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Детальный рестрикционный анализ конъюгативного фактора ле
карственной устойчивости RP4, обладающего уникальной способностью 
стабильно наследоваться во многих видах бактерий, представляет важ
ное значение как для исследования ее необычных систем репликации 
и конъюгации, так и для создания векторных молекул ДНК с широким 
спектром действия. Ранее нами были определены участки узнавания 
на ДНК RP4 для рестриктаз Sall. BamHI и Smal (').

В настоящей работе приводится рестрикционная карта плазмиды 
RP4, которая может быть использована для осуществления эксперимен
тов по клонированию различных районов ее ДНК.

В основу построения рестрикционной карты RP4 положены ре
зультаты двойного расщепления ДНК плазмиды различными эндону
клеазами. ■՛ «Я

Рестриктазы выделяли по методам HindiII, EcoRI (а); BamHI (’): 
Sall (*), Hpal, PstI ('). Рестриктаза Smal любезно предоставлен.՛’ 
P. Беляевой. ДНК плазмиды RP4 выделяли по методу (в). ДНК фага 
/.c!85s7 была любезно предоставлена Р. М. Крюковым. Условия рас
щепления ДНК RP4 и фага > изложены в работе (’). Обработку ДНК 
плазмиды эндонуклеазой PstI проводили следующим образом: 90 мМ 
Трис-НС, 10 мМ MgCI2, pH 7.4; t — 37°С.

Электрофоретическое разделение фрагментов проводили в 0,8— 
1.0%-ном агарозном геле («Sigma») при 2—5 в(см Определение разме
ров фрагментов проводили по их подвижности в агарозном геле при 
электрофорезе В качестве стандартов использовали фрагменты, об
разующиеся при расщеплении ДНК фага / рестриктазами EcoRI. 
Hpal, Smal, Hindlll и Kpnl. . ■* * V

При построении физической карты плазмиды RP4 за точку отсче
та был принят единственный участок узнавания рестриктазы EcoRI. 
Рестриктазы Hindlll и Hpal также имеют по одному участку узнава
ния на ДНК плазмиды RP4. Двойное расщепление ДНК RP4 рестрик-
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(азами EcoRl + Hindlll и EcoRI + llpal (рис. I) нс позволяло услано- 
вить ориентацию участков по отношению к участку расщепления ДНК 
RP4 рестриктазой EcoRI. Поэтому было проведено двойное расщепле- 
ние ДНК RP4 рестриктазами Sall + Hpal и Sall + HindHI. При этом 
исчезает большой фрагмент S А и образуются новые фрагменты 
SI I -Л1, А2 и Slip Al, А2 (рис. I), что указывает на наличие участ
ков узнавания рестриктаз Hindi!! и Нра! внутри фрагмента S—А Раз
меры всех этих фрагментов приведены в таблице, а положение участ
ков узнавания рестриктаз Hind!!! и Нра! на ДНК RP4 показано на 
рис. 3.

Рис. I. Электрофоретическое разделение фрагментов ДНК плазмиды RP4. образую
щихся при действии рестриктаз: a -Sal! + HindIH; б -EcoRI+ Hindlll. в—Sall + Hpal. 
• EcoRI + Hpal. <) I lp<> I + I Iindlll, <• ДНК фага*. +֊ Hind 111; х-ДНК фага>-+Hpal

При расщеплении Д1 IK плазмиды RP4 рестриктазой Pst I образуется 
Шесть фрагментов с молекулярным весом от 0,45 до 17.58 МД (таб
лица). В таблице и на рис. 2 приведены результаты совместного рас
щепления ДНК RP4 рестриктазой Pst! с рестриктазами EcoRI. 
BamHI и Sall. Как видно из рис. 2, участки узнавания рестриктаз 
EcoRI, BamHI и Sall расположены в фрагментах Р А. Р—D и Р 
В, С соответственно. На основании этих данных можно установить 
взаимное положение 4 из 6 фрагментов, образующихся при действии
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Рис, 2. Электрофоретическое разделение фрагментов ДНК плазмиды РР4. образую
щихся при действии рестриктаз: а—Р$(. б—РяИ + ЕсоИ1; л—Рви + ЗаП; г РвИ + Нра!; 
д—Р$И + ВатН1; е—ДНК фага к ч-НтИН!; ж— Рм1 + Н|псПН; э—ДНК фагаХ+Нра1;

и—ДНК фага X +Крп
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рестриктазы PstI Локализация двух маленьких фрагментов Е н F бы
ла определена измерением молекулярных весов фрагментов, образую 
щихся при расщеплении ДНК плазмиды рестриктазами PstI и HindiII. 
Hpal и Sall, а также при совместном расщеплении рестриктазами 
Ilindlll и Hpal (рис. I, 2). Размеры образующихся фрагментов приве
дены в таблице. Я

Таким образом было установлено положение всех шести участ
ков узнавания рестриктазы PstI на ДНК RP4. Только один участок уз
навания рестриктазы BamlH был обнаружен нами на ДНК плазмиды 
RP4 ('). Ранее было показано также, что в транспозоне ТпА имеется 
один участок узнавания рестриктазы BamlH. который расположен на 
расстоянии 1 А1Д от одного из концов транспозона ТпЛ (5). Таким об 
разом можно локализовать ампицнлиновыи транспозон в районе рас
положения участка узнавания рестриктазы BamlH. Точная ориентация 
ГпА была установлена на основании положения участков узнавания 
рестриктазы PstI Такое же взаимное положение участков узнавания 
ресгриктаз PstI и BamHI было обнаружено и в случае плазмиды 
pRSI'2124. которая также содержит транспозон ТпА (6). К настоящему 
времени построены рестрикционные карты для плазмид RK2 и RPI, 
также относящихся к IncPI группе несовместимости (7 а). Сравнение 
полученных карт с рестрикционной картой RP4 указывает на достаточ
но высокую гомологию этих плазмид, по крайней мере в отношении 
расщепления их ДНК исследованными рестриктазами. Необходимо от
метить также неравномерное распределение участков узнавания для 
исследованных рестриктаз по длине молекулы RP4, а также тот факт, 
что в пределах ДНК RP4 содержится значительно меньше участков 
узнавания для рестриктаз EcoRi, Hindlll, Sall, чем следовало бы ожи
дать из случайного распределения специфических последовательностей 
нуклеотидов в ДНК с молекулярным весом 38 МД. Специфические 
участки расщепления ДНК RP4 исследованными рестриктазами сосре
доточены, в основном, в районах плазмиды, детерминирующих лекарст
венную устойчивость. Видимо, эволюция плазмиды RP4, которая при
вела к ее космополитной природе, шла нс только н направлении созда
ния достаточно универсальных систем конъюгации и репликации, ио 
также и в направлении возникновения генома с минимальной повреж
даемостью различными системами рестрикции.
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11րոշված Լ 7 ոեստրիկտապների ճանաչման հատվածների դիրրր RP4 
ՒՆքէ՚-ի վրա ե փաստորեն աոաջին անգամ կառուցված Լ RP-/ պլազ- 
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միզի ոեստրիկցիոն /ւարտհււրւ II՝եսլորիկէյիոն անւս լիզի հիման վրա որոշված է 
TlU տրանսպոդոնի ճշգրիտ տեղսւղրումն և ղիրքավորումր RP4 պչաղմիղի

ա Iֆիզիկական քարտեզի վր 
Ստացված տվյալն երր կարևոր նշանակություն ունեն ինչպես RP-f պլազ-

միզի անսովոր ոե սլլի կացիա յի և կոնյու զացիտյի սիստեմների ուսումնասիրող- 
թյան, այնպես 1,[ ԴՆԹ-ի նոր վեկտորային մո(ևկոլյների ստեղծման համար։
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