцип метода. Значение концентра-

ции общего белка в сыворотке крови практически здоровых людей состав-

ляют: у взрослых 65–85 г/л, у детей до 6 лет – 56–85 г/л, у новорожденных – 

53–89 г/л.  

Из колориметрических методов количественного определения белка 

особого внимания заслуживает биуретовый метод, основанный на биуре-

товой реакции.  

Принцип: в щелочной среде ионы меди образуют с белками ком-

плексы фиолетового цвета. Интенсивность окрашивания в определенных 

пределах пропорциональна концентрации белка. Содержание белка уста-

навливается по интенсивности светопоглощения при 540–560 нм фотомет-

рически. Для расчета количества белка в исследуемом растворе необходи-

мо пользоваться калибровочным графиком, построенным по стандартным 

растворам белка.  

СОСТАВ НАБОРА 

1. Биуретовый реактив (3 флакона по 3,5 г). Приготовление раствора биу-

ретового реактива: содержимое одного флакона растворить в 250 мл 

дистиллированной воды. Раствор хранится в холодильнике 7 суток. 

2. Стандарт белка (раствор или лиофилизат). 

3. В лаборатории биуретовый реактив можно приготовить по прописи: 

растворить 0,15 г CuSO4 5Н2О и 0,6 г NaKC4Н4О6 4Н2О (винно-кислый 

натрий-калий, или сегнетова соль) в 50 мл воды при энергичном пере-

мешивании, добавляют 30 мл 10% раствора NaOH и 0,1 г KJ и доводят 

раствор до объема 100 мл. 

ХОД РАБОТЫ 

В пробирки помещают 0,05 мл сыворотки крови и 2,5 мл биуретово-

го реактива, тщательно перемешивают, избегая образования пены. Через 

30 мин измеряют оптическую плотность на КФК в кювете с толщиной слоя 

5 мм при длине волны 540–560 нм (зеленый светофильтр) против холостой 

пробы. Холостую пробу ставят также, как опытную, но вместо сыворотки 

добавляют 0,05 мл физиологического раствора. Расчет ведут по калибро-

вочной кривой. Для построения калибровочной кривой готовят ряд разве-

дений стандартного раствора белка, как указано в таблице: 

 

№ 

п/п 

Стандартный раствор 

белка (мл) 

0,9% раствор 

хлорида натрия (мл) 

Содержание белка 

(г/л) 

1 0,2 0,3 0,4  А 

2 0,3 0,2 0,6  А 
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3 0,4 0,1 0,8  А 

4 Осн. станд. раствор – Осн. станд. раствор 

А – концентрация стандартного раствора белка, указанная на флаконе. 

Из каждого разведения необходимо взять по 0,05 мл и обработать 

как пробу. Через 30–60 мин измеряют  оптическую плотность против холо-

стой пробы. По полученным данным строят калибровочный график. Вы-

числяют факторы пересчета делением концентраций стандартных раство-

ров на экстинкцию (оптическую плотность). Выводят средний фактор (F). 

Расчет ведут по формуле: Соп=Еоп F, где Соп – концентрация белка в 

пробе, F – усредненный фактор. При содержании белка в сыворотке боль-

ше 100 г/л, сыворотку разводят физиологическим раствором, а результат 

умножают на разведение.  

 

Работа 8. Определение концентрации белка по Брэдфорду – УИРС 

Раствор для определения: 100 мг кумасси синего G-250 растворяют в 

50 мл 95% этанола и 100 мл 85% (вес на объем) фосфорной кислоты, затем 

доводят до 1 л дистиллированной водой. Раствор оставляют на ночь и за-

тем фильтруют. 

Для каждого определения используют компоненты в следующем со-

отношении: образец – 100 мкл, дистиллированная вода – 1 мл, раствор для 

определения – 1 мл. Определяют поглощение пробы при 595 нм. Строят 

калибровочную кривую, используя бычий сывороточный альбумин в кон-

центрации от 0 до 100 мкг. 
 

Работа 9. Электрофорез белков (УИРС) 
Принцип метода. Белковые молекулы в растворе имеют определенный 

заряд, который определяется наличием функциональных групп радикалов 

аминокислотных остатков, способных к электролитической диссоциации. За-

ряженные частицы белка в электрическом поле перемещаются к катоду или 

аноду в зависимости от знака их заряда (электрофорез). Мерой электрофоре-

тической подвижности частиц белков является скорость ее движения (см/с) 

при напряжении электрического поля 1 В/см
2
. 

Существует три типа электрофоретических систем: электрофорез по Тизелиусу (с 

подвижной границей); зональный электрофорез (например, в среде с капиллярной струк-

турой); стационарный электрофорез (изоэлектрическое фокусирование, изотахофорез). В 

медицинской и фармацевтической практике чаще применяется зональный электрофорез на 

фильтровальной бумаге, пленке из ацетатцеллюлозы, агаровом, агарозном, крахмальном 

или полиакриламидном гелях. Электрофорез белков сыворотки крови ведут в буферной 

среде с рН 8,6, когда молекулы белка и липопротеинов заряжаются отрицательно и дви-

жутся к аноду. После завершения электрофоретического разделения электрофореграммы 

фиксируются и окрашиваются. Затем производят визуальную и денситометрическую 

оценку разделения белков. Для окраски различных белков на электрофореграммах исполь-

зуют специальные красители, часть из которых представлена в таблице (по Ю. Киселев-

скому и соавт., 1999). 
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Определяемый  

белок 
Краситель Среда разделения 

Белки сыворотки 

Ponceau S, Amido Black, 

Coomassi Blue R-250, Col-

loidal Gold 

Ацетат целлюлозы, агароза, 

ПВДФмембрана, полиакри-

ламид и др. 

Липопротеины Oil Red O, Sudan Black То же 

Гемоглобин 
SilverStain, o-Dianisidin, 

Ferrocyanide, Peroxide 
То же 

ЛДГ – 1, 2, 3, 4, 5 
Флюоресценция НАДН, 

Тетразолий 
Агароза 

Креатинкиназа 

ММ, МВ,ВВ 

Флюоресценция НАДФН, 

тетразолий 
Агароза 

Щелочная фосфатаза 

1-нафтилфосфат, Fast blue 

B, 5-бром-4-хлор 

индолил фосфат 

Полиакриламид, ацетат цел-

люлозы, агароза 

Иммуноглобулины 
Amido Black, Coomassi Blue 

R-250 
Агароза 

 

В результате электрофоретического разделения белков сыворотки крови выде-

ляют 5–6 фракций, состав которых представлен в таблице  

(по Ю. Киселевскому, 1999). 

Зона Главные белки зоны Другие белки зоны 

Альбумина Альбумин 
Преальбумин (транспорт ти-

роксина) 

1-глобулина 
-ЛП (ЛПВП), 1-

антитрипсин 

1-антихимотрипсин, 

1-кислый гликопротеин 

1- 2 зона 
 Тироглобулин, церулоплаз-

мин 

2-глобулина 
2-макроглобулин, 

гаптоглобин 

Гемопектин, 

антитромбин, 

С1-эстеразы ингибитор 

1-глобулина 
Трансферрин, -ЛП 

(ЛПНП) 

С4-комплемент 

2-глобулина С3-комплемент 
2-микроглобулин, 

пропердин 

2-  (ф) зона Фибриноген плазмы С-реактивный белок 

-глобулина IgA, IgM, IgG IgD, IgE, легкие цепи Ig 

 

В Республике Беларусь ЗАО «SOLAR» создан комплекс для клини-

ческого электрофореза, который включает электрофоретическую камеру 

EC2120, источник постоянного тока РЕ2120, сканирующий денситометр 

DM2120. Эти три компонента являются необходимыми элементами для 

проведения электрофоретического исследования различных белков. Фирма 

«Кормэй ДиАна» поставляет аналогичный комплект приборов, а также 

агарозные гели и наборы реагентов для определения методом электрофо-

реза белков сыворотки крови и мочи, спектра липопротеинов, аполипопро-

теинов, иммуноглобулинов, гемоглобинов и изоферментов лактатдегидро-
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геназы и креатинфосфокиназы. 

Для иллюстрации приводится описание метода разделения липопро-

теинов методом электрофореза (набор CORMAY GEL LIPO+Lp(a) 100). 

Такой набор служит для проведения анализа 100 образцов сыворотки крови. 

РЕАГЕНТЫ И ОБОРУДОВАНИЕ 

1. Электрофоретические пластинки с агарозой – 10 шт. 2. Концен-

трированный вероналовый буфер – 3 упаковки по 75 мл. 3. Концентриро-

ванный краситель (судан черный) – 21 мл. 4. Фольга для нанесения проб – 

10 шт. 5. Бумажные полоски – 20 шт. 

ПРИГОТОВЛЕНИЕ РЕАГЕНТОВ 

1. Буфер: содержимое одного флакона концентрированного буфера 

разбавить дистиллированной водой до 1 л. 2. Краситель: в сосуд с 160 мл 

этанола медленно добавить при энергичном перемешивании 2 мл концент-

рированного раствора красителя и 140 мл дистиллированной воды.  

3. Обесцвечиватель: 45% раствор этанола. 

 

ХОД РАБОТЫ 

На пластинку для электрофореза к месту нанесения проб приложить 

фольгу для нанесения проб. В каждый вырез фольги нанести пробы сыво-

ротки по 2 мкл. Через 10 мин снять фольгу, а пластинку поместить в каме-

ру для электрофореза (сыворотка нанесена со стороны катода). Закрыть 

камеру крышкой и проводить электрофорез при напряжении 50В 90 мин. 

Затем извлеченные пластины высушить в струе теплого воздуха или в су-

шильном шкафу при 70–80 С. Пластинку погрузить в сосуд с красителем 

на 15 мин и через 5 мин обесцвечивать в 45%-м растворе этанола, промыть 

дистиллированной водой и высушить. Оценить электрофореграммы визу-

ально и затем с помощью денситометра. Фракция Lp(a) располагается ме-

жду -ЛП и пре- -ЛП. 

УКАЗАНИЯ К ОФОРМЛЕНИЮ ЛАБОРАТОРНОЙ РАБОТЫ 

В протоколе отметить принцип метода, диагностическое значение; 

ход работы оформить в виде таблиц. Сделайте вывод о содержании общего 

белка и его фракций (фракций липопротеинов) в исследуемом материале.  

 

Работа 10. Определение белка методом вестерн-блотинга. 
Вестерн-блотинг – это метод иммунологического выявления электрофоретиче-

ски разделенных антигенов, связанных с твердой подложкой. В качестве подложки ис-

пользуют нитроцеллюлозный фильтр. Разделение обычно проводят методом электро-

фореза в полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата натрия. Такая систе-

ма позволяет разделить белки по их молекулярноц массе, что повышает ценность мето-

да. Кроме определения массы вестерн-блоттинг можно использовать для выявления ан-

тигена в изучаемом препарате белка; кроме того, можно определить его относительное 

содержание, а также выяснить, подвержен ли этот белок распаду.  

После электрофоретического разделения белки переносят на нитроцеллюлозный 

фильтр путем электроблоттинга, при этом они прочно связываются с нитроцеллюлоз-
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ной основой. Затем весь фильтр инкубируют в растворе с высокой концентрацией бел-

ка (обычно это бычий сывороточный альбумин, а недавно стали использовать сухое 

молоко), чтобы блокировать неспецифическое связывание молекул антител. После это-

го фильтр инкубируют со специфическими антителами, которые связываются с соот-

ветствующими иммобилизованными антигенами. Образовавшийся комплекс антиген-

антитело можно выявить каким-либо методом (использование меченых специфических 

антииммуноглобулинов). 

Вестерн-блоттинг – это исключительно чувствительный аналитический метод. С 

его помощью в грубом белковом экстракте можно выявить до 50 нг антигена. 

 

Работа 11. Исследование активности амилазы в сыворотке крови 

и моче по методу Каравея со стойким крахмальным субстратом 

«Амилаза СКС» – набор НТК «Анализ Х» (УИРС)  

Принцип метода. Метод основан на колориметрическом определе-

нии концентрации крахмала до и после его ферментативного гидролиза. В 

качестве рабочего раствора используется 0,01 н раствор йода. 

Диагностическое значение. -Амилаза (диастаза, -1,4-глюкан-4-

глюканогидролаза; КФ 3.2.1.1) – фермент, осуществляющий расщепление 

полисахаридов (крахмала, гликогена) до декстринов и мальтозы. Наиболее 

богаты амилазой поджелудочная и слюнные железы. Амилаза секретиру-

ется в кровь главным образом из этих органов. Плазма крови человека со-

держит -амилазы двух типов: панкреатическую (р-тип), вырабатываемую 

поджелудочной железой, и слюнную (s-тип), продуцируемую слюнными 

железами.  

Нормальные показатели активности фермента для сыворотки крови – 

16–30 г/(ч л), в моче – 28–160 г/(ч л) (в среднем – 107 5,1 г/(ч л).   

РЕАКТИВЫ (СОСТАВ НАБОРА), ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ 

1. Раствор Люголя (0,1 н раствор йода) – 20 мл. 

2. Крахмал растворимый – 0,08 г. 

3. Консервант (натрий фосфорно-кислый двузамещенный – 5,32 г, 

бензойная кислота – 1,72 г). 

4. Сыворотка крови или моча. 

Приготовление рабочих растворов. 

1. Раствор Люголя перед использованием разбавляют в 10 раз дис-

тиллированной водой и получают 0,01 н рабочий раствор йода. 

2. Приготовление стойкого крахмального субстрата: 

2.1. В стакан вносят консервант, растворяют в 100–150 мл дистиллиро-

ванной воды и нагревают до бурного кипения раствора. 

2.2. Во флакон с крахмалом вносят 10–15 мл холодной дистиллирован-

ной воды, взбалтывают и выливают в кипящий раствор консерванта. 

Ополаскивают флакон из-под крахмала еще раз холодной дистилли-

рованной водой и выливают в кипящий раствор консерванта. 

Раствор кипятят не менее 1 мин, затем после осаждения раствор пе-

реносят в мерную колбу на 200 мл, доводят дистиллированной водой до 
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метки и тщательно перемешивают. Концентрация полученного раствора по 

крахмалу составляет 0,40 г/л. 

ХОД РАБОТЫ 

Реактивы Опыт  Контроль 

Раствор крахмала,  мл 1,0 1,0 

 Инкубировать 37 С 5 мин  

Сыворотка крови (моча), мл 0,02 – 

 Инкубировать 37 С  5 мин  

Рабочий раствор йода, мл 1,0 1,0 

Дистиллированная вода, мл 8,0 8,0 

Сыворотка крови (моча), мл – 0,02 

 

Пробирки встряхивают и растворы фотометрируют против воды в 

кюветах шириной 10  мм на КФК при красном светофильтре (630–690 нм) 

Расчет активности -амилазы в г расщепленного крахмала на 1 л сы-

воротки за 1 час инкубации при 37 С произвести по формуле: 

где Е к.пр. – экстинкция контроль-

ной пробы; Е оп.пр. – экстинкция 

опытной пробы. 

Примечание: при повышенной 

активности фермента сыворотку или мочу разводят дистиллированной во-

дой в 5–10 раз, т.к. субстрата может быть недостаточно (об этом свиде-

тельствует почти исчезнувшее окрашивание в опытной пробе). Разведение 

учитывают при расчете активности фермента.  

 

Работа 12. Определение активности амилазы крови с помощью 

метода «сухой химии» в сочетании с рефлометрией 

Под «сухой» химией понимается процедура, когда реагенты, необхо-

димые для химического анализа, наносятся в определенных пропорциях на 

бумагу или пленку, высушиваются и стабилизируются. После введения 

точного объема образца крови, сыворотки или плазмы реагенты вновь ак-

тивируются и химическая реакция протекает так же, как и в «жидкой» хи-

мии. Изменения окраски продуктов реакции регистрируются с помощью 

отражательного фотометра (рефлектофотометра, рефлотрона). Таким обра-

зом, для реализации метода «сухой» химии необходимы два основных 

компонента системы: тест-полоски и рефлотрон.  

Тест-полоски имеют довольно сложное строение. В верхней части 

полоски находится многослойная структура, причем наружный слой со-

стоит из стекловолокна. Здесь происходит отделение сыворотки крови от 

форменных элементов. Сыворотка распределяется равномерно и проникает 

в следующие слои, содержащие химические реагенты. Эти реагенты отде-

лены друг от друга и стабилизированы в сухой форме. Благодаря этому 
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тест-полоски могут храниться до года при комнатной температуре. По ме-

ре проникновения сыворотки крови через слои реагентов осуществляется 

заданная химическая реакция. Измерение интенсивности возникшей окра-

ски осуществляется в рефлотроне и результат представляется в избранных 

единицах на табло. В нижней части тест-полоски находится магнитная 

лента. Она содержит информацию для управления рефлотроном: название 

измеряемого параметра, время отделения плазмы, время протекания реак-

ции, длина волн света для регистрации, факторы пересчета, единицы изме-

рения, калибровка. Весь процесс управления ходом анализа осуществляет-

ся микропроцессором рефлотрона.  

Принцип:                              -амилаза 

Индолил- , D-мальтогептаозид                            индоксил + глюкоза 

                                                    -глюкозидаза    

Индоксил + 2-метокси-4-морфолинофенил-диазониумтетрахлороцинкат 

красно-фиолетовое окрашивание 

Нормальные значения активности в крови, сыворотке, плазме 

37 С 30 С 25 С 

< 220 Е/л < 160 Е/л < 120 Е/л 
 

ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ 

Капиллярная кровь, сыворотка или плазма 

ХОД РАБОТЫ 

1. Включить прибор. 

2. Вынуть тест-полоску из виалы. 

3. Удалить защитную фольгу. 

4. Нанести 32 мкл исследуемого образца с помощью пипетки для рефло-

трона в центр красной аппликационной зоны тест-полоски «Amylase» 

(наконечник пипетки не должен соприкасаться с тест-полоской).  

5. В течение 15 секунд вставить полоску в рефлотрон (надпись «AMYL» 

показывает, что полоска правильно вставлена и специфический магнит-

ный код прочитан прибором). 

6. Прочитать результат через время, указанное на дисплее прибора (в се-

кундах).  

7. Открыть приемное отделение рефлотрона и удалить использованную 

полоску. 

 

Работа 13. Определение активности щелочной и кислой фосфа-

таз в сыворотке крови по гидролизу -глицерофосфата (метод Бодан-

ского), УИРС 

Принцип метода определения активности фосфатаз основан на спо-

собности ферментов отщеплять неорганический фосфат от -

глицерофосфата. Для определения активности щелочной фосфатазы ис-

пользуют щелочной раствор -глицерофосфата, для кислой – кислый рас-
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твор -глицерофосфата. 

РЕАКТИВЫ И ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ 

1. Щелочной раствор -глицерофосфата, 5 г/л, рН 8,6. 2. Кислый рас-

твор -глицерофосфата, 5 г/л, рН 5,0. 3. Раствор молибденово-кислого ам-

мония, 25 г/л (в 2,5 н растворе серной кислоты). 4. Раствор трихлоруксус-

ной кислоты, 100 г/л. 5. Рабочий стандартный раствор фосфора (содержит 

0,01 мг фосфора в 1 мл). 6. Раствор аскорбиновой кислоты, 10 г/л (в 0,1 н 

растворе HCI). 

ХОД РАБОТЫ 

В центрифужную пробирку с надписью Пщ внести 1 мл щелочного 

раствора, в пробирку с надписью Пк – 1 мл кислого раствора -

глицерофосфата и поместить их на 5 мин в термостат при 37 С для прогре-

вания субстратов. Затем осторожно, избегая образования пузырьков возду-

ха, в пробирки внести по 0,1 мл сыворотки крови и полученную фермент-

субстратную смесь инкубировать в течение 1 ч при 37 С. Время термоста-

тирования опытных проб использовать для определения содержания неор-

ганического фосфата в контрольных пробах. Для этого в центрифужные 

пробирки с надписью Кщ  и Кк  внести соответственно по 1 мл щелочного 

или кислого раствора -глицерофосфата, прилить по 1,1 мл раствора три-

хлоруксусной кислоты, после чего добавить по 0,1 мл той же сыворотки 

крови, пробы перемешать и через 5 мин центрифугировать в течение 10 

мин при 3000 об/мин. Затем отобрать по 1,5 мл центрифугата и перенести в 

обычные пробирки с соответствующей маркировкой  (Кщ и Кк), прибавить 

по 1 мл молибденового раствора, 1 мл раствора аскорбиновой кислоты, пе-

ремешать. Пробы выдерживают 10 мин при комнатной температуре, после 

чего их колориметрируют при красном светофильтре в кюветах шириной 5 

мм. В качестве пробы сравнения используют дистиллированную воду. К 

опытным пробам после инкубации в термостате добавить по 1,1 мл рас-

твора трихлоруксусной кислоты, перемешать и далее обработать и коло-

риметрировать, как контрольные пробы. Активность щелочной и кислой 

фосфатаз рассчитывают, используя калибровочный график. Для построе-

ния калибровочной кривой готовят следующие растворы. 

 

Реактивы Номера пробирок 

 1 2 3 4 5 6 

Рабочий раствор Рн, мл 0,6 1,2 2,4 3,6 4,8 6,0 

ТХУ, мл 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 

Вода, мл 5,9 5,3 4,1 2,9 1,7 0,5 

Перемешать 

Отобрать в другие 

пробирки 

1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 
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Реактивы Номера пробирок 

Молибденовый 

раствор, мл 

1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 

Аскорбиновая кислота 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 

Содержание Рн (мг) в 

пробах 

0,001 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 

 

Через 10 мин после прибавления аскорбиновой кислоты пробы коло-

риметрировать при красном светофильтре в кювете шириной 5 мм против 

дистиллированной воды. При построении калибровочной кривой на оси 

абсцисс откладывать содержание Рн в пробах, а на оси ординат – величины 

оптической плотности. В качестве единицы масштаба взять 10 мм на 0,001 

мг фосфора. 

По калибровочной кривой рассчитать число мг Рн в опытных и кон-

трольных пробах.  

Активность щелочной фосфатазы = (Пщ-Кщ) 1,47 10
5
/31 ммоль/ч л 

Активность кислой фосфатазы  = (Пк-Кк)  1,47 10
5
/31 ммоль/ч л, 

где (Пщ-Кщ) или (Пк-Кк) – количество Рн, которое освободилось при 

действии фосфатазы; 1,47 10
5
 – коэффициент пересчета с 0,068 мл на 1 л 

сыворотки; 31 – масса 1 ммоля Рн (мг). 

 

Работа 14. Разделение изоферментов лактатдегидрогеназы в по-

лиакриламидном геле 

Принцип метода. После разделения белков сыворотки крови мето-

дом электрофореза в столбиках полиакриламидного геля производят выяв-

ление фракций лактатдегидрогеназы специальными красителями. В норме 

имеет место следующее распределение изоферментов в сыворотке крови: 

ЛДГ1– 31,3%, ЛДГ2–46,5%, ЛДГ3–11,3%, ЛДГ4–4,6%, ЛДГ5–4,1%. 

РЕАКТИВЫ И ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ 

1. Полиакриламидный гель с концентрацией 5,5 г акриламида/100 

мл. 2. Раствор лактата лития, 1 моль/л. 3. Раствор НАД, 20 мг/мл. 4. р-

Нитротетразолевый синий (НТС), 1 мг/мл. 5. Феназинметасульфат (ФМС), 

1 мг/мл. 6. Раствор NaCI, 0,1 моль/л. 7. Раствор MgCI2, 0,005 моль/л.  

8. Фосфатный буфер, рН 7,4, 0,5 моль/л. 9. Основной раствор электродного 

буфера: ТРИС – 6,0 г, глицин – 28,8 г, вода дистиллированная – до 1л, рН 

8,3. Перед употреблением разбавлять в 10 раз. 10. Сыворотка крови. 

ХОД РАБОТЫ 

На столбик полиакриламидного геля нанести сыворотку, разведен-

ную раствором сахарозы в отношении 1:2 (на 1 часть сыворотки – 2 части 

раствора сахарозы, 400 г/л). Количество сыворотки может варьировать в 

пределах от 0,01 мл до 0,075 мл (подбирается опытным путем). На слой 

исследуемого материала прилить электродный буфер. После помещения 

колонок в электрофоретическую камеру нижний и верхний ее резервуары 
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заполнить разведенным (1:10) электродным буфером, рН 8,3. После разде-

ления изоферментов ЛДГ на фракции (для этого требуется около 90 мин, 

сила тока 25 мА на колонку) извлеченные из стеклянных колонок столбики 

полиакриламидного геля обработать в инкубационной среде (красящей 

смеси). Эту смесь готовят согласно таблице. 

 

Реактивы,  мл 6 трубочек 9 трубочек 12 трубочек 

Лактат лития 4,0 6,0 8,0 

НАД 2,0 3,0 4,0 

NaCI 4,0 6,0 8,0 

MgCI2 4,0 6,0 8,0 

Фосфатный буфер 5,0 7,5 10,0 

НТС 10,0 15,0 20,0 

Выдержать смесь 15 мин при 37 С 

ФМС 1,0 1,5 2,0 

Общее количество 30,0 45,0 60,0 

 

Каждый столбик полиакриламидного геля поместить в отдельную 

пробирку, залить инкубационной средой и поставить в термостат при 37 С 

на 1,0–1,5 часа. Затем столбики геля обмыть водой и перенести в пробир-

ки, содержащие раствор уксусной кислоты (75 г/л). Отдельные изофермен-

ты ЛДГ можно элюировать в подогретый до 80–85 С раствор диметил-

формамида (100 г/л). Колориметрировать. Относительную активность изо-

ферментов выразить в процентах от суммы, полученной после сложения 

величин оптической плотности всех изоферментов ЛДГ. 

УКАЗАНИЯ К ОФОРМЛЕНИЮ ЛАБОРАТОРНОЙ РАБОТЫ 

В протоколе отметьте принципы методов, диагностическое значение, 

ход работ (в виде таблицы). Сделайте вывод об активности амилазы в ис-

следуемом материале. Опишите в тетради метод «сухой химии», принцип 

и ход работы определения амилазы. Сделайте вывод об активности фер-

мента в исследуемом материале. Оформите метод определения щелочной и 

кислой фосфатаз в виде таблицы (схемы определения). Зарисуйте распре-

деление изоферментов ЛДГ. 

 

Работа 15. Определение активности рибонуклеазы 

Принцип метода. Рибонуклеаза – это фермент, расщепляющий поли-

мерную молекулу РНК на низкомолекулярные фрагменты, количественное 

определение которых проводят при 260 нм. 

РЕАКТИВЫ И ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ 

1. Раствор дрожжевой РНК (1 мг/мл) в ацетате натрия (0,1 моль/л).  

2. 0,2%-й водный раствор панкреатической РНКазы. 3. Спирто-магниевый 

осадитель – 80%-й раствор этанола, содержащий 0,01 моль/л MgCl2. 
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ХОД РАБОТЫ 

К 0,4 мл раствора дрожжевой РНК в центрифужную пробирку вносят 

0,2 мл раствора РНКазы (в качестве источника фермента можно использо-

вать 5%-ные водные гомогенаты тканей объемом 0,5 мл, а также разбав-

ленную в 10 раз слюну), перемешивают и помещают в термостат на 30– 

60 мин при 37 С. В пробирку вносят 1 мл спирто-магниевого осадителя и 

помещают на ледяную баню. Через 1 час образуется осадок РНК, который 

удаляют центрифугированием при 8000 g в течение 20 мин. Затем отбира-

ют 2–3 пробы надосадочной жидкости (0,5 мл), прибавляют к каждой по  

3 мл дистиллированной воды, перемешивают и измеряют оптическую плот-

ность раствора при 260 нм против воды. Прирост поглощения в опытной 

пробе по отношению к контрольной ( А260) служит показателем активности 

РНКазы и используется для расчета активности фермента по формуле  

А = А260V1V2/V3tW, 

где V1 – объем пробы после разбавления, V2 – объем пробы после осажде-

ния РНК спирто-магниевым раствором, А260 – прирост оптической плот-

ности опытной пробы по отношению к контрольной, t – время инкубации 

(мин), W – масса белка (фермента) в пробе (мг). 

 

Работа 16. Определение активности дезоксирибонуклеазы 

Принцип метода. При действии дезоксирибонуклеазы на ДНК образуют-

ся кислотные группы, которые обесцвечивают индикатор феноловый красный. 

РЕАКТИВЫ И ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ 

1. NaCl, раствор 0,14 моль/л. 2. Субстратный раствор (1мл – 2 мг рас-

твора натриевой соли ДНК, 1 мл раствора сульфата натрия (0,05 моль/л) и 

0,4 мл раствора фенолового красного (10 мг фенолсульфофталеина, 0,28 мл 

0,1 М раствора NaOH, 3 мл 96%-го этанола, 40 мл 0,02 М фосфатного бу-

фера (рН 7,55). Смесь заливают водой до объема 100 мл, рН субстратного 

раствора (2,4 мл) доводят до 7,55, добавляя 0,01 н раствор NaOH и доли-

вают водой до 3 мл. 

ХОД РАБОТЫ 

В 10 мл охлажденного раствора NaCl растирают 15 мг ткани. Гомо-

генат центрифугируют 15 мин при 10000 g. К 3 мл субстратного раствора 

прибавляют 1 мл полученной надосадочной жидкости ферментного рас-

твора. Смесь помещают в кювету спектрофотометра и измеряют оптиче-

скую плотность при 558 нм (зеленый светофильтр) в течение 10–15 мин с 

интервалом 1 мин. Активность фермента оценивают графически. По оси 

абсцисс откладывают время в мин, а по оси ординат – значения оптической 

плотности. Активность фермента выражают снижением оптической плот-

ности комплекса ДНК и красителя, разрушающегося в результате гидроли-

за дезоксирибонуклеиновой кислоты за первые 3 мин инкубации. 

УКАЗАНИЯ К ОФОРМЛЕНИЮ ЛАБОРАТОРНОЙ РАБОТЫ 

В рабочую тетрадь записать принципы методов, результаты измере-
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ний и нарисовать калибровочные графики. 

 

Работа 17. Определение нопалина в трансформированных рас-

тительных тканях 

Одна из наиболее подробно изученных функций Т-ДНК в опухолях 

корончатых галлов – экспрессия транскрипта 3, который в опухолях окто-

пинового и нопалинового типа кодирует опинсинтазу.  
Аргинин    -кетоглутаровая кислота 

         NH           +                O 

 ||         || 

 H2N–C–NH–CH2– CH2–CH2–CH–COOH HOOH–CH2– CH2–C–COOH 

          | 

        NH2 

   NH 

        || 

   H2N–C–NH–CH2–CH2–CH2–CH–COOH 

           | 

                  NН   +H2O 

           | 

         HOOC–CH2–CH2–CH–COOH 

 

        NADH2 

 

        NADH 

   NH 

        || 

   H2N–C–NH–CH2–CH2–CH2–CH–COOH 

           | 

                 NH  

           | 

         HOOC–CH2–CH2–CH–COOH 

 

Нопалин 

Гуанидовая руппа окрашивается фенантренхиноном 

Нопалинсинтаза катализирует синтез нопалина из аргинина и -

кетоглутаровой кислоты. Данный фермент широко используется в экспе-

риментах по транскрипции как селективный маркер. Среди генов Т-ДНК 

нуклеотидная последовательность гена нопалинсинтазы была определена 

первой. Оказалось, что его промотор сходен с эукариотическим и в состав 

гена нопалинсинтазы входят последовательности, обеспечивающие поли-

аденилирование. Эти особенности впоследствии использовались для кон-

струирования многих химерных генов и было показано, что они контроли-

руют экспрессию генов в трансформированных тканях растений. С помо-

щью простого электрофоретического анализа на бумаге по наличию нопа-

лина можно проводить отбор трансформированного растительного мате-

риала из самых разнообразных источников. 

Ткани сперва насыщают аргинином и -кетоглутаровой кислотой. За-
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тем избыток аргинина отмывают, ткани подсушивают фильтровальной бу-

магой и размалывают. Грубый экстракт вместе с аргининовым и нопалино-

вым контролями наносят на бумажную электрофореграмму и для разделе-

ния аминокислот подвергают электрофорезу. Вещества, имеющие гуани-

диновую группу, такие, как аргинин и нопалин, визуализируют с помощью 

метода чувствительного флуоресцентного окрашивания, при котором ис-

пользуют фенантренхинон. 

 

Краткий словарь используемых понятий 
Краткий словарь используемых понятий необходим для понимания языка моле-

кулярной биотехнологии: 

1. Аллель – одна из двух (или нескольких) альтернативных структурных форм 

гена, отличающаяся от других вариантов определенными особенностями нуклеотидно-

го состава. 

- доминантный – аллель, наличие одной копии которого достаточно для прояв-

ления соответствующего фенотипического признака; 

- мутантный – вариант гена, несущий патогенетически значимую мутацию; 

- нормальный (дикого типа) – вариант гена, функция которого не изменена; 

- «промежуточный» (при заболеваниях с динамическими мутациями) – аллель, 

представляющий собой «премутацию», в составе которого число копий тандемных 

тринуклеотидных повторов превышает общепопуляционную норму, но не достигает 

нижней патогенетически значимой границы экспансии повторов; 

- рецессивный – аллель, фенотипически проявляющийся только в гомозиготном 

состоянии и подавляющийся доминантным аллелем. 

2. Ампликон – фрагмент гена (ДНК), амплифицируемый в полимеразной цепной 

реакции. Амплификация – увеличение числа копий определенного фрагмента ДНК (на-

пример, на основе полимеразной цепной реакции). 

3. Антибиотик (например, пенициллин) – вещество, синтезируемое одним мик-

роорганизмом и оказывающее ингибирующее действие на другие микроорганизмы и 

раковые клетки. 

4. Антикодон – нуклеотидный триплет в составе молекулы тРНК, комплемен-

тарно взаимодействующий со специфическим кодоном мРНК в процессе трансляции. 

5. Аутосома – неполовая хромосома (любая кроме хромосом Х и Y). 

6. Блот-гибридизация (блоттинг) – метод идентификации макромолекул, разде-

ленных гель-электрофорезом и фиксированных на твердом матриксе, путем гибридиза-

ции содержимого образцов с мечеными комплементарными зондами: 

- вестерн-блоттинг (иммуноблотинг) – идентификация искомого белка путем 

гибридизации разделенных гель-электрофорезом белковых молекул с меченым антите-

лом; 

- нозерн-блоттинг – идентификация искомой последовательности РНК путем 

гибридизации разделенных гель-электрофорезом молекул мРНК с меченым компле-

ментарным ДНК-зондом; 

- саузерн-блоттинг – идентификация участка ДНК, содержащего искомую нук-

леотидную последовательность, путем гибридизации разделенных гель-

электрофорезом фрагментов ДНК с меченым комплементарным ДНК-зондом. 

7. Болезни: 

-аутосомные – обусловленные мутацией гена, локализованного в аутосоме; 

- доминантные – обусловленные доминантным мутантным аллелем; 

- менделирующие – наследующиеся в соответствии с законами Менделя; 
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- митохондриальные – обусловленные генетическими и структурно-

биохимическими дефектами митохондрий; 

- моногенные – обусловленные мутацией одного главного гена; 

- мультифакториальные (полигенные, болезни предрасположенности) – обу-

словленные совместным действием ряда генов и средовых факторов; 

- наследственные – связанные с повреждением генов, передающиеся потомству; 

- рецессивные – обусловленные двумя мутантными рецессивными аллелями; 

- сцепленные с полом – обусловленные мутацией гена, локализованного в поло-

вых хромосомах; 

- хромосомные – обусловленные нарушением количественного состава и струк-

туры хромосом; 

- экспансия – обусловленные экспансией (патологическим увеличением числа 

копий) тандемных тринуклеотидных повторов. 

8. Вектор – биологическая конструкция (на основе вируса, плазмиды и др.), спо-

собная встраивать фрагменты чужеродной ДНК и переносить в реципиентные клетки. 

9. Гаплоидный – содержащий одинарный (однокопийный) набор хромосом. 

10. Гаплотип – комбинация конкретных аллелей сцепленных генов (локусов) на 

одной хромосоме. 

11. Ген – транскрибируемый участок молекулы ДНК, последовательность кото-

рого заключает в себе всю информацию, необходимую для синтеза молекулы белка или 

РНК. 

12. Генетический код – система записи генетической информации в виде после-

довательности нуклеотидов, в которой каждые три нуклеотида, составляющие кодон, 

кодируют одну аминокислоту. Состоит из 64 кодонов, кодирующих инициирующую 

аминокислоту (начало синтеза полипептидной цепи), все 20 аминокислот и три терми-

нирующих кодона. 

13. Генетический маркер – полиморфный участок ДНК строго определенной ло-

кализации, многообразные аллели которого позволяют дифференцировать различные 

по происхождению хромосомы и анализировать их расхождение в родословной. 

14. Генетический полиморфизм – наличие двух или более аллельных форм от-

дельных генов. 

15. Генетическое сцепление – близкое расположение генов (локусов) на хромо-

соме, позволяющее им наследоваться как единое целое. 

16. Генная терапия ex vivo – введение гена (или генов) в изолированные клетки 

больного; после культивирования и трансформации клетки возвращают в организм 

больного (для устранения генетического дефекта). 

17. Генная терапия in vivo – введение гена (генов) непосредственно в ткань или 

орган с целью устранения генетического нарушения. 

18. Генная терапия с использованием клеток зародышевой линии – введение ге-

на (генов) в оплодотворенное яйцо или клетки эмбриона на ранней стадии; чужеродный 

ген оказывается в ядрах всех клеток развивающегося организма, в том числе половых, 

и изменяет его фенотип. 

19. Генодиагностика (генная диагностика, ДНК-диагностика) - совокупность ме-

тодов по выявлению изменений в структуре генома с целью диагностики наследствен-

ных заболеваний. 

20. Геном – а) совокупность всех генов определенного биологического вида; б) 

полная генетическая система отдельной клетки или конкретного организма. 

21. Геномная (генетическая) классификация – классификация наследственных 

заболеваний, основанная на взаимосвязи между конкретной нозологической формой и 

повреждением определенного гена, лежащим в основе болезни. 
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22. Генотип – генетическая конструкция организма, набор всех его аллелей. На-

бор генов, определяющих развитие фенотипического признака или ряда признаков ор-

ганизма. 

23. Генотипирование – определение всех аллелей всех локусов данной хромосо-

мы. 

24. Гетерозигота – носитель двух различных аллелей в определенном локусе. 

25. Гибридизация (ренатурация) – взаимодействие комплементарных цепей ДНК 

(или ДНК и РНК), приводящее к образованию двухцепочечной молекулы: 

- дот (слот)-гибридизация – модификация Саузерн-блоттинга, при которой про-

водится гибридизация с молекулярным зондом амплифицированных молекул ДНК, на-

несенных на фильтр в виде округлых или вытянутых пятен; 

- in situ – реакция гибридизации меченого ДНК- или РНК-зонда с денатуриро-

ванной хромосомной ДНК клеток на гистологических препаратах; 

- FISH (fluorescent in situ hybridization) – модификация гибридизации in situ с ис-

пользованием меченных флюорохромами ДНК-зондов. 

26. Гистоны – ядерные белки, образующие комплекс с молекулой ДНК и прини-

мающие участие в формировании и поддержании структуры хромосом. 

27. Гомозигота – носитель двух одинаковых аллелей в определенном локусе. 

28. Гомология – сходство в последовательности макромолекул между организ-

мами одного или разных видов: 

- гомологичные участки ДНК (гены) – участки ДНК, имеющие сходство в нук-

леотидной последовательности; 

- гомологичные хромосомы (гомологи) – пара хромосом, имеющих одинаковое 

цитогенетическое строение и набор генов. 

29. Дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК) – нитевидная самореплицирующая-

ся молекула, состоящая из отдельных дезоксирибоза-содержащих нуклеотидов и яв-

ляющаяся хранителем генетической информации, закодированной посредством три-

плетного кода: 

- геномная – тотальная ДНК, выделенная из ядросодержащих клеток; 

- кДНК (комплементарная) – одноцепочечная молекула, полученная путем об-

ратной транскрипции мРНК и содержащая только кодирующие участки гена; 

- мтДНК (митохондриальная) – кольцевидная молекула, локализованная в мито-

хондриях; 

- рекомбинантная – состоящая из фрагментов различного происхождения. 

30. Дикий тип (Wild type) – наиболее часто встречающийся в природной попу-

ляции фенотип с признаками, детерминируемыми «нормальными» (немутантными) ал-

лелями. 

31. Диплоид – организм, клетки которого содержат два гомологичных набора 

хромосом. Диплоидный – содержащий двойной набор хромосом (по две копии каждой 

из аутосом и две половые хромосомы). 

32. ДНК-диагностика (генодиагностика) – совокупность методов по выявлению 

изменений в структуре генома с целью диагностики наследственных заболеваний: 

- косвенная (непрямая) – основана на анализе наследования в ряду поколений 

мутантной хромосомы с помощью генетических маркеров; 

- преимплантационная – диагностика мутации на ранней стадии развития заро-

дыша, предшествующей его имплантации в стенку матки; 

- пренатальная – диагностика мутации или мутантной хромосомы у плода; 

- пресимптоматическая – диагностика мутации или мутантной хромосомы у 

клинически здорового индивида, относящегося к «группе риска»; 

- прямая – основана на непосредственной идентификации мутации в изучаемом 
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гене. 

33. Картирование (генетическое) – определение расположения изучаемого гена 

по отношению к другим локусам в определенной хромосомной области. 

34. Килобаза (кб) – единица длины молекулы ДНК, равная тысяче пар основа-

ний. 

35. Клон – популяция клеток или молекул, идентичных одной родоначальной 

клетке или молекуле. 

36. Клонирование – совокупность процедур, использующихся для получения 

клонов; клонирование многоклеточных организмов включает пересадку ядер соматиче-

ских клеток в оплодотворенную яйцеклетку с удаленным пронуклеусом (ядром). 

37. Клонирование генов – система методов, использующаяся для получения 

клонированных ДНК: выделение нужного гена из какого-либо организма, встраивание 

его в плазмиду (вектор), введение в клетку организма-хозяина, многократная реплика-

ция. 

38. Клонирующий вектор – молекула ДНК (плазмидная или вирусная ДНК), 

предназначенная для клонирования ДНК-мишени. 

39. Кроссинговер – взаимный обмен участками гомологичных хромосом, осно-

ванный на разрыве-соединении хроматид и приводящий к новой комбинации аллелей 

(рекомбинация). 

40. Лод-балл – логарифм соотношения правдоподобий, выражающий количест-

венную оценку генетического сцепления. 

41. Локус – область локализации определенного генетического элемента на хро-

мосоме. 

42. Молекулярная диагностика – выявление молекулярно-биологическими мето-

дами патогенного микроорганизма, специфического вещества или измененной нуклео-

тидной последовательности, ответственных за то или иное заболевание. 

43. Моноклональные антитела – однотипные антитела, строго специфичные в 

отношении одного эпитопа (антигенной детерминанты). Синтезируются гибридомами – 

клеточными гибридами, полученными при слиянии нормальных антителообразующих 

клеток с миеломной опухолевой клеткой, способной к неограниченному росту. Некото-

рые миеломные клетки синтезируют моноклональные антитела самостоятельно. 

44. Мутация – любое изменение структуры ДНК: 

- генная – изменение последовательности нуклеотидов в определенном участке 

молекулы ДНК (гена); 

- геномная – нарушение состава генома в связи с нарушением числа хромосом; 

- динамическая – мутация по типу экспансии тандемных тринуклеотидных по-

второв; 

- мажорная – встречающаяся с высокой частотой в определенной популяции; 

- миссенс – замена нуклеотида, сопровождающаяся изменением аминокислотно-

го шифра кодона и ведущая к замене аминокислоты в составе белка; 

- нейтральная (молчащая) – не сопровождающаяся изменением фенотипа; 

- нонсенс – замена нуклеотида, приводящая к замещению информационно зна-

чимого кодона на стоп-кодон (терминирующий кодон) и сопровождающаяся прежде-

временным обрывом трансляции; 

- нулевая – приводящая к отсутствию синтеза сколько-нибудь значимого  белка 

(функционального продукта); 

- регуляторная – затрагивающая регуляторные последовательности гена и нару-

шающая его экспрессию; 

- со сдвигом рамки – приводящая к нарушению нормального отсчета кодирую-

щих триплетов; 
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- сплайсинговая – затрагивающая сайт сплайсинга и приводящая к неправиль-

ному вырезанию интрона либо к удалению из молекулы РНК информационно значимой 

экзонной последовательности; 

- структурная – приводящая к протяженному (мультинуклеотидному) дефекту 

гена; 

- точковая (точечная) – затрагивающая один нуклеотид либо один-два соседних 

нуклеотида; 

- хромосомная – нарушение количественного состава либо структуры хромосом. 

45. Обратная транскриптаза – фермент, осуществляющий обратную транскрип-

цию (перевод мРНК в молекулу кДНК). 

46. п.о. – пара оснований (единица длины молекулы ДНК). 

47. Пенетрантность – вероятность фенотипического проявления мутантного ге-

на. 

48. Плазмида – внехромосомный генетический элемент, способный к длительному 

автономному существованию и репликации. Обычно это двухцепочечная кольцевая ДНК 

длиной 1–200 т.п.н. (тысяч пар нуклеотидов). 

49. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) – метод амплификации специфического 

сегмента ДНК с помощью термостабильной ДНК-полимеразы с использованием олиго-

нуклеотидных ДНК-зондов, комплементарных последовательностям противоположных 

цепей ДНК, фланкирующим амплифицируемый сегмент. Процесс состоит из серии цик-

лически повторяющихся реакций: денатурации ДНК, отжига зондов, синтеза ДНК. Раз-

личают: 

- количественная – реакция, по результатам которой оценивается количественный 

выход продуктов амплификации с помощью соответствующих сканирующих устройств; 

- мультиплексная (мультипраймерная) – одновременная амплификация в одной 

реакции нескольких участков исследуемого гена; 

- обратно-транскриптазная – реакция, в которой матрицей служат молекулы 

кДНК, получаемые в результате обратной транскрипции мРНК. 

50. Праймер – олигонуклеотид, выполняющий роль «затравки» и инициирующий 

синтез полинуклеотидной цепи на ДНК- или РНК-матрице. 

51. Прогностическое (предсказательное) ДНК-тестирование - проведение ДНК-

диагностики у клинически здорового члена отягощенной семьи из «группы риска», по-

зволяющее установить его генетический статус, риск развития заболевания, вероятный 

возраст манифестации и характер течения болезни. 

52. Проект «Геном человека» – международная программа, целью которой явля-

ется построение генетической и физической карт генома человека и определение пол-

ной нуклеотидной последовательности ДНК. 

53. Промотор – регуляторный участок гена, с которым связывается РНК-

полимераза перед началом транскрипции.  

54. Рестриктаза (рестрицирующая эндонуклеаза) – бактериальный фермент, 

расщепляющий двухцепочечную молекулу ДНК в специфических сайтах (в местах со 

строго определенными нуклеотидными последовательностями). 

55. Сайт – определенное место (позиция) в молекуле ДНК: 

- рестрикции (узнавания) – специфическая нуклеотидная последовательность 

длиной 4-10 п.о., распознаваемая рестрикционной эндонуклеазой; 

- сплайсинга – специфическая нуклеотидная последовательность на границе ме-

жду экзоном и интроном, выполняющая важную сигнальную роль для правильного 

протекания сплайсинга. 

56. Секвенирование – определение последовательности нуклеотидов в молекуле 

ДНК или последовательности аминокислот в молекуле белка. 

Ре
по
зи
то
ри
й В
ГУ



 132 

57. Тандемные повторы – множественные и расположенные друг за другом ко-

пии определенной последовательности ДНК, число которых у различных индивидов 

является чрезвычайно вариабельным: 

- динуклеотидные – множественные копии последовательности из двух нуклео-

тидов (обычно ЦА), используемые в качестве генетических маркеров; 

- тринуклеотидные – множественные копии последовательности из трех нуклео-

тидов, увеличение числа которых (экспансия) является особым типом мутаций (дина-

мические мутации). 

58. Теломера – концевой участок хромосомы. 

59. Тип наследования – одна из основных характеристик моногенного заболева-

ния, описывающая закономерности сегрегации патологического фенотипа в родослов-

ной: 

- аутосомно-доминантный – связан с наследованием доминантного аллеля, рас-

положенного на неполовой хромосоме; 

- аутосомно-рецессивный – связан с наследованием рецессивного аллеля, распо-

ложенного на неполовой хромосоме; 

- голандрический (Y-сцепленный) – связан с наследованием гена, расположен-

ного на Y-хромосоме; 

- митохондриальный (материнский, цитоплазматический) – связан с наследова-

нием от матери всеми потомками мутантной митохондриальной ДНК; 

- псевдодоминантный – особый случай наследования аутосомно-рецессивного 

заболевания, при котором болезнь регистрируется в двух и более последовательных 

поколениях родословной в результате браков между больными индивидами либо меж-

ду больным индивидом и гетерозиготным носителем мутантного гена; 

- Х-сцепленный (доминантный и рецессивный) – связан с наследованием доми-

нантного или рецессивного аллеля, расположенного на Х-хромосоме. 

60. Трансгенный организм – организм, геном которого содержит чужеродный генетиче-

ский материал, включенный методами генетической инженерии. 

61. Трансгеноз – введение чужеродного гена в растительную или животную 

клетку и его передача в ряду поколений. 

62. Трансдукция – перенос генетического материала из одной бактериальной 

клетки в другую с помощью бактериофагов. 

63. Трансфекция – искусственное введение в эукариотические клетки изолиро-

ванных молекул ДНК. 

64. Трансформация: 1) перенос генетической информации в бактериальные 

клетки с участием плазмид или без них, но всегда – без участия вирусов; часто приво-

дит к изменению фенотипа реципиентной клетки (т.е. клетка, в которую осуществлен 

перенос); 2) превращение нормальных клеток животных в опухолевые. 

65. Фенотип – совокупность всех признаков особи, формирующаяся в процессе 

взаимодействия ее генотипа и внешней среды. 

66. Хромосома – структура, основу которой составляет конденсированная моле-

кула ДНК; носитель генетической информации. Способна к воспроизведению с сохра-

нением структурно-функциональной индивидуальности в ряду поколений. У эукариот 

находится в ядре клеток, у прокариот – непосредственно в цитоплазме: 

- акроцентрическая – хромосома с центромерой, локализованной недалеко от 

концевого участка (теломеры); 

- аутосома – неполовая хромосома (у человека – 22 пары аутосом и одна пара 

половых хромосом Х и Y); 

- метацентрическая – хромосома с центрально расположенной центромерой; 

- мутантная – содержащая мутацию в определенном локусе; 
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- М-хромосома – кольцевидная молекула митохондриальной ДНК; 

- половая – одна из пары хромосом Х и Y, детерминирующих пол (ХY – муж-

ской, ХХ – женский); 

- рекомбинантная – образующаяся в результате рекомбинации (кроссинговера) в 

мейозе и состоящая из фрагментов хромосом, имеющих разное генетическое происхо-

ждение (мейоз – особое двухступенчатое деление клетки, приводящее к образованию 

из одной диплоидной клетки четырех гамет, имеющих гаплоидный набор хромосом); 

- телоцентрическая – хромосома с центромерой, расположенной на ее самом 

концевом участке. 

67. Штамм – культура генетически однородных микроорганизмов. 

68. Экспрессия (гена) – переход гена в активное состояние, при котором проис-

ходит реализация записанной в нем генетической информации, приводящая к синтезу 

первичных молекулярных продуктов гена – РНК и белка (транскрипция и трансляция 

гена). 

 

 

ВОПРОСЫ ИТОГОВОГО КОНТРОЛЯ (ЗАЧЕТ) 

1. Опишите историю генной инженерии. 

2. Объясните понятия прокариоты и эукариоты. 

3. Опишите строение нуклеиновых кислот. Какие особенности строе-

ния ДНК лежат в основе генной инженерии. 

4. Опишите процесс репликации. 

5. Опишите процесс транскрипции. 

6. Опишите процесс трансляции. 

7. Что такое обратная транскрипция? Каково ее значение в генной ин-

женерии. 

8. Что такое рестриктазы? Какова их роль в технологии рекомбинант-

ных ДНК? 

9. Опишите применение плазмиды рВR322 в качестве вектора. 

10. Какими способами передается генетическая информация в естест-

венных условиях клетками прокариот и эукариот? 

11. Опишите общие этапы технологии рекомбинантных ДНК. 

12. На месте преступления найден волос преступника, содержащий 10
-12

 г 

ДНК. Мы можем определить только 10
-9

 г ДНК. Можно ли получить 

такое количество ДНК из 1 волоса? Если возможно, опишите метод. 

13. Как можно превратить фрагменты иРНК (mRNA) в кДНК (cDNA)? 

14. Какими способами можно влиять на экспрессию генов, клонирован-

ных в прокариотических организмах? 

15. Иногда рекомбинантный белок получают в виде химерного продук-

та. Почему? 

16. Какие ограничения и различия существуют при биосинтезе белков 

прокариотами и эукариотами? 

17. Какие свойства ферментов можно изменить с помощью направлен-

ного мутагенеза? 

18. Опишите стратегию олигонуклеотид-направленного мутагенеза с 
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использованием плазмидной ДНК. 

19. Опишите роль остатков цистеина в повышении стабильности белка. 

20. Как изменяется стабильность белка при замене аспарагина на другой 

аминокислотный остаток? 

21. Изложите принцип метода ПЦР (полимеразная цепная реакция). 

22. Изложите принцип метода ELISA (иммуноферментный анализ). Что 

такое моноклональные антитела? 

23. С помощью какого метода можно выявить доклиническую стадию 

заболевания, вызванного ДНК-содержащим вирусом? 

24. Что такое геномная дактилоскопия и как ее используют для характе-

ристики следовых количеств ДНК? 

25. Какие ферменты используются при производстве этанола? Можно ли 

с помощью генной инженерии изменить их эффективность и техно-

логичность применения? 

26. Что такое «супербацилла»? 

27. Как повысить пищевые качества силоса? 

28. Как можно модифицировать бактерии рубца с целью обеспечения 

жвачных животных незаменимыми аминокислотами? 

29. Какова вероятность создания рекомбинантных растений, способных 

фиксировать азот? 

30. Каков естественный механизм, по которому почвенные бактерии за-

ставляют растения обеспечивать их питательными веществами? 

31. Каковы преимущества биологических инсектицидов перед химиче-

скими? 

32. Можно ли по классу белка Cry судить о чувствительности к нему на-

секомых? 

33. Можно ли методами генной инженерии повысить эффективность ба-

куловирусов как инсектицидных агентов? 

34. Почему Ti-плазмида из Agrobacterium tumefaciens является наилуч-

шим кандидатом для создания вектора-переносчика чужеродного ге-

на в хромосомную ДНК растения? 

35. Что такое репортерные гены? 

36. В чем заключается метод бомбардировки клеток микрочастицами 

для трансформации растений? 

37. Как повысить устойчивость растений к насекомым-вредителям, ис-

пользуя методы генной инженерии? 

38. Как повысить устойчивость культурных растений к гербицидам, ис-

пользуя методы генной инженерии? 

39. Как повысить устойчивость растений к патогенным бактериям, ис-

пользуя методы генной инженерии? 

40. Какой подход можно применить для создания растения, устойчивого 

к высоким концентрациям солей? 

41. Как получают трансгенных животных? 
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42. Что такое клонирование? 

43. Опишите возможности использования молочной железы животного 

как биореактора. 

44. Какие подходы используют для выведения трансгенных птиц и рыб? 

45. Что такое банк СЕРН-семей? Для чего он создан? 

46. Что такое контиг хромосомы? 

47. Что такое генная терапия ex vivo и in vivo? 

48. Какие опасности может принести широкое использование методов 

генной инженерии? 

49. Объясните, почему запрещены исследования в области терапии кле-

ток зародышевой линии? 

50. Что такое правила GMP, GLP, GCP? 
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