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Разработанные в последнее время методы переноса генов в высшие 
растения дали исследователю мощный инструмент для выяснения зако-
номерностей, лежащих в основе таких фундаментальных процессов пере-
дачи генетической информации, как транскрипция и трансляция. Знание 
механизмов, контролирующих экспрессию генов, позволит в будущем 
создавать совершенные, высокоэффективные системы экспрессии гете-
рологичных генов, кодирующих определенные целевые белки. 

В отличие от прокариот до настоящего времени процессы транскрип-
ции и трансляции у эукариот, в частности у растений, на молекулярном 
уровне остаются еще во многом не выясненными. Удалось проанализи-
ровать роль TATA- и CAAT-элементов растительных промоторов в экс-
прессии генов in vivo [1–3], имеются данные о том, что район мРНК, не-
посредственно окружающий стартовый AUG-кодон, является критиче-
ским при образовании инициационного комплекса [4–6], однако все еще 
нет четкого представления о структурной организации 5'-нетранслиру-
емой последовательности мРНК и ее функции при инициации трансля-
ции. 

Целью настоящей работы явилось создание генно-инженерных кон-
струкций, содержащих различные нуклеотидные последовательности в 
области инициации трансляции. В качестве компонентов этих конструк-
ций были выбраны промотор хорошо изученного гена нопалинсинтетазы 
NOS из T-ДНК (фрагмент плазмиды, переносимый в геном растения при 
трансформации) плазмиды pTiC58 Agrobacterium tumefaciens [7], консти-
тутивно работающего в растениях, а также ген неомицинфосфотрансфе-
разы NPTII из Tn5, экспрессию которого легко можно определить как in 
vivo, по устойчивости клеток к канамицину, так и in vitro. 

Нами был получен набор плазмид, несущих делеции в 5'-нетрансли-
руемой области гена NOS (рис. 1а). У полученной серии делеционных 
вариантов гена, лишенных кодирующего района, была определена пер-
вичная структура (рис. 1б). 

В плазмиды, несущие различные варианты 5'-концевой области гена 
NOS, клонировали по BamHI-EcoRI-сайтам фрагмент этого же гена, со-
держащий участки полиаденилирования мРНК. Полученные векторы 
экспрессии в растениях серии pOS имеют структуру «промотор-BamHI-
терминатор», что позволяет помещать под контроль этих регуляторных 
участков нужные гены. 

Затем в эти плазмиды по BamHI-сайту были клонированы несколько 
различающиеся по длине фрагменты ДНК, содержащие структурную 
часть гена NPT. Нуклеотидные последовательности мест соединения 
промотора NOS и гена NPT в полученных гибридных генах NOS-NPT 
представлены на рис. 2а. 

В плазмиде pOS26Neo единственным инициирующим кодоном явля-
ется ATG гена NOS, а в остальных конструкциях – ATG гена NPT. Бакте-
риальный ген NPT содержит перед инициирующим кодоном дополни-
тельный ATG-кодон, не попадающий в рамку считывания. Этот «лож-
ный» ATG-кодон индуцирует синтез пептида из 7 аминокислот и, таким 
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образом, затрудняет правильную инициацию трансляции. В плазмидах 
pOS25Neod, pOS32Neod и pOS30Neod этот ATG-кодон удален. 

Интересно, что «ложный» AUG-триплет мРНК должен быть в силу 
фланкирующих нуклеотидов (ACAGGAUGA) более предпочтителен, чем 
инициирующий кодон (UUCGCAUGA) (консенсусная последователь-
ность – CC(A/G)CCAUGG [5]). Действительно, как показано в работах 
[8–10], вектор Bin19 [10] по сравнению с pLGV23Neo [9] (рис. 2в) повы-
шает устойчивость клеток табака к канамицину в 2–3 раза, в то время как 
вектор pGA471 [8], где трансляция начинается с более «удобного» AUG-
кодона гена NOS (CUGCAAUGG), – еще в 1,5 раза. Однако ген NOS-NPT 
плазмиды pMON177, аналогичный Bin19, экспрессируется в клетках пе-
тунии в 5–6 раз сильнее, чем ген pMON129 [11]. Такое различие в резуль-
татах, по-видимому, не связано с использованием другого растительного 

 

Рис. 1. Конструирование плазмид, содержащих делеции в 5'-концевой части гена но-
палинсинтетазы. а – схема получения делеций в плазмиде pOS7, содержащей промо-
тор и начало структурной области гена NOS. Сайты расщепления рестриктазами пока-
заны стрелками. Pnos – промотор гена NOS, стрелкой указана его ориентация; б – деле-
ции в 5'-районе гена нопалинсинтетазы. Транскрибируемая последовательность изо-
бражена заглавными буквами, транслируемые кодоны – вразрядку. Стрелками обо-
значены левые границы делеций, цифрами – номера соответствующих плазмид се-
рии pOS, содержащих такой «укороченный» промотор. Ниже в скобках указаны 
номера плазмид, содержащих данный промотор и терминатор гена NOS. Звездочками 
выделены нуклеотиды, необходимые для инициации транскрипции и трансляции 
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а 
pOS26Neo...TATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCAATCCAAATAATCTGCA ATG GCA АТС CGG АТС CGG GGA TTG ... 
pOS25Neo...TATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCAATCCAAATAATCTGCCGGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGC ATG ATT ... 
pOS25Neod..TATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCAATCCAAATAATCTGCCGGATCCGGCGC ATG ATT GAA ... 
pOS32Neo....TATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCCGGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGC ATG ATT GAA ... 
pOS32Neod..TATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCCGGATCCGGCGC ATG ATT GAA ... 
pOS30Neo...TATCCAATTAGAGTCCCGGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGC ATG ATT GAA ... 
pOS30Neod..TATCCAATTAGAGTCCCGGATCCGGCGC ATG ATT GAA ... 
pOS29Neo...TATCCCGGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGC ATG ATT GAA ... 

б 
pGA471.....TATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCAATCCAAATAATCTGCA ATG GCA ATT ACC TTA TCC GCA ACT TCT TTA CCT 

ATT TCC GCC cgg atc cgg GCA GGT ... 

pMONl29....TATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCAATCCAAATAATCTGCAGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGC ATG ATT... 
pLGV23Neo..TATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCAATCCAAATAATCTGGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGC ATG ATT... 

pMON177....TATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCAATCCAAATAATCTGCAGATCCTAGACGATCGTTTCGC ATG ATT GAA ... 

Bin19......TATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCAATCCAAATAATctgcaggatctgggatcgtttcgc ATG ATT GAA ... 

Рис. 2. a – нуклеотидные последовательности гибридных генов NOS-NPT в районе ATG-кодона в полученных плазмидах серии 
pOS...Neo и pOS. . .Neod;  б – структура генов NOS-NPT в районе ATG-кодона в плазмидах pGA471 [8], pLGV23Neo [9], Bin19 [10], 
pMON129 и pMON177 [11]. Последовательность гена NOS, сохранившаяся после обработки нуклеазой Ваl31, подчеркнута; трансли-
руемые кодоны даны вразрядку. Подчеркнуты инициирующий и «ложный» ATG-кодоны. Мелким шрифтом даны последовательности,  
выведенные  из  схем  опытов   (без  прямого определения первичной структуры) 
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объекта. Наконец, в этих векторах разница в расстоянии от AUG-кодона 
до 5'-конца мРНК составляет от 12 до 35 нуклеотидов (рис. 26), что мо-
жет, если исходить из модифицированной «сканирующей модели» ини-
циации трансляции [4], влиять на эффективность трансляции. 

Полученные нами плазмиды дадут возможность оценить in vivo эф-
фект как расстояния от AUG-кодона до 5'-конца мРНК (pOS29Neo – 
pOS30Neo – pOS32Neo – pOS25Neo;           pOS30Neod – pOS32Neod 
– pOS25Neod), так и нуклеотидного окружения AUG-кодона (pOS26Neo – 
pOS32Neod), а также влияние дополнительного ложного AUG-триплета 
(pOS26Neo – pOS30Neo – pOS32Neod – pOS29Neo) при условии равно-
удаленности AUG-кодона от 5'-конца мРНК. 
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CONSTRUCTION OF CHIMAERIC MARKER GENES NOS-NPT FOR PLANTS 
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A series of downstream deletions in the 5'-untranslated region of the nopaline syn-
thase gene have been obtained after digestion with Bal31 nuclease. These deletion 
mutants may be used to determine sequences required for the efficient translation. 
Plasmids for gene expression in plants were obtained. Fused genes NOS-NPT, contain-
ing different nucleotides upstream of the ATG codon and/or different lengths between 
the ATG codon and the 5'-end of mRNA, were constructed. Some of these genes con-
tain an additional ATG out of reading frame. 


