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После проведения реакции лигирования рестрицированных дрожжевого вектора и кДНК в компе-
тентные клетки E. coli XL-10 Gold вводилась созданная генетическая конструкция с использованием 
электропорации. Применение методически простой системы клонирования в клетках E. coli обуслов-
лено наличием в pKLAC2 репликона pMBI E. coli. 

Отбор рекомбинантов осуществлялся с помощью диагностической ПЦР с праймерами к целевому 
гену. На рис. 2 представлена электрофореграмма продуктов амплификации, полученных при использо-
вании колоний трансформантов.

Из клеток колоний, в результате ПЦР с которыми был получен ампликон, выделялись плазмидные 
ДНК. Для определения наличия кДНК глюкоамилазы в составе созданной конструкции pKGLA-1 про-
водился рестрикционный анализ с помощью рестрицирующей эндонуклеазы EcoRI. Анализ продуктов 
рестрикции подтвердил присутствие вставки кДНК в сконструированной плазмиде (рис. 3). В част-
ности, обработка ферментом всех анализируемых образцов плазмид pKGLA-1 приводила к образова-
нию продукта, размер которого превышал таковой исходного вектора без вставки.

Другим методическим подходом, подтверждающим наличие вставки кДНК глюкоамилазы в составе 
сконструированной плазмиды pKGLA-1, являлась реакция амплификации с праймерами к гену glaA. 
В качестве матрицы использовали выделенную из рекомбинантов генетическую конструкцию. Ре-
зультаты проведенной ПЦР показывают (рис. 4), что сконструированная плазмида pKGLA-1 содержит 
вставку – кДНК глюкоамилазы A. awamori.

Таким образом, на основе интегративного вектора для дрожжей создана генетическая конструкция, 
содержащая кДНК глюкоамилазы A. awamori (рис. 5).

В целях оценки эффективности функционирования созданной интегративной плазмиды в дрожже-
вых клетках была проведена трансформация компетентных клеток K.  lactis GG799. Отбор рекомби-
нантов осуществлялся с  использованием ацетамидазного селективного маркера (amdS ), экспрессия 
которого находится под дрожжевым промотором ADHI. В трансформированных дрожжевых клетках 

Рис. 2. Электрофореграмма ампликонов, полученных с использованием колоний  
трансформантов E. coli XL-10 Gold. Матрицей являлись: 1 – вектор pKLAC2 (отрицательный контроль);  

2–10, 12–14 – колонии трансформантов; 11 – плазмида pВGLA-1 (положительный контроль).  
М – маркерная ДНК Gene Ruler 1 kb DNA Ladder

Fig. 2. Agarose electrophoresis of PCR amplicons obtained by PCR  
from E. coli XL-10 Gold transformants. 1 – plasmid pKLAC2 (negative control); 2–10, 12–14 – colonies;  

11 – plasmid pВGLA-1 (positive control); М – marker DNA, Gene Ruler 1 kb DNA Ladder

Рис. 3. Электрофореграмма рестрикционных фрагментов ДНК  
pKGLA-1 и pKLAC2: 1, 3, 5 – исходная плазмида pKGLA-1;  

2, 4, 6 – продукт рестрикции плазмиды pKGLA-1;  
7 – исходный вектор pKLAC2; 8 – продукт рестрикции вектора pKLAC2;  

М – маркерная ДНК Gene Ruler 1 kb DNA Ladder
Fig. 3. Agarose gel illustrating the EcoRI digestion of the pKGLA-1 and pKLAC2 plasmids:  

1, 3, 5 – pKGLA-1 without digestion; 2, 4, 6 – EcoRI digestion of pKGLA;  
7 – pKLAC2 without digestion; 8 – EcoRI digestion of pKLAC2;  

M – marker DNA, Gene Ruler 1 kb DNA Ladder


