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Лабораторная работа 13. 
ВЕКТОРНЫЕ СИСТЕМЫ 

 
Цель занятия: Ознакомиться с плазмидными, фаговыми и кос-

мидными векторами, освоить методы введения и клонирования чуже-
родных ДНК с помощью векторов на примере решения типовых за-
дач. 

Материалы и оборудование: Рисунки и таблицы по векторным 
системам, лабораторный дневник по генетике, ручка. 

 
Задание 1. Дайте определения следующим терминам: вектор, 

плазмида, космида, cos-сайт, репортёрный ген, PBR322, гены устой-
чивости, участок множественного клонирования. 

 
Задание 2. Ответьте на поставленные вопросы:  
Что такое векторы? 
Какие  виды векторов вы знаете?  
Что такое плазмида? 
Какими свойствами должны обладать плазмиды как векторы? 
Опишите строение и свойства плазмиды типа pUC.  
Каков недостаток плазмид, как векторов?  
Как применяют вектора для создания геномных библиотек? 
 
Задание 3. Зарисуйте схему клонирования гена с помощью век-

тора. 
 
Задание 4. Рассмотрите примеры решения задач и решите задачи 

по данной теме: 
1. Ниже приведён фрагмент ДНК, можно ли встроить его в плаз-

миду pSC101? 

5`-АГГЦЦТГААТТААГГЦААТАГТГТГААТЦА-3` 
3`-ТЦЦГГАЦТТААТТЦЦГТТАТЦАЦАЦТТАГТ-5` 

2. Ниже приведены два одноцепочечных фрагмента ДНК. Какой 
из них в двухцепочечном варианте можно использовать для встраива-
ния в плазмиду pSC101? 

а)     5`-ГГЦЦТГААТТЦААГЦАТАГТГТГААТТЦАА-3` 
б)     5`-ТЦЦГГАЦТТААТТГТТАТЦАЦАЦТТАГТ-5` 
 

3. Кольцевая плазмида pBR322 имеет участки расщепления раз-
личными рестриктазами. Какой из ниже приведённых фрагментов 
двухцепочечной ДНК можно встроить в данную плазмиду? 



 2

5`-ЦЦГАТТЦАГАТГТААГГЦААТАГТГТГАТТЦАЦА-3` 
3`-ГГЦТААГТЦТАЦАТТЦЦГТТАТЦАЦАЦТААГТГТ-5` 
 

5`-ЦЦТТААГЦТТАГГЦТААГГЦААТАГААГЦТТТЦААТГ-3` 
3`-ГГААТТЦГААТЦЦГАТТЦЦГТТАТЦТТЦГАААГТТАЦ-5` 
 

4. Какой из ниже приведённых фрагментов двухцепочечной ДНК 
можно встроить в плазмиду pBR322? 

5`-ЦЦГААТТЦАГАТГТААГГЦААТАГТГТГААТТЦАЦА-3` 
3`-ГГЦТТААГТЦТАЦАТТЦЦГТТАТЦАЦАЦТТААГТГТ-5` 
 

5`-ЦЦТТААГЦТТАГГЦТААГГЦААТАГААГЦТТЦАЦАТГ-3` 
3`-ГГААТТЦГААТЦЦГАТТЦЦГТТАТЦ ТТЦГААГТГТАЦ-5` 
 

5. В плазмиде pUC18 имеется полилинкерный участок, который 
содержит сайты рестрикции для 10 различных рестриктаз. Можно ли  
встроить в эту плазмиду приведённые ниже фрагменты двухцепочеч-
ной ДНК? 

5`-ЦЦГААТТЦАГАТГТААГГЦААТАГТГТГААТТЦАЦА-3` 
3`-ГГЦТТААГТЦТАЦАТТЦЦГТТАТЦАЦАЦТТААГТГТ-5` 
 

5`-ЦЦТТААГЦТТАГГЦТААГГЦААТАГААГЦТТТЦААТГ-3` 
3`-ГГААТТЦГААТЦЦГАТТЦЦГТТАТЦТТЦГАААГТТАЦ-5` 
 

6. Имеется фрагмент двухцепочечной ДНК следующего состава: 

5`- ТАГГАТЦЦАТТАААТАГТГГАТЦЦГТ -3` 
3`-АТЦЦТАГГТААТТТАТЦАЦЦТАГГЦА-5` 
Можно ли встроить данный фрагмент в плазмиду pBR322? Как 

подтвердить, что фрагмент чужеродной ДНК встроен в плазмиду 
pBR322? 

 

7. В плазмиду pBR322 вставлен фрагмент чужеродной ДНК. 
Трансформированные такой плазмидой бактерии растут на питатель-
ной среде с ампициллином, но не растут на 
питательной среде, содержащей тетрацик-
лин. Какой известной вам рестриктазой 
можно вырезать чужеродную ДНК из 
плазмиды? 

8. Ген Ms находится в кольцевой 
плазмиде величиной 5 000 нуклеотидных 
пар (5 000 нп). Разрезание плазмиды рест-
рикционным ферментом Hind III дает 
фрагменты 1, 2 и 3, как показано на рисун-
ке 13.1 (H - Hind III рестрикционные сай-
ты): 
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Рис. 13.1 - Рестрикционная 
карта кольцевой плазмиды с 
указанием сайтов рестрик-
ций для фермента Hind III. 
 



 3

7 kb 
6 kb 

4 kb 

2 kb 
1 kb 

H
in

d
II

I 

S
m

aI
 

С
м

ес
ь 

Рис. 13.2- Электрофоре-
грамма фрагментов ДНК                                                                                    

Тандемная копия гена Ms содержится только в одном Hind III 
фрагменте. Если ген Ms кодирует регуляторный белок MSS4, состоя-
щий из 300 аминокислот, то укажите в каком фрагменте плазмиды 
расположены копии гена Ms? 

 

9. Фрагмент ДНК мыши величиной 4 кб, имеющий на концах 
сайты рестрикции для EcoRI, содержит ген М. Этот фрагмент был 
встроен в плазмиду pBR322 по EcoRI сайту. Полученная рекомби-
нантная плазмида была разрезана двумя рестриктазами, электрофоре-
тический спектр полученных рестрикционных фрагментов, окрашен-
ных этидиум бромидом, представлен на рисунке 13.2. Для фракций на 
геле, полученных после разрезания сразу двумя ферментами, была 
проведена Саузерн-блот гибридизация с использованием в качестве 
зонда меченого фрагмента плазмиды pBR322. С какими фракциями 
ДНК произойдет гибридизация меченого зонда? 

 

10. Ген для белка β-тубулина был получен из грибка Neurospora, 
вставлен в кольцевую плазмиду и клонирован в бактерии E.coli. Опи-
шите шаг за шагом последовательность 
действий, необходимых для того, чтобы 
клонировать этот ген от родственного 
грибка Podospora, используя в качестве 
вектора кольцевую плазмиду pBR, пред-
ставленную на рисунке 13.3, которая не-
сет два гена устойчивости к антибиоти-
кам канамицину (kan) и тетрациклину 
(tet). 

11. Фрагмент человеческой ДНК ве-
личиной 6 кб был встроен в плазмиду 
pBR 322 по EcoRI сайту. После этого, ре-
комбинантная плазмида была разрезана 
двумя рестриктазами, а полученные об-
разцы подвергнуты электрофорезу в ага-
розном геле, как и в задаче 9. Электрофо-
ретический спектр полученных фрагмен-
тов представлен на рисунке 13.4. Для 
фракций, полученных после разрезания 
сразу двумя ферментами, была проведена 
Саузерн-блот гибридизация с меченым 
зондом из плазмиды pBR322.  

Рис.13.3-Кольцевая плаз-
мида pBR, несущая два ге-
на устойчивости к анти-
биотикам. Сайты рестрик-
ции указаны стрелками.                                                                                               
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Рис. 13.4- Электрофоре-
грамма фрагментов ДНК.  

3 kb 

С какими фракциями ДНК в этом слу-
чае произойдет гибридизация меченого 
зонда? 

12. Исследователи для клонирования 
важного фрагмента человеческой ДНК ве-
личиной 1кб использовали плазмиду 
pUC18. Трансформированные гибридной 
плазмидой клетки E. coli были помещены 
на питательную среду, содержащую X-Gal. 
После культивирования в чашках Петри 
появились колонии синего и белого цвета. 
Удалось ли встроить нужный фрагмент человеческой ДНК в плазми-
ду pUC18?  

13. Интересный фрагмента человеческой ДНК  величиной 1 кб 
был встроен в плазмиду pUC18 по Hind III сайту и клонирован в E. 
coli. Если выделить гибридную плазмиду и разрезать  рестриктазой 
Hind III то как будет выглядеть спектр фрагментов после электрофо-
реза в агарозном геле в случае когда человеческая ДНК  успешно 
встроилась в pUC18 и когда этого не произошло? 

14. Изменится ли электрофоретический спектр фрагментов после 
электрофореза в агарозном геле если, выделенную по условиям зада-
чи 13 гибридную плазмиду pUC18 разрезать сразу двумя рестрикта-
зами Hind III и EcoR1? 

 

15. Какой из ниже приведённых фрагментов двухцепочечной 
ДНК можно клонировать в бактериофаге λ? 

5`-ЦЦГААТТЦАГАТГТААГГЦААТАГТГТГААТТЦАЦА-3` 
3`-ГГЦТТААГТЦТАЦАТТЦЦГТТАТЦАЦАЦТТААГТГТ-5` 
 

5`-ЦЦТТААГЦТТАГГЦТААГГЦААТАГААГЦТТЦАЦАТГ-3` 
3`-ГГААТТЦГААТЦЦГАТТЦЦГТТАТЦ ТТЦГААГТГТАЦ-5` 
 

16. Из семнадцатой хромосомы человека удалось выделить инте-
ресный ген, расположенный во фрагменте ДНК величиной около 8 кб. 
На флангах этого фрагмента имеются сайты рестрикции для фермента 
EcoR1. Можно ли успешно клонировать этот фрагмент человеческой  
ДНК в бактериофаге λ? 

 

17. В геноме эукариотического организма имеется сложный тан-
демно дуплецированный ген. Величина ДНК одной копии этого гена 
составляет чуть больше 20 кб.  

Сумеют ли генные инженера в своём арсенале найти подходящий 
вектор для клонирования тандемной копии данного гена? 
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18. Получен интересный фрагмент двухцепочечной человеческой 
ДНК с тупыми концами величиной около 200 нуклеотидных пар. 
Причем, в этом фрагменте не оказалось сайтов рестрикции для удоб-
ных рестриктаз, расщепляющих ДНК с образованием липких концов.  

Удастся ли успешно клонировать этот фрагмент человеческой 
ДНК в известных вам плазмидах?  

19. Поскольку рестриктаза EcoRI узнаёт последовательность 
ДНК, состоящую из шести нуклеотидов то она будет разрезать моле-
кулу двухцепочечной ДНК в среднем один раз на 4096 нуклеотидных 
пар.  

Можно ли клонировать какие либо фрагменты ДНК дрожжевого 
грибка Saccharomyces cerevisiae в фаге λ если они были разрезаны 
ферментом EcoRI (геном дрожжевого грибка Saccharomyces 
cerevisiae, состоящий из одной хромосомы, содержит около 13,5 ×106 
нуклеотидных пар ДНК)? 

 

20. Геном Drosophila melanogaster, состоящий из четырёх хромо-
сом, содержит около 108 нуклеотидных пар ДНК. При создании ге-
номной библиотеки дрозофилы меланогастер также использовали ре-
стрикционный фермент EcoRI, а полученные фрагменты были 
встроены в вектор и клонированы в E. coli. 

Сколько различных клонов содержащих отличающиеся фрагмен-
ты ДНК Drosophila melanogaster составляют геномную библиотеку 
вида в данном случае? 

21. В ходе создания геномной библиотеки человека использовали 
рестрикционный фермент Not I, узнающий октамерную последова-
тельность ГЦГГЦЦГЦ, а полученные фрагменты были встроены в 
вектор и клонированы в E. coli. 

Каково в этом случае будет минимальное число различных кло-
нов, содержащих отличающиеся фрагменты ДНК в составе геномной 
библиотеки человека?  

22. Кольцевая плазмида pSC101 несет только один участок рас-
щепления рестриктазой EcoR1. Какой из приведённых ниже фрагмен-
тов ДНК можно встроить в данную плазмиду? 

1) 5`-ЦЦГААТТЦАГАТГТААГГЦААТАГТГТГААТТЦАЦА-3` 
   3`-ГГЦТТААГТЦТАЦАТТЦЦГТТАТЦАЦАЦТТААГТГТ-5` 
2)5`-ЦЦТТАГГЦЦТГААТТААГГЦААТАГТГТГААТЦАЦАТГ-3` 
    3`-ГГААТЦЦГГАЦТТААТТЦЦГТТАТЦАЦАЦТТАГТГТАЦ-5` 
23. При помощи рестриктазы Pst I получен фрагмент двухцепо-

чечной ДНК с липкими концами. Можно ли встроить данный фраг-
мент в плазмиду pBR322? Как подтвердить, что фрагмент чужерод-
ной ДНК встроен в плазмиду pBR322? 
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Пример решения задач: 
Задача 22. 
Дано:  
Вектор pSC101 
Рестриктызы, лигазы 
Два фрагмента ДНК 
pSC101 - ? 
Решение: 
Поскольку плазмида pSC101 несет один участок расщепления ре-

стриктазой EcoR1, то в неё можно встроить только тот фрагмент 
ДНК, который также может быть разрезан рестриктазой EcoR1. По-
этому из двух фрагментов двухцепочечной ДНК, приведённых выше, 
в плазмиду pSC101 можно встроить лишь первый, так как только он 
содержит участки разрезания для EcoR1.  

 
   EcoR1          EcoR1 

1)    5`-ЦЦГ--ААТТЦАГАТГТААГГЦААТАГТГТГ--ААТТЦАЦА-3` 
3`-ГГЦТТАА--ГТЦТАЦАТТЦЦГТТАТЦАЦАЦТТАА--ГТГТ-5` 
 

На первом этапе EcoR I разрезает по сайтам рестрикции плазмиду 
и первую молекулу ДНК с образованием фрагментов ДНК с липкими 
концами. На втором этапе происходит гибридизация линейной моле-
кулы плазмиды и фрагмента чужеродной ДНК с последующим обра-
зованием кольцевой молекулы вектора со встроенным участком чу-
жеродной ДНК и сшивание их при помощи фермента лигазы.  

Ответ: из двух фрагментов двухцепочечной ДНК, приведённых 
выше, в плазмиду pSC101 можно встроить лишь первый, так как 
только он содержит участки разрезания для EcoR1. 

 
 
Задача 22. 
Дано:  
Вектор pBR322 
ДНК 
Рестриктаза Pst I 
pBR322 - ? 
Решение: 

Данный фрагмент ДНК можно встроить в плазмиду pBR322, по-
скольку она несет участок расщепления рестриктазой Pst I. Процесс  
вставки фрагмента в плазмиду аналогичен таковому в предыдущей 
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задаче. 
На первом этапе под действием рестриктазы Pst I, узнающей по-

следовательность ЦТГЦАГ, получают линейную молекулу плазмиды 
с липкими концами: 

На втором этапе происходит гибридизация линейной молекулы 
плазмиды с фрагментом ДНК с последующим сшиванием ферментом 
лигазой. 

Так как сайт рестрикции для Pst I находится в гене устойчивости 
(резистентности) к ампициллину, то при вставке чужеродной ДНК по 
месту разреза будет нарушена целостность гена Ap. Соответственно 
исчезнет признак устойчивости к ампициллину, кодируемый данным 
геном. Для того, чтобы подтвердить наличие чужеродной ДНК, гиб-
ридную плазмиду вводят в бактерию.  

Трансформированные плазмидой бактерии помещают на среду в 
чашку Петри, содержащую только тетрациклин. Затем переносят реп-
лику (отпечаток) колоний на среду, содержащую и тетрациклин, и 
ампициллин.  

Если бактериальные колонии растут на среде содержащей тетра-
циклин, но не растут на среде с двумя антибиотиками, то это означа-
ет, что данные бактерии несут плазмиды с чужеродной ДНК, встро-
енной в ген устойчивости к ампициллину. Иными словами, встроить 
данный фрагмент в плазмиду pBR322 при помощи рестриктазы Pst I 
удалось. 

Ответ: Можно встроить данный фрагмент ДНК в плазмиду 
pBR322. То как подтвердить, что фрагмент чужеродной ДНК встроен 
в плазмиду pBR322 описано в решении. 

 
Задание 5. Решить тестовые задания из раздела 3.3. 

 
Вопросы для самоконтроля: 
1. Векторы и их применение? 
2. Простейшие плазмидные векторы pSC101 и pBR322? 
3. Плазмидные векторы усложненной конструкции? 
4. Получение векторов с использованием фага λ? 
5. Строение космид? 
6. Создание генных библиотек и их использование? 

 

    


