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РЕФЕРАТ 

 

Выпускная квалификационная работа по теме «Получение и анализ ге-

номных вариантов генов изоформ люциферазы Metridia longa для создания ста-

бильных репортерных клеточных» содержит 38 страницы текстового докумен-

та, 17 иллюстраций, 3 таблицы, 26 использованных источников. 

ИЗОФОРМЫ ЛЮЦИФЕРАЗЫ METRIDIA, кДНК ГЕНЫ, ГЕНОМНЫЕ 

ГЕНЫ, METRIDIA LONGA. 

Целью работы было определить геномную структуру и организацию лю-

циферазных генов, в том числе подтвердить наличие многих паралогичных (не-

аллельных) генов, обеспечивающих яркое свечение рачков Metridia longa, а 

также поиск потенциально лучших вариантов генов люциферазы для использо-

вания в качестве генетически-кодируемых репортеров при создании постоян-

ных клеточных линий. В задачи исследования входило: 1) Выделение геномной 

ДНК из замороженных рачков Metridia longa. 2) Подбор оптимальных условий 

для синтеза геномных и кДНК вариантов генов изоформ люциферазы Metridia. 

3) Клонирование геномной и кДНК генов изоформ люциферазы Metridia longa 

методом амплификации генов на матрицах геномной ДНК, ранее выделенной 

из замороженных рачков, и тотальной кДНК. 4) Анализ и сравнение получен-

ных сиквенсов с целью идентификации структуры и геномной организации лю-

циферазных генов. 5) Создание конструкций с геномным и кДНК генами 

MLuc7 для сравнения репортерных свойств геномного и кДНК вариантов в 

клетках млекопитающих. 

Для дальнейшего понимания возникновения и эволюции биолюминес-

ценции копепод M. longa требуется информация об обеспечивающих ее геном-

ных последовательностей. Идентификация и анализ последовательностей ин-

тронов, которые подвержены гораздо большим эволюционным изменениям, по-

скольку не испытывают сильного давления естественного отбора для сохране-

ния биолюминесцентной функции белка, может дать существенные аргументы 

для точной идентификации групп паралогичных генов и прояснить генетиче-

скую основу и пути эволюции биолюминесцентной функции копепод. Кроме 

того, природные варианты геномных генов могут оказаться лучшим вариантом 

для эукариотической экспрессии при использовании люциферазы в качестве 

генетически-кодируемого репортера, например, в клетках млекопитающих, а 

также обеспечить большую стабильность получаемых репортерных клеточных 

линий. 

В результате удалось выделить 12 кДНК и 4 генДНК клонов для MLuc2 

изофрмы и 15 кДНК и 10 генДНК клонов для MLuc7 изоформы. Было установ-

лено, что MLuc2 изоформа имеет 4 интрона, а MLuc7 изоформа – 3. что указы-

вает на то, что данные изоформы являются неаллельными паралогичными ге-

нами. MLuc 2 и MLuc7изоформы имеют одинаково расположенный интрон в 

середине высококонсервативного мотива повторяющейся последовательности, 

что говорит о том, что данный интрон уже был в предковой последовательно-

сти до образования люциферазного гена путем тандемного повтора. Также с 

одними из клонированных кДНК и генДНК клонов MLuc7 изоформы были соз-
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даны конструкции на основе экспрессионного эукариотического вектора 

pcDNA3.1+. 
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ВВЕДЕНИЕ 

В настоящее время секретируемую люциферазу из копепод Metridia longa 

стали широко применять в качестве высокочувствительного биолюминесцент-

ного репортера в различных исследованиях in vivo и in vitro. Ее активное ис-

пользование обусловлено привлекательными свойствами белка, такими как: не-

большой размер, простая кофактор-независимая реакция, требующая лишь на-

личия субстрата целентразина и молекулярного кислорода, высокая биолюми-

несцентная активность, линейная зависимость величины светового сигнала лю-

циферазы и ее концентрации, высокая термостабильность и не токсичность для 

клеток [1]. 

Люциферазу Metridia условно можно разделить на три части: отщепляе-

мый сигнальный пептид, вариабельный N-конец и С-концевую консервативную 

часть. Консервативная С-концевая часть в свою очередь состоит из двух не-

идентичных тандемных повторов длинной около 70 аминокислотных остатков, 

каждый из которых включает в себя высоко консервативный мотив из 32 ами-

нокислот [2]. 

Ранее для люциферазы M. longa функциональным скринингом было 

идентифицировано одиннадцать кДНК генов, кодирующих различные изофор-

мы. Анализ последовательностей выявил четыре группы изоформ с межгруппо-

вой идентичностью от 83 до 54% [3]. Такие существенные различия в кДНК по-

следовательностях предполагают, что данные изоформы люциферазы M. longa 

являются продуктами неаллельных генов. Это означает, что биолюминесцент-

ная функция копепода M. longa поддерживается по меньшей мере четырьмя па-

рами паралогичных генов, которые развились независимо от одного и того же 

родительского гена после многократных дупликаций в геноме предкового све-

тящегося копепода [1]. 

Дальнейшее понимание возникновения и эволюции биолюминесценции 

копепод M. longa требует знания об обеспечивающих ее геномных последова-

тельностей. Идентификация и анализ последовательностей интронов, которые 

подвержены гораздо большим эволюционным изменениям, поскольку не испы-

тывают сильного давления естественного отбора для сохранения биолюминес-

центной функции белка, может дать существенные аргументы для точной иден-

тификации групп паралогичных генов и прояснить генетическую основу и пути 

эволюции биолюминесцентной функции копепод. Кроме того, природные вари-

анты геномных генов могут оказаться лучшим вариантом для эукариотической 

экспрессии при использовании люциферазы в качестве генетически-

кодируемого репортера, например, в клетках млекопитающих, а также обеспе-

чить большую стабильность получаемых репортерных клеточных линий. 

Цель данной работы – определить геномную структуру и организацию 

люциферазных генов, в том числе подтвердить наличие многих паралогичных 

(неаллельных) генов, обеспечивающих яркое свечение этих рачков Metridia, а 

также поиск потенциально лучших вариантов генов люциферазы для использо-

вания в качестве генетически-кодируемых репортеров при создании постоян-

ных клеточных линий.  

На данном этапе исследований в задачу работы входило: 
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- выделение геномной ДНК из замороженных рачков Metridia longa; 

- подбор оптимальных условий для синтеза геномных и кДНК вариантов 

генов изофрм люциферазы Metridia; 

- клонирование геномной и кДНК генов изоформ люциферазы Metridia 

longa методом амплификации генов на матрицах геномной ДНК, ранее выде-

ленной из замороженных рачков, и тотальной кДНК; 

- анализ и сравнение полученных сиквенсов с целью идентификации 

структуры и геномной организации люциферазных генов; 

- создание конструкций с геномным и кДНК генами MLuc7 для сравнения 

репортерных свойств геномного и кДНК вариантов в клетках млекопитающих. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.2 Ареал обитания, жизненный цикл и биолюминесцентная функция 

копепод Metridia longa 

 

Metridia longa – маленький (~1,5 мм) светящийся морской копепод, кото-

рый был классифицирован как арктический глубоководный вид, основное рас-

пространение которого приходится на северную часть Северной Атлантики и 

Арктику. Сообщается также о нахождении данного вида в более глубоких во-

дах южной части Северной Атлантики [4]. Формы M. longa составляют значи-

тельную часть зоопланктона в холодных водах и являются потенциальной до-

бычей для пелагических хищников. Это один из доминирующих зоопланктон-

ных организмов в Балсфьорде, на севере Норвегии, как по численности, так и 

по биомассе. Вместе с Calanus finmarchicus на их долю приходится около 40-

50% среднегодовой биомассы зоопланктона [5]. 

Цикл генерации каланоидных копепод тесно связан с их трофическим по-

ложением. В отношении вида M. longa была некоторая дискуссия относительно 

питания, и он был по-разному классифицирован, как преимущественно траво-

ядный, всеядный или преимущественно хищник [5]. Однако все предположения 

оказались так или иначе верными, так как M. longa действительно в преимуще-

стве питается фитопланктоном, когда он в изобилии, но иногда может потреб-

лять и другую пищу, например, такую как микрозоопланктон [6]. 

Виды, которые в преимуществе являются травоядными, имеют время не-

реста, а, следовательно, и развитие их молодняка, совпадающее с периодами 

высокой продукции фитопланктона. Исследование зоопланктонного сообщест-

ва Балсфьордена, Северная Норвегия [7] показало, что M. longa имеет свой пик 

нереста через 2-3 недели после Calanus finmarchicus, у которых нерест идет во 

время весеннего цветения. Это дополнительно подтверждается исследованиями 

развития гонад, демонстрирующее, что большинство взрослых самок M. longa 

имели зрелые яичники с апреля по май. Исследования от других, более южных 

регионов, предполагали, что M. longa есть два периода размножения, один вес-

ной, а другой осенью [8], однако при исследовании его жизненного цикла в 

Бальсфьорде, нет сомнения, что у M. longa лишь 1 период размножения – лет-

ний. Также данное исследование показало, что основная часть молодых особей 

копепод, появившиеся в начале июня, развиваются в очевидной последователь-

ности в течение лета, а переход во взрослую особь происходит в период осени с 

самцами, имеющими более высокую скорость развития, чем у самок, появляю-

щихся первыми [7]. 

Большинство известных светящихся видов каланоидных копепод отно-

сится к надсемейству Augaptiloidea, которое включает семейства Arietellidae, 

Augaptilidae, Heterorhabdidae, Lucicutiidae, Metridinidae и Nullosetigeridae [9]. 

Для M. longa, как и для других представителя семейства Metridinidae, характер-

но явление биолюминесценции. Яркая синяя люминесценция возникает как 

секреция из эпидермальных желез, расположенных в головной части и брюш-

ной полости в ответ на механические, электрические или химические воздейст-
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вия [3]. При тревоге это маленькое ракообразное (обычно длиной 0,5-2 мм) вы-

пускает в морскую воду яркую светящуюся жидкую “бомбу”, которая, скорее 

всего, ослепляет потенциальных хищников, адаптированных к темноте, и обес-

печивает светящуюся завесу в качестве прикрытия для побега копепода. Био-

люминесцентная реакция показывает кинетику типа «вспышки» (Рис. 1), где 

световое излучение быстро затухает со временем [1].  

 
Рисунок 1 – Общая схема биолюминесцентной реакции люциферазного 

типа [2] 

 

1.2 Клонирование и характеризация последовательностей изоформ 

люциферазы Metridia longa 

 

В ранних исследованиях уже сообщалось о биолюминесцентных орга-

низмах с природными секретируемыми люциферазами и о клонировании 

кДНК, кодирующие некоторые из этих люцифераз. Среди которых морской 

остракод Vargula hilgendorfii [10], глубоководные креветки Oplophorus 

gracilorostris [11] и морской копепод Gaussia princeps [12]. О клонировании 

люциферазы Metridia (MLuc) сообщалось в исследовании [3], низкая молеку-

лярная масса, которой (23,9 кДа) является преимуществом перед другими лю-

циферазами, например, люциферазой Vargula, при использовании люцифераз в 

качестве биолюминесцентных репортеров в различных аналитический прило-

жениях. Позднее было сообщено о клонировании гена кДНК, кодирующего но-

вую секретируемую неаллельную 16,5-кДа люциферазу (MLuc7) M. longa, ко-

торая, по сути, является самой маленькой природной люциферазой из извест-

ных на сегодняшний день [13]. 

Аминокислотная последовательность изоформы MLuc7 включает 169 

аминокислотных остатков и проявляет достаточно высокую степень гомологии 

с остальными копеподными люциферазами. N-концевая часть зрелого фермента 

MLuc7 является короткой и близкой по размеру с ранее описанными высокоак-

тивными делетированными вариантами MLuc164. Как и остальные изоформы, 

MLuc7 представляет собой цистеин-богатый белок, несущий в консервативной 

части 10 цистеиновых остатков. Ранее экспериментально было показано, что 

восстановительные условия приводят к полной потере активности фермента. Из 

этого следует, что нативная люцифераза содержит дисульфидные связи, необ-

ходимые для функционирования биолюминесцентного белка [14]. 

Другая изоформа MLuc2 (18,5 кДа) явно представляет другую паралогич-

ную группу, поскольку различается с последовательностями 3-х других изо-

форм люциферазы M. longa, выявляя 70% идентичности. Анализ аминокислот-

ных гомологий выявил, что изоформа MLuc2 имеет большее сходство с люци-

феразами M. pacifica и M. оkhotensis (идентичность до 91%). Кроме этого, изо-

форма MLuc2 проявляет различия в строении структуры повторов, находящих-
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ся в консервативной области люцифераз. MLuc2 имеет укороченные консен-

сусные последовательности по сравнению с остальными описанными люцифе-

разами Metridia и меньшую степень идентичности между повторами [15]. 

Множественное выравнивание последовательностей люцифераз копепод 

показало, что условно люциферазу Metridia можно разделить на три части: от-

щепляемый сигнальный пептид, вариабельный N-конец и С-концевую консер-

вативную часть (Рис. 2). Консервативная С-концевая часть, в свою очередь, со-

стоит из двух неидентичных тандемных повторов длинной около 70 аминокис-

лотных остатков, каждый из которых включает в себя высококонсервативный 

мотив из 32 аминокислот [2]. 

 

 
Рисунок 2 – Множественное выравнивание изоформ люциферазы Metridia 

longa: MLuc164, ML uc39, MLuc7 и MLuc2 [1] 

красный цвет – идентичные а.о., синий - а.о. имеющие сходные свойства, 

черточки - пробелы, серый - сигнальные пептиды, обеспечивающие секрецию 

люцифераз, желтый - высоко консервативные мотивы внутри неидентичных 

повторов 

 

Вариабельная N-концевая часть существенно не влияет на биолюминес-

центную функцию люциферазы, так как ее длина падает до шести аминокислот 

в изоформе MLuc7 из Metridia longa. Кроме того, постепенное усечение N-
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терминальной вариабельной части другой изоформы M. longa, самой длинной 

MLuc164, до 15,1 кДа (M5 на фиг. 2 А) приводит даже к увеличению эффектив-

ности биолюминесцентной реакции [16]. 

Анализ одиннадцати идентифицированных кДНК генов, кодирующих 

различные изоформы, выявил четыре группы изоформ с межгрупповой иден-

тичностью от 83 до 54% [3]. Такие существенные различия в кДНК последова-

тельностях предполагают, что данные изоформы люциферазы M. longa являют-

ся продуктами неаллельных генов. Это означает, что биолюминесцентная 

функция копепода M. longa поддерживается по меньшей мере четырьмя парами 

паралогичных генов, которые развились независимо от одного и того же роди-

тельского гена после многократных дупликаций в геноме предкового светяще-

гося копепода [1]. 

 

1.3 Практическое применение люциферазы Metridia в качестве ре-

портерного белка 

 

В настоящее время секретируемые люциферазы копепод Metridia longa 

стали широко применятся в качестве высокочувствительных репортеров в раз-

личных исследованиях in vivo и in vitro. Секретируемые репортеры являются 

удобным аналитическим инструментом, так как обеспечивают возможность 

многократного наблюдения внутриклеточных процессов in vivo в реальном 

времени без разрушения клеток и тканей [17].  

Активное использование люциферазы копепод Metridia longa в качестве 

эффективных аналитических инструментов обусловлено их привлекательными 

свойствами, такими как: 

1) относительно небольшой размер: изоформа MLuc2 имеет размер в рай-

оне 18,5 кДа [14], а изоформаMLuc7 является самой маленькой, из всех извест-

ных, на сегодняшний день природных люцифераз – 16,5 кДа [3]; 

2) простая кофактор-независимая реакция, требующая лишь наличия суб-

страта целентеразина и молекулярного кислорода [13]; 

3) высокая биолюминесцентная активность [2]; 

4) широкий линейный диапазон зависимости интенсивности биолюми-

несценции от концентрации белка, который составляет примерно около шести 

порядков, c нижним пределом обнаружения до ~ 1 фмоль; 

5) линейная корреляция величины светового сигнала люциферазы и ее 

концентрации [1]; 

5) экстремально высокая термостабильность, активность люциферазы со-

храняется даже при нагреве до 100°C [1]; 

6) нетоксичность для клеток; 

К основным исследованиям по применению люциферазы MLuc в качест-

ве биолюминесцентных репортеров относятся иммунологические анализы, тех-

нологии высокопроизводительного скрининга, анализ комплементации белко-

вых фрагментов (PCA) и in vivo не инвазивная биолюминесцентная визуализа-

ция (Рис. 3) [1]. 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/php.13077#php13077-fig-0002
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Рисунок 3 – Основные области применения люциферазы MLuc в качестве 

биолюминесцентного репортера [1] 

 

Использование биолюминесцентных белков в качестве меток обеспечива-

ет высокую чувствительность обнаружения аналита в различных анализах свя-

зывания, что широко применяется в иммуноанализах. А благодаря in vivo ви-

зуализации с использованием биолюминесцентных белков, стало возможно не-

инвазивным и нетоксичным способом мониторить процессы в интактных клет-

ках и моделях мелких животных [18]. 

С применением биоаналитических систем на основе биолюминесцентно-

го резонансного переноса энергии (BRET), полученных на основе люцифераз, 

стало возможным значительно улучшить глубокую тканевую оптическую ви-

зуализацию in vivo благодаря лучшему проникновению длинноволнового света 

[18]. А технологии высокопроизводительного скрининга (HTS) стали основным 

методом получения различных лекарственных препаратов и исследования 

множественных взаимодействий клеточных белков [1]. Также, большое количе-

ство исследований, связанных с белок-белковыми взаимодействиями, в на-

стоящее время проводится методом PCA (Protein-fragment complementation 

assay) – комплементации фрагментов репортера [18,20]. 

Однако, применение люциферазы Metridia longa в качестве генетически 

кодируемого секретируемого репортера для неразрушающего анализа экспрес-

сии различных генов и работы промоторов, особенно в форматах высокопоточ-

ного скрининга, является наиболее популярным [1]. 

 

1.4 Мультигенные семейства в геномах как гарантия обеспечения 

надежности функции белка 

 

Мультигенные семейства – это группа генов, которые произошли от об-

щего предкового гена и поэтому имеют сходные функции и сходные последо-

вательности. Группу родственных мультигенных семейств иногда называют 
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суперсемейством [21]. Суперсемейства могут выполнять разные функции, но 

содержат домен общего происхождения [22]. Семейства могут отличаться по 

степени родства между составляющими их генами. Некоторые состоят из мно-

жества идентичных представителей, а некоторые включают членов, связанных 

очень дальним родством. Обычно гены схожи последовательностями экзонов и 

отличаются интронами. Тесно связанные по своей структуре члены семейства 

обычно выполняют сходные (или даже идентичные) функции, хотя они могут 

экспрессироваться в разное время или в разных типах клеток [23]. 

Семейства генов в основном возникают за счет двух механизмов дупли-

кации генов: неравного кроссинговера и ретропозиции. Первый механизм 

обычно создает тандемные повторы, физически связанные на хромосомах, и, 

следовательно, неслучайным образом. Члены семейства в этом случае могут 

иметь интроны (если исходный ген имел интроны) и некодирующие регулятор-

ные последовательности. Ретропозиция, напротив, приводит к вставке безин-

тронной кДНК с потерями некодирующих областей, более или менее случай-

ным образом, в местах, рассеянных по геному [24]. 

Мультигенные семейства могут быть организованы в геноме по-разному 

(Рис.4). Сгруппированные гены обычно образуют мультигенные семейства с 

перекрывающимися функциями, тогда как рассеянные могут становиться более 

разнообразными по выполняемым ими функциям [22]. 

 

 
 

Рисунок 4 – Типы организации мультигенных семейств [25]. А – 

идентичные гены, сцепленные тандемно, Б – близкие, но не идентичные 

гены, сцепленные тандемно, В – скопления неидентичных генов, сцеп-

ленных тандемно, Г – близкие гены, рассеянные по нескольким хромосо-

мам  
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Мультигенные семейства необходимы для двух целей. Первое, когда ор-

ганизму требуется большое количество идентичного белка, то достигается 

функциональное единообразие генов. Второе, когда требуется синтезировать 

белок, более соответствующий изменяющимся условиям среды, то необходимы 

копии гомологичных генов с различающимися условиями проявления активно-

сти [26]. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1. Материалы 

 

В работе по анализу геномных генов изоформ люциферазы Metridia longa 

использовались следующие материалы: 

Замороженные рачки Metridia longa, собранные на Белом море, 1999 г.; 

Набор DU для выделения геномной ДНК из клеток, тканей и крови 

(«Биолабмикс», Новосибирск); 

Краситель GelGreen, 10.000Х раствор в ДМСО («Biotium», США) 

Набор QIAquick Gel Extraction Kit для выделения ДНК из агарозного геля 

и реакционных смесей(«QIAGEN», Германия); 

Штамм E. сoli XL1-Blue; 

Кюветы для электропорации фирмы Bio-Rad; 

Набор QIAprep Spin Miniprep Kit для выделения плазмидной ДНК 

(«QIAGEN», Германия); 

Набор QIAquick PCR Purification kit для очистки ПЦР-фрагментов 

(«QIAGEN», Германия); 

 

Таблица 1 – Использованные в работе олигонуклеотиды 

№ Последовательность (5’→3’) 

 Для синтеза ДНК MLuc2 изоформы 

844 ATTCAGAAAACTGAGTCCAAAC 

845 CAGTTAACACTTTTTTATTTGC 

 Для синтеза ДНК MLuc7 изоформы 

846 ATTCAGTCAACTGGATCCAA 

847 AATACATAGAATATATTTATAGGAA 

 Для быстрого скрининга вставок ДНК в плазмиде pAL2-T 

 Для скрининга MLuc2 изофрмы 

T2pro TAATACCACTCACTATAGGG 

M13R GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA 

 Для скрининга MLuc7 изоформы 

897 GGAAGATGTCATGATTATGG 

847 AATACATAGAATATATTTATAGGAA 

 

Буфер для электрофореза – ТАЕх50 with EtBr (2M Трис, 50мМ ЭДТА, 1М 

уксусной кислоты); 
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Краситель для электрофореза – DNA Gel Loading Dye 6X (10 мM Tрис-

HCl, 0,03% бромфеноловый синий, 0,03% ксиленцианол FF, 60% глицерин, 60 

мM ЭДТА); 

Агароза, легкоплавкая агароза («Bio-Rad»);  

Маркеры молекулярного веса «1 kb DNA Ladder» NEB и «100 bp Ladder» 

SibEnzyme. 

 

2.2 Методы 

 

2.2.1 Выделение геномной ДНК 

 

Выделение геномной ДНК проводили из нескольких рачков (~20 mg) M. 

longa набором DU-10 для выделения геномной ДНК из клеток и тканей («Био-

лабмикс», Новосибирск). Копеподы M. longa были собраны на Белом море в 

1999 г. и хранились замороженными при -80°C. Гомогенизировали образец в 

600 мкл буфера для лизиса LB в стеклянном гомогенизаторе. Инкубировали в 

течение 10 минут при температуре 15-25 С. Далее центрифугировали клеточ-

ный лизат в течение 30 c, 1000 rcf и переносили супернатант в чистую пробир-

ку. К лизату добавили 200 мкл 96% этанола (1/3) и перемешивали пипетирова-

нием. Перенесли смесь на колонку и центрифугировали в течение 30 с 10000 

rcf. Удалили фильтрат. Нанесли на колонку 500 мкл буфера для промывки 

WB1. Центрифугировали в течение 30 с 10000 rcf, удалили фильтрат. Нанесли 

на колонку 500 мкл буфера для промывки WB2. Центрифугировали в течение 

30 с 10000 rcf, удалили фильтрат. Центрифугировали колонку 3 мин 10000 rcf, 

для удаления остатков WB2. Перенесли колонку в новую 1,5 мл пробирку и 

подсушили ее 5 мин. Нанесли в центр фильтра колонки 40 мкл буфера для элю-

ции (10 mMTris-HClpH 8.0, 1 mM EDTA) и инкубировали 3 мин, центрифуги-

ровали 2 мин 10000 rcf.  

 

2.2.2 Синтез геномных и кДНК генов изоформ люциферазы Metridia 

 

Синтез геномных и кДНК генов проводили методом ПЦР по схеме раз-

дельного синтеза для MLuc7 изоформы, и обычной ПЦР для MLuc2, в термо-

циклерах «С1000-Touch» Bio-Rad и «РТС-200» MJReserch.  

Для синтеза MLuc2 изоформы смешивали реакционный буфер, на общий 

объем которого (25мкл) входили следующие компоненты: 

2.5 мкл 10X Encyclo buff; 

0.5мкл 10 mM dNTP; 

1,5 мкл 10 µM 5’–844; 

1.5 мкл 10 µM 3’–845; 

1 мкл Encyclo polymerase; 

18мкл H2O; 

Далее в смесь добавляли 1 мкл генДНК или кДНК матрицы.  

Параметры ПЦР реакции: 
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95°C – 2 мин 

95°C – 20 сек  

58°C – 30 сек       39 циклов (всего 40) 

72°C – 1.5 мин  

72°C – 5 мин 

Где 95°С – температура денатурации ДНК, 58°С – температура отжига 

праймеров, 72°С – элонгация ДНК. 

Для синтеза MLuc7 изоформы смешивали реакционный буфер, в который 

входили следующие компоненты: 

78 мкл H2O; 

10 мкл Х10 Encycl buff; 

2 мкл 10mM dNTP; 

4 мкл Encyclo polymerase; 

Далее реакционный буфер делили на 2 пробирки по 47 мкл. В одну до-

бавляли 3 мкл 10µM 5’– праймера 846, в другую 3 мкл 10 µM 3’– праймера 847. 

Потом делили каждую пробирку еще по 25 мкл. В первую и третью пробирки 

добавляли 1 мкл геномной ДНК матрицы, во вторую и четвертую – 1 мкл кДНК 

матрицы. 

Далее первую и вторую пробирки ставили при температуре отжига 59°C, 

третью и четвертую – при 55.5°C на 19 циклов. После первого ПЦР добавляли 

недостающий праймер в каждую пробирку по 1.5 мкл. И все пробирки ставили 

при низшей температуре отжига – 55.5°C еще на 19 циклов для кДНК и 35 цик-

лов для геномной ДНК 

Параметры ПЦР реакции: 

95C – 2 мин 

95C – 20 сек  

59°C для 846 и 55.5°C для 847 – 30 сек         19 цикла (всего 20) 

72C – 1.5 мин  

72C – 5 мин 

Где 95С – температура денатурации ДНК, 59С и 55.5С – температуры 

отжига праймеров, 72С – элонгация ДНК. 

 

2.2.3 Выделение ДНК из агарозного геля 

 

Синтезированные фрагменты разделяли препаративным электрофорезом 

и выделяли из геля агарозы после окрашивания красителем GelGreen. Для ок-

рашивания краситель GelGreen разбавляли водой в 3000 раз. После чего, в рас-

твор помешали целый гель и окрашивали 30 минут. Далее на трансиллюмина-

торе с голубым светом «Safe imager» Invitrogen вырезали все фрагменты. 

Из агарозного геля фрагменты выделяли набором QIAquick Gel Extraction 

Kit для выделения ДНК из агарозного геля и реакционных смесей("QIAGEN", 

Германия). Сначала в пробирку с гелем добавили два объема QG буфера к 1 

объему геля (100мг10мкл), растворили гель. Добавили 1 объем изопропанола 

и перемешали. Вносили по 100-500 мкл раствора на колонку, центрифугирова-
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ли 1 мин. при 14000 rpm. Повторяли пока не израсходовали весь объем смеси. 

Добавили 500 мкл QG буфера на колонку, центрифугировали при тех же усло-

виях. Для промывки, добавили PE буфер сначала 500 мкл, инкубировали 5 ми-

нут и центрифугировали при тех же условиях. Далее добавили 250 мкл РЕ бу-

фера, инкубировали 5 минут и центрифугировали 3 мин. при 14000 rpm. Колон-

ки переместили в стерильные 1.5 мл пробирки и сушили 10 минут. В центр 

мембраны колонки добавили 30 мкл ЕВ буфера, инкубировали 5 минут. Цен-

трифугировали 1 мин. при 14000 rpm. 

 

2.2.4 Лигирование 

 

Лигирование генДНК и кДНК фрагментов изоформ люциферазы в векто-

ре pAL2-T (Евроген, Россия) в 10 мкл проводили в термоциклере «РТС-200» 

MJResearch. Для этого приготовили реакционную смесь. В смесь на один обра-

зец входят: 

1.0 мкл Х10 Lig buff; 

1.0 мкл DNA Ligase; 

1.0 мкл pAL2-T вектор. 

Объем генДНК и кДНК рассчитывался в зависимости от концентрации 

выделенных фрагментов. Соотношение концентрации вектора и фрагментов 

должно быть примерно 1:1. Недостающий объем восполняли H2O. Реакция 

проходит всю ночь при 14С. 

Лигирование конструкций с геномной ДНК и кДНК MLuc7 в экспрессси-

онном эукариотическом векторе pcDNA3.1+ в 10 мкл проводили на том же тер-

моциклере. Для этого приготовили реакционную смесь: 

1.0 мкл Х10 Lig buff; 

1.0 мкл pcDNA3.1+ вектор; 

1.0 мкл DNA Ligase. 

Объем генДНК и кДНК рассчитывался в зависимости от концентрации 

синтезированных фрагментов. Соотношение концентрации в моля вектора и 

фрагментов должно быть 1:4. Недостающий объем восполняли H2O. Реакция 

проходила всю ночь при 16С.  

Перед трансформацией в бактерии лигазы инактивировали нагреванием 

до 64С и инкубацией при этой температуре в течение 10 минут. 

 

2.2.5 Приготовление электрокомпетентных клеток 

 

Засеяли 1 мл свежей культуры клеток XL1-Blue в 100 мл среды SOB. Ин-

кубацию проводили в литровой колбе при 37С энергично встряхивая. Через 

три часа измерили OD600. Остановили культивирование, когда OD достигла 0,7-

0,8. Охладили клетки в течение 20 минут во льду. Предварительно охладили 

центрифугу до 4С и поставили в лед 10% глицерольную воду. Разлили клетки 

в две 50 мл пробирки и центрифугировали при 4500 rpm 10 минут. Слили су-

пернатант и ресуспендировали клетки в 35-40 мл глицерольной воды, центри-
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фугировали при 3800 rpm 10 минут. Ресуспендировали клетки в 10 мл глице-

рольной воды и перенесли клетки в одну 50 мл пробирку. Центрифугировали 

при 3800 rpm 10 минут. Ресуспендировали клетки в 20 мл глицерольной воды, 

центрифугировали при тех же условиях. Ресуспендировали клетки в 6 мл гли-

церольной воды, центрифугировали при тех же условиях. Окончательно ресус-

пендировали клетки в 400 мкл глицерольной воды и разлили клетки в чистые 

пробирки по 160 мкл. 

 

2.2.6 Трансформация клеток E. coli электропорацией 

 

В отдельные пробирки добавляли по 80 мкл клеток XL1-Blue и по 2 мкл 

диализованной лигазной геномной ДНК и кДНК изоформ люциферазы. Кюветы 

для электропорации предварительно охладили во льду. Во льду добавили в кю-

вету клетки с ДНК. На пульсере установили 1800 кВ для 100 мкл кюветы, сде-

лали пульс. Немедленно добавили 2 мл SOC и перенесли все в 15 мл стериль-

ную пробирку.  Восстанавливали клетки при 30С 2 часа при 150 rpm. 

 

2.2.7 Трансформация клеток E. coli тепловым шоком 

 

В 60 мкл химических клеток XL1-Blue добавляли 6 мкл лигазной геном-

ной ДНК и кДНК MLuc7 изоформы и перемешали пипетированием. Инкубиро-

вали во льду 30 минут. Далее провели тепловой шок при 42С 45 секунд и сразу 

поместили пробирку в лед. В пробирку добавили пять объемов среды SOC к 1 

объему клеток и инкубировали 1 час при 37С. После этого, все клетки высева-

ли на чашку Петри со средой LB с добавлением 50 мкл ампициллина. Выращи-

вали клетки в термостате при 37С. Для нахождения вставок провели быстрый 

скрининг колоний методом ПЦР.  

 

2.2.8 Бело-голубой скрининг 

 

Для определения рекомбинантных клонов провели бело-голубой скри-

нинг на чашках Петри в среде LB с добавлением 50 мкл ампициллина, 50 мкл 

100 mM IPTG и 50 мкл X-gal (40мг/мл). После определения титра жизнеспособ-

ных клеток электропорационную смесь клеток XL1-Blue высевали по ~1000 

клеток на чашку. Выращивали клетки в термостате при 30С. Далее белые ко-

лонии, содержащие вектор с целевыми вставками, использовали для быстрого 

ПЦР скрининга. 

 

2.2.9 Быстрый скрининг колоний ПЦР 

 

Анализ рекомбинантных колоний на вставки проводили методом быстро-

го скрининга колоний ПЦР в термоциклере «РТС-200» MJResearch. Для этого 

стерильной петлей сняли часть колонии с агара и перенесли клетки в 10 мкл 
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деионизованной воды. Далее в пробирки добавили по 10 мкл заранее приготов-

ленный реакционный буфер 2х, в который входили следующие компоненты: 

5.4 мкл H2O; 

2.0 мкл Х10 Taq buff; 

0.8мкл 10mM dNTP; 

0.7 мкл 10µM 5’– праймера; 

0.7 мкл 10 µM 3’– праймера; 

0.4 мкл Taq polymerase; 

Параметры ПЦР реакции: 

95C – 30 сек 

95C – 20 сек  

51°C – 30 сек       22 цикла (всего 23) 

72C – 1.3 мин  

72C – 7 мин 

Где 95С – температура денатурации ДНК, 51С – температура отжига 

праймеров, 72С – элонгация ДНК. 

После первого второго цикла оставить на 72С на паузу и быстро разме-

шать на вортексе. 

 

2.2.10 Выделение плазмидной ДНК для секвенирования 

 

Выделение плазмидной ДНК из клеток E. coli производили набором 

QIAprep Spin Miniprep Kit для выделения плазмидной ДНК ("QIAGEN", Герма-

ния). Выращивали клетки E. coli в 6 мл LB, содержащей антибиотик, всю ночь 

при 30С при 225 rpm до оптической плотности OD590=1,5. Центрифугировали 

клетки в 2 мл пробирках 3 раза не более 8000 rpm 2 мин, осушали осадок, в са-

мом конце супернатант убирали пипеткой. Тщательно ресуспендировали оса-

док в 500 мкл буфера Р1 на вортексе до однородной суспензии. Добавили 500 

мкл лизирующего буфера и мягко переворачиванием тщательно перемещали до 

полной прозрачности раствора. Добавили 700 мкл нейтрализирующего буфера, 

мягко смешали переворачиванием несколько раз. Центрифугировали в течение 

10 мин 14000 rpm. Хлопья белка вместе с клеточной хромосомой должны вы-

пасть в осадок. Супернатант по частям нанесли на колонку для очистки плаз-

мидной ДНК, не более 700 мкл за раз. Центрифугировали сначала быстрым 

встряхиванием, потом 1 мин 14000 rpm. Слили супернатант. Нанесли на колон-

ку 500 мкл буфера РВ для промывки ДНК. Инкубировали 1 мин. Затем центри-

фугировали 1 мин 14000 rpm. Удалили фильтрат.  Нанесли на колонку 500 мл 

буфера РЕ для промывки. Инкубировали 3 мин. Затем центрифугировали 1 мин 

14000 rpm. Удалили фильтрат. Нанесли 250 мкл буфера РЕ для промывки. Ин-

кубировали 3 мин. Затем центрифугировали 2 мин 14000rpm. Нанесли 200 мкл 

70% этанола для промывки. Центрифугировали 3 мин 14000 rpm. Колонку с 

промытой ДНК перенесли в чистую 1.5 мл пробирку. Сушили на воздухе 10 

мин. Нанесли в центр фильтра с ДНК 80 мкл элюционного буфера. Инкубиро-

вали 3 мин., центрифугировали 2 мин 14000 rpm. Оценивали концентрацию вы-
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деленной плазмидной ДНК с помощью гель-электрофореза в 1% агарозном геле 

в ТАЕх50 буфере. Концентрацию ДНК оценивали визуально по флуоресценции 

бромистого этидия в сравнении со стандартами молекулярного веса 

 

2.2.11 Агарозный ДНК электрофорез 

 

В 1% агарозный гель и ТАЕх50 буфер был добавлен интеркалирующий 

краситель – бромистый этидий (EtBr) до конечной концентрации 1 мкг/мл. Гель 

заливали на подложку для геля толщиной ~5 мм, оставляли до полного засты-

вания. Затем, гель переносили в камеру для электрофореза и заливали буфером 

так, чтобы он покрыл гель на 3-5 мм. 

Перед нанесением 1 мкл образца предварительно смешивали с 10 мкл бу-

фера для электрофореза (ТАЕх50 with EtBr) и 1 мкл красителя. Далее с помо-

щью пипетки образцы внесли в лунки. Так же наносили стандартные маркеры в 

количестве 500 нг на дорожку геля. Рабочее напряжение составляло 100В. Ана-

лиз результатов проводили УФ-спектрометрией, с использованием системы ви-

деодокументации «AlfaImager».  Характерный максимум поглощения для ДНК, 

связанного с бромистым этидием при λ = 260 нм. 

 

2.2.12 Анализ сиквенсов 

 

Сиквенирование полученных образцов выполнено центром коллективно-

го пользования СО РАН ЦКП "Геномика", г. Новосибирск. 

Идентификация интронов была проведена путем сравнения последова-

тельностей образцов генДНК и кДНК последовательностей в программе 

«ClustalW». Полученный элаймент (выравнивание последовательностей) был 

откорректирован вручную. 

 

2.2.13 Синтез фрагментов ПЦР для конструкции 

 

Синтез геномного и кДНК генов MLuc7 изоформы проводили методом 

ПЦР в термоциклере «РТС-200» MJResearch.  

Для синтеза фрагментов смешивали реакционный буфер, на общий объем 

которого (50мкл) входили следующие компоненты: 

5 мкл 10X Encyclo buff; 

1 мкл 10 mM dNTP; 

1,5 мкл 10 µM 5’– 757; 

1.5 мкл 10 µM 3’– 806; 

1 мкл Encyclo polymerase; 

40 мкл H2O; 

50–100 нг матрицы; 

Параметры ПЦР реакции: 

95°C – 2 мин 

95°C – 20 сек  
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45°C – 30 сек       16 циклов (всего 17) 

72°C – 1 мин  

72°C – 5 мин 

Где 95°С – температура денатурации ДНК, 45°С – температура отжига 

праймеров, 72°С – элонгация ДНК. 

 

2.2.14 Очистка ПЦР-фрагментов набором 

 

Очистку ПЦР-фрагментов генДНК и кДНК для конструкции, производи-

ли набором QIAquick PCR Purification kit для очистки ПЦР-фрагментов 

(«QIAGEN», Германия). РВ-буфер в пятикратном объеме добавляли в ПЦР ре-

акцию и перемешивали пипетировангием. Далее полученный раствор наносили 

на колонку и центрифугировали 1 минуту при 14000 rpm. Слили супернатант. 

Промывку проводили РЕ-буфером, сначала добавляли 500 мкл, инкубировали 3 

минуты и центрифугировали при тех же условиях. Далее добавляли 250 мкл 

РЕ-буфера, инкубировали 3 минуты и центрифугировали 2 минуты 14000 rpm. 

После колонку помещали в чистую 1.5 мл пробирку и сушили на воздухе ~5 

минут. В конце, в центр мембраны добавляли 50 мкл 0.1 ЕВ, инкубировали 3 

минуты и центрифугировали 2 минуты 14000 rpm. 

 

2.2.15 Рестрикция 

 

Для рестрикции смешивали реакционную смесь: 

48 мкл очищенной ПЦР-реакции; 

6 мкл 10X B-SE; 

1.2 мкл 50X BSA; 

2 мкл Kpn I; 

Далее смесь инкубировали при 37°C 1 час. После в реакцию добавляли 

оставшиеся компоненты: 

3 мкл 1M NaCl; 

2 мкл Xho I; 

И инкубировали еще 1 час при 37°С. 

После рестрикции фрагменты разделяли препаративным электрофорезом. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТА И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

Изъяты страницы 22-34 в связи с авторскими правами 
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ВЫВОДЫ 

Выделена геномная ДНК из замороженных копепод Metridia longa 

для синтеза геномных генов. 

Подобраны оптимальные условия для синтеза геномных и кДНК 

вариантов генов MLuc2 и MLuc7 изоформ люциферазы. 

Идентифицированы 12 кДНК и 4 генДНК клонов для MLuc2 изоф-

рмы и 15 кДНК и 10 генДНК клонов для MLuc7 изоформы. 

Выделена плазмидная ДНК с генами в количестве, достаточном для 

секвенирования. 

Изоформы люциферазы M. longa MLuc2 и MLuc7 являются неал-

лельными паралогичными генами. 

MLuc2 имеет 4 интрона, MLuc7 – 3 интрона. 

Интрон в середине высококонсервативного мотива повторяющейся 

последовательности уже был в предковой последовательности до образо-

вания люциферазного гена путем тандемного повтора. 

В сравнении с MLuc2 изоформой, у MLuc7 на один интрон меньше, 

что подтверждает их статус неаллельных паралогичных генов. 

При сравнении всех клонов выявлены 3 аллеля для двух изоформ: 2 

аллеля для MLuc1-158S изоформы и 1 аллель для MLuc2-158T. 

При сравнении всех клонов для MLuc7 изоформы выявлены 2 алле-

ля: MLuc7-578G и MLuc7-578A. 

Создана конструкция с геномным и кДНК генами MLuc7 в экспрес-

сионном эукариотическом векторе pcDNA3.1+ для сравнения репортер-

ных свойств геномного и кДНК вариантов в клетках млекопитающих. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

bp – пара нуклеотидов 

Cys – аминокислота Цистеин 

kb – тысяча пар нуклеотидов 

mM – миллимоль/литр, 10
-3

 

MLuc – люцифераза копепод Metridia longa 

OD – оптическая плотность 

а. о. – аминокислотный остаток 

генДНК – геномная дезоксирибонуклеиновая кислота 

кДа – килодальтон, 1000 а.е.м. 

кДНК–комплементарная мРНК дезоксирибонуклеиновая кислота 

мкл – микролитр, 10
-6

л 

мл – миллилитр, 10
-3

л 

М – концентрация, моль / литр 

нм – нанометр, 1 * 10
-9

 метров 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

фмоль – фемтомоль, 10
−15

 моль 
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