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Мета. Створення генетичних конструкцій 

для вивчення впливу різних регуляторних еле-

ментів, а саме промоторів, на експресію репор-

терного білка GFP. Методи. Для створення ге-

нетичних конструцій використовували метод 

молекулярного клонування Golden Gate, що до-

зволяє за допомогою рестриктаз IIS типу та Т4 

ДНК-лігази швидко створювати генетичні век-

тори. Результати. Для досліджень було обрано 

6 різних промоторів, а саме 35S промотор вірусу 

мозаїки цвітної капусти CaMV (Cauliflower 

Mosaic Virus), подвійний 35S промотор CaMV, 

промотори генів RbcS2B та RbcS1B, що коду-

ють малу субодиницю рибулозобісфосфаткар-

боксилази (RuBisCo), виділених із Різушки Таля 

(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.), та промотори 

генів, що кодують хлорофіл a-b зв’язуючі білки 

(LHB1B1 та LHB1B2), також виділених з 

A. thaliana. Усі транскрипційні одиниці додат-

ково містили такі елементи: 5'-послідовність Ω, 

що не транслюється (UTR), з віруса тютюнової 

мозаїки TMV (Tobacco Mosaic Virus); кодуючу 

послідовність гена gfp (Green Fluorescent 

Protein), виділеного з A. victoria, та 35S терміна-

тор CaMV разом із сигналом поліаденюлювання 

та 3'-послідовністю, що не транслюється. У ре-

зультаті роботи створено шість генетичних 

конструкцій із різними регуляторними елемен-

тами, а саме промоторами. Висновки. Створені 

генетичні конструкції можуть бути використані 

для вивчення впливу різних регуляторних еле-

ментів, а саме промоторів, на експресію репор-

терного білка GFP за транзієнтної або стабільної 

генетичної трансформації рослин. 

Ключові слова: клонування, генетичні 

конструкції, промотори, зелений флуоресцент-

ний білок (Green Fluorescent Protein, GFP). 

 

Генетичні конструкції є важливою части-

ною біотехнологій, що дозволяє керувати екс-

пресією гетерологічних генів залежно від того, 

які елементи входять до її складу. Зазвичай рі-

вень експресії гетерологічних генів як за транзі-

єнтної, так і за стабільної генетичної трансфор-

мації має бути високого рівня. Під час створен-

ня мультигенних конструкцій більш доцільно 

використовувати різні елементи в транскрип-

ційних одиницях, адже повтори в різних генах 

однієї конструкції можуть призводити до замо-

вчування генів [1]. 

Синтетична біологія спирається на стан-

дартизовані модулі для збирання генетичних 

конструкцій, з’єднуючи їх разом за певними 

правилами [2–7]. Чим менше число правил, що 

визначають стандарт, тим більш широко цей 

стандарт буде прийнято, оскільки набір інстру-

ментів буде меншим і дешевшим, а збірка буде 

швидша і простіша для автоматизації. Водночас 

універсальність не повинна бути порушена. Для 

збірки генетичних систем необхідно, щоб стан-

дарти мали достатню складність, що дозволяє 

використання різних елементів стандартної ге-

нетичної програми, а також забезпечує гнуч-

кість, що дозволяє користувачам включати, на-

приклад, кінцеві мітки (tag) для очищення біл-

ків, сигнальні пептиди для субклітинної локалі-

зації білків та зшивання послідовностей різних 

генів для вивчення білок-білкових взаємодій. 
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Метод клонування Golden Gate – це метод 

збирання фрагментів ДНК, що базується на ви-

користанні ферментів рестрикції IIS типу [8]. 

Він має багато особливостей, які є оптимальни-

ми для розробки стандарту збірки. Цей метод 

збирання ДНК дозволяє уникнути деяких нее-

фективних, тимчасових і дорогих стадій моле-

кулярного клонування, зокрема таких, як амп-

ліфікація (ПЛР) фрагментів ДНК, виділення та 

очищення фрагментів ДНК з гелю, а також роз-

робка нестандартних праймерів. На відміну від 

інших методів збірки ДНК [9], він не вимагає 

перекриття фланкуючих послідовностей або 

сайтів рекомбінації, але вимагає лише відносно 

невеликих чотирьох пар нуклеотидів, які нази-

ваються ф’южн-сайтами, щоб приєднатися до 

сусідніх модулів, і навіть вони можуть бути 

спроектовані таким чином, щоб дозволити збір, 

де це необхідно [10]. Транскрипційні одиниці 

можуть бути зібрані зі стандартних модульних 

частин із використанням одностадійної реакції 

клонування Golden Gate, і збірка вищих поряд-

ків мультигенних конструкцій може бути вико-

нана з використанням аналогічної процедури 

[10–12]. Обмеження методу клонування Golden 

Gate полягає в тому, що внутрішні сайти послі-

довностей розпізнавання для ферментів типу IIs, 

що використовуються для збірки, повинні бути 

вилучені з усіх стартових модулів. 

 

Матеріали і методи 

Для створення транскрипційних одиниць 

використовували метод клонування Golden 

Gate, що базується на використанні рестриктаз 

ІІS типу та Т4 ДНК-лігази [133]. В роботі ми 

використовували репортерний ген gfp, виділе-

ний з A. victoria, що кодує зелений флуоресцен-

тний білок (Green Fluorescent Protein, GFP) [14]. 

Для дослідження впливу різних промото-

рів на експресію гена gfp в генетичних констру-

кціях, крім кодуючої послідовністі гена gfp (F9) 

[14, 15], нами було використано такі регулятор-

ні елементи: шість промоторів – 35S промотор 

вірусу мозаїки цвітної капусти CaMV 

(Cauliflower Mosaic Virus) (Н2) [16, 17], подвій-

ний 35S промотор CaMV (С1) [18], промотори 

генів RbcS2B та RbcS1B, що кодують малу су-

бодиницю рибулозобісфосфаткарбоксилази 

(RuBisCo), виділену із Різушки Таля 

(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) (G1, H1) [19], 

та промотори генів, що кодують хлорофіл a-b 

зв’язуючі білки (LHB1B1 та LHB1B2), також 

виділені з A. thaliana (B2, C2) [20]; 5'-

послідовність Ω, що не транслюється (UTR), з 

віруса тютюнової мозаїки TMV (Tobacco Mosaic 

Virus) (B5) [21] та 35S термінатор CaMV разом 

із сигналом поліаденюлювання та 3'-

послідовністю, що не транслюється (F11) [16] 

(рис. 1). 

Усі елементи клонували в кінцевий вектор 

для збірки (20v), що містить ген lacZ, який ко-

дує фермент β-галактозидазу, що розщеплює 

дисахарид лактозу на глюкозу та галактозу, для 

біло-голубого скринінгу бактерій. Таким чином, 

транскрипційні одиниці відрізнялися тільки 

промоторними послідовностями (рис. 1). Кло-

нування проводили за такою схемою: 

 

 
Рис. 1. Схема створених генетичних конструкцій. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%B5%D1%82%D0%B0-%D0%B3%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D0%B7%D0%B8%D0%B4%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B8%D1%81%D0%B0%D1%85%D0%B0%D1%80%D0%B8%D0%B4
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%BB%D1%8E%D0%BA%D0%BE%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D0%B7%D0%B0
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1. Змішували всі елементи реакційної суміші. 

 

Buffer Ligase 10x 1,5 µl 

Bsa I (restriction enzyme) 10u/ µl 0,2 µl 

T4 DNA ligase 10 u/ µl  0,5 µl 

  

Bovine Serum Albumin (BSA) 

10mg/ml 

0,15 µl 

All module elements 100ng/ µl each 1 µl each 

MQ water 7,65 µl 

  

Volume total reaction 15 l 

2. Інкубували 3 години при 37ºС. 

3. Інактивація рестриктази 5’ 50 °С, інактива-

ція лігази 5’ 80 ⁰С. 

Продукти клонування трансформували в 

компетентні клітини Escherichia coli штаму XL-

blue [22, 23]. В роботі використовували біло-

голубий скринінг для відбору колоній із ймові-

рно правильно сконструйованими векторами 

[24], колонії відбирали за додавання 100 mg/L 

ampicillin. Відібрані колонії після скринінгу на-

рощували, виділяли плазмідну ДНК за допомо-

гою NID буфера [25], проводили рестрикційний 

та ПЛР аналіз. Продукти рестрикції та ампліфі-

кації розділяли в агарозному гелі. Комп’ютерне 

моделювання in silico проводили в програмі Se-

rialCloner. Для рестрикційного аналізу викорис-

товували рестриктази FastDigestTM: Bgl II, NotI, 

Nde I, Eco32I, HindIII, SalI, XhoI, NdeI, EcoRI; 

HinfI (ThermoFisher™). ПЛР аналіз проводили 

для виявлення гена gfp в генетичних векторах 

(розмір продукта ампліфікації 717 bp); для цього 

використовували такі праймери: F: GTG AGC 

AAG GGC GAG GA; R: TTA CTT GTA CAG 

CTC GTC. 

ПЛР аналіз проводили за такою схемою: 

І – первинна денатурація (94 ⁰С 300 се-

кунд). 

ІІ – а) денатурація (94 ⁰С 30 секунд); 

       б) відпал праймерів (55 ⁰С 30 секунд); 

       в) елонгація (72 ⁰С 60 секунд). 

ІІІ – кінцева елонгація (72 ⁰С 600 секунд). 

Перевіреними плазмідами трансформува-

ли компетентні клітини Agrobacterium tumefa-

ciens, штам GV3101 методом freeze/thaw [26]. 

Далі на отриманих колоніях, що пройшли селе-

кцію (рифампіцин 50 мг/л, гентаміцин 25 мг/л, 

карбеніцилін 100 мг/л), проводили ПЛР аналіз з 

праймерами до гена gfp. 

 

Результати та обговорення 

На першому етапі всі елементи (модулі) 

для створення конструкцій перевіряли рестрик-

ційним аналізом (рис. 2а, 2б, 3в). Для перевірки 

елементів F9, F11, В5, G1, Н1, B2 використову-

вали рестриктазу HinfI (ThermoFisher™), для 

С1, H2 – Bgl II (FastDigest™), 20 вектор (destina-

tion vector) – Nde I, B2 – Eco32I, C2 – Hin-

dIII+SalI з такими довжинами фрагментів рест-

рикції: F9 – 1225, 994, 396, 213, 75, 65 bp; F11 – 

994, 673, 396, 213, 75, 65, 39 bp; B5 – 994, 575, 

396, 213, 75, 65 bp; H1 – 994. 502, 396, 320. 272, 

213, 169, 75, 65, 37, 7 bp; G1 –1203, 994, 396, 

213, 75, 65 bp; B2 - 994, 772, 396, 306, 213, 75, 

65, 60 bp; C2 – 2457, 357 bp; C1 – 2677, 327bp; 

H2 – 2929, 746, 413 bp; 20v – 4372, 596 bp. 

 

 

Рис. 2. Електрофореграма продуктів рестрикції модульних елементів. 
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У результаті роботи було створено шість 

генетичних конструкцій, що відрізнялися тільки 

промоторними послідовностями. Біло-голубий 

скринінг (рис. 3г) дозволив швидко детектувати 

колонії з ймовірно позитивним результатом. 

Для точної детекції проводили рестрикційний 

аналіз плазмідної ДНК (рис. 3а, 3б), виділеної з 

білих колоній: PN1 – Bgl II (5983; 746 bp); PN2 – 

Bgl II (5802; 327bp); PN3 – NotI + XhoI (4228, 

1843 bp) PN4 – NdeI + EcoRI (3903, 2272 bp) 

PN5 – NdeI (4500, 1506 bp) PN6 – NdeI + EcoRI 

(3903, 2036 bp). 

Для ПЛР аналізу в якості матриці викори-

стовували плазмідну ДНК з тих колоній, що ма-

ли позитивний результат під час проведення 

рестрикційного аналізу (рис. 4). У результаті 

перевірки усіх конструкцій за ПЛР аналізу на-

працьовувався фрагмент 717 bp, що відповідав 

довжині відповідно до підібраних праймерів до 

гена gfp. 

 

 
 
Рис. 3. а, б – рестрикційний аналіз створених конструкцій; в – рестрикційний аналіз векторів (20v) (desti-

nation vector); г – біло-голубий скринінг колоній E. coli. 

 

 
 

Рис. 4. Електрофореграма розділення продуктів ампліфікації гена gfp у плазмідній ДНК. 
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Далі перевіреними плазмідами трансфор-

мували компетентні клітини Agrobacterium tu-

mefaciens штам GV3101. На окремих одержаних 

колоніях (рис. 5а) проводили ПЛР аналіз на ная-

вність гена gfp (рис. 5б). 

Таким чином, було підтверджено прави-

льність збірки всіх елементів модульної системи 

та отримано шість генетичних конструкцій, які 

в подальшому будуть використані для вивчення 

впливу різних регуляторних елементів, а саме 

промоторів, на експресію репортерного білка 

GFP за стабільної або транзієнтної генетичної 

трансформації рослин. 

Як зазначалося вище, метод клонування 

Golden Gate – це проста стратегія швидкого су-

бклонування, яка використовується для перене-

сення будь-якого необхідного фрагмента ДНК з 

проміжного вектору у вектор експресії, і не за-

лишає послідовностей сайтів рекомбінації в 

ДНК. Це спосіб збирання багатокомпонентної 

ДНК, який дозволяє паралельно збирати декіль-

ка фрагментів ДНК. Він ґрунтується на ідеях 

традиційного методу рестрикційного розрізання 

та лігування ДНК, проте клонування Golden 

Gate проводиться в одній пробірці з майже 

100 % ефективністю і використовує ендонуклеа-

зи рестрикції IIs типу, при цьому під час клону-

вання використовується тільки одна ендонукле-

аза рестрикції IIs типу. 

Цей метод був запропонований у 2008 ро-

ці Dr. Marillonnet зі спів. [8]. Вони розробили 

цю систему на противагу більш традиційним 

сайт-специфічним системам рекомбінації, зок-

рема таким, як система Gateway від компанії 

Invitrogen і система Creator Cloning від компанії 

Clontech. Хоча ці технології є ефективними, 

простими у використанні і гнучкими, вони об-

межені, оскільки послідовності сайтів рекомбі-

нації довжиною 8–13 амінокислот залишаються 

в кінцевій конструкції. Можна усунути ці сайти 

рекомбінації з кінцевих векторів для експресії за 

допомогою інтронів. Однак цей спосіб може 

бути застосований тільки в еукаріотичних сис-

темах і не може бути жодних небажаних сайтів 

сплайсінгу в послідовностях білка. Клонування 

Golden Gate має багато переваг, оскільки воно 

дозволяє уникати деяких неефективних, трудо-

містких і дорогих етапів традиційного молеку-

лярного клонування, наприклад, ПЛР-

ампліфікація, гель-очищення та замовлення 

звичайних праймерів. Вона не вимагає перекри-

вання фланкуючих послідовностей або послідо-

вностей сайтів рекомбінації всередині ДНК, що 

підлягають клонуванню. 

Метод клонування Golden Gate набув ши-

рокого використання в багатьох лабораторіях 

світу. За його допомогою було створено пул ве-

кторів, які дозволили експресувати багато реко-

мбінантних білків [27–31]. У наших досліджен-

нях підтверджено ефективність та універсаль-

ність такого методу клонування. 

 

 
Рис. 5. а – колонії бактерій Agrobacterium tumefaciens після трансформації на селекційному середовищі; б 

– електрофореграма розділення продуктів ампліфікації гена gfp. 



 
 
 

Створення генетичних конструкцій за допомогою методу клонування Golden Gate 

ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2019. Том 25 195 

Висновки 

У результаті роботи було отримано шість 

генетичних конструкцій, які містять репортер-

ний ген gfp та різні регуляторні елементи, а саме 

промотори. 

Ці конструкції можуть бути використані 

для вивчення впливу різних регуляторних еле-

ментів, а саме промоторів, на експресію ре-

портерного гена gfp за стабільної або транзіент-

ної генетичної трансформації модельних видів 

рослин. 
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GENETIC CONSTRUCTS CREATION USING GOLDEN GATE CLONING METHOD 

Aim. Creation of genetic constructions to study the effects of various regulatory elements, namely promoters, on the 

expression of GFP reporter protein. Methods. For creation genetic constructs, the method of molecular cloning Golden 

Gate was used, which allows the rapid creation of genetic vectors using IIS type restriction enzymes and T4 DNA liga-

ses. Results. For research six different promoters were selected, namely the 35S CaMV (Cauliflower Mosaic Virus), 

double 35S CaMV promoter, promoters of the RbcS2B and RbcS1B genes encoding a small subunit of ribulozobis-

phosphate carboxylase (RuBisCo) isolated from Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.; promoters of genes encoding chlo-

rophyll a-b binding proteins (LHB1B1 and LHB1B2) also isolated from A. thaliana (L.) Heynh. All transcription units 

additionally contained the following elements: the 5'-untranslated region Ω sequence (5’UTR Ω) from the tobacco mo-

saic virus TMV (Tobacco Mosaic Virus); the coding sequence of the gene gfp (Green Fluorescent Protein) isolated from 

A. victoria and the 35S Terminator CaMV with the polyadenylation signal and the 3'-untranslated region sequence. As a 

result, six genetic constructs with different regulatory elements, namely promoters, have been created. Conclusions. To 

study the effects of various regulatory elements, namely promoters, on the expression of a GFP repor-ter protein in tran-

sient or stable genetic transformation of plants the created genetic constructs can be used. 

Keywords: cloning, genetic constructs, promoters, Green Fluorescent Protein (GFP). 


