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методы генной инженерии (Практический курс)

разВЕрНутая	аННОтацИя	курса

В настоящее время методы генной инженерии широко используются 
почти во всех областях современной биологии, будь то систематика, физио-
логия, молекулярная биология  или генетика. Без идентификации конкрет-
ных генов, направленной регуляции уровня экспрессии, создания гибридных 
конструкций и получения мутаций, зачастую просто невозможно исследовать 
те или иные механизмы биологических процессов на молекулярном уровне. 
Экологическая генетика предполагает, в частности, разработку тест-систем 
для выявления мутагенных факторов внешней среды и анализ механизмов 
их воздействия на живые системы. Таким образом, освоение методов генной 
инженерии актуально и для специалистов, работающих в области экологи-
ческой генетики. 

Курс включает в себя комплекс основных методов, необходимых для 
плазмидного конструирования.  Во вступительной лекции излагаются тео-
ретические аспекты основных методов генной инженерии. Обсуждаются 
преимущества и недостатки различных подходов и возможности, которые 
они открывают для исследований в области молекулярной биологии. Осо-
бое внимание уделяется различным модификациям полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) (обратная ПЦР, ПЦР в режиме реального времени, полу-
чение мутаций с помощью ПЦР) и выбору определенных термостабильных 
полимераз в зависимости от конкретных задач эксперимента. Кроме того, 
приводится классификация основных ферментов рестрикции и обсуждается 
механизм их действия. 

После вступительной лекции, студентам предлагается самостоятельно 
выбрать и обосновать оптимальную стратегию плазмидного конструиро-
вания, имея заданный вектор и фрагмент ДНК, который предполагается 
встроить в плазмиду. Выбор конкретной конструкции, которую предполага-
ется получить в ходе работы, определяется с учетом того, чтобы освоить на-
иболее широкий спектр методов. Затем студенты обучаются самостоятель-
но рассчитывать концентрации веществ и готовить необходимые растворы.  
В ходе этих занятий невозможно охватить весь комплекс методов современ-
ной генной инженерии, однако теоретически обсуждаются различные вари-
анты и модификации методик. На практических занятиях осваиваются на-
иболее универсальные и оптимальные варианты методик, которые широко 
используются в России и за рубежом  и дают хорошие результаты, при ми-
нимальных затратах времени и денежных средств. Как ни странно, наиболь-
шие трудности у студентов магистратуры вызывает приготовление растворов 
определенной молярности и процентности, а также расчет оптимального со-
отношения молекул ДНК «вектора» и «вставки» при постановке реакции 
лигирования. Этим аспектам уделяется особое внимание.

Курс построен таким образом, что каждый студент самостоятельно осу-
ществляет все этапы плазмидного конструирования, начиная от амплифи-
кации плазмидной ДНК в бактериях и заканчивая анализом результатов 
лигирования. Специфика курса заключается в том, что одно практическое 
занятие занимает примерно 8 часов. В связи с этим, требуется согласование 
учебных планов и выделение, как минимум, одного свободного дня в неде-
лю. Учитывая разный уровень практической подготовки студентов и то, что 
в ходе занятий используются дорогостоящие ферменты и реактивы, одному 
преподавателю удобно вести занятия с группой не более чем из 6–7 чело-
век. Зачет автоматически ставится всем студентам, которые присутствовали 
на всех занятиях и успешно освоили методики. В случае пропуска занятий 
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студент отвечает на вопросы, позволяющие оценить его 
знания по методам, освоение которых он пропустил.

Практика может проводиться на базе любой лабо-
ратории, которая оснащена минимальным комплектом 
оборудования, который включает в себя:

центрифуги с охлаждением с роторами для работы  
с объемами от 1,5 до 1000 миллилитров, водяные бани, 
суховоздушные термостаты, дистилляторы, ламинары, 
амплификаторы, оборудование для электрофореза ДНК, 
трансиллюминаторы, холодильные камеры на +4 °С, 
–20 °С и –70 °С, автоматические пипетки. 

Проведение занятий требует покупки следующих ре-
активов: 

компонентов для твёрдой и жидкой среды LB для на-
ращивания культуры E. Coli, а также реактивов, необ-
ходимых для бактериальной трансформации, фирменных 
наборов или отдельных реактивов для выделения и очис-
тки плазмидной ДНК из бактерий, ферментов и буферов 
для рестрикции, полимеразной цепной реакции  и лиги-
рования ДНК, набора реактивов для выделения ДНК из 
агарозного геля и расходных материалов.

Безусловно, пройдя этот курс, студент не становится 
специалистом в области генной инженерии, однако, эта 
подготовка дает возможность в дальнейшем использо-
вать полученные навыки в своей научной работе.  

прОграмма	(36	часОВ)

1. Вступительная лекция — теоретические аспекты ос-
новных методов генной инженерии.

2.  Приготовление сред и растворов, необходимых для 
амплификации и выделения плазмидной ДНК из  
E. Coli.

3. Амплификация и выделение плазмидной ДНК.
4. Полимеразная цепная реакция.
5. Гидролиз ДНК эндонуклеазами рестрикции.
6. Теоретическая лекция — различные модификации 

полимеразной цепной реакции, условий и факторы, 
влияющие на ее эффективность; теория лигирования, 
расчёт условий реакции лигирования.

7. Анализ результатов рестрикции с помощью агарозно-
го электрофореза.

8. Постановка реакции лигирования.
9. Приготовление компетентной культуры E. Coli.
10. Трансформация компетентных клеток лигазной сме-

сью.
11. Выделение плазмидной ДНК из бактерий в препа-

ративных количествах, проверочная рестрикция  
и анализ результатов плазмидного конструирования 
на агарозном геле.

Методы, которые осваиваются студентами в ходе это-
го курса, описаны в следующих методических пособиях: 
Sambrook et al., 1989; Рыбчин, 1999; PCR Application 
Manual, Boehringer Manheim, 1995.

Работа поддержана грантом «Ведущие научные 
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methods of gene engineering

A. P. Galkin

`	SUmmary: The practical course “methods of gene engineer-

ing” is organized for master students involved in different educa-

tion programs, including the program “Ecological genetics”. The 

course includes the training in the field of plasmid construction 

that is very useful for work in different areas of molecular biology.  

In this paper the annotation and program of course “methods of 

gene engineering” are presented.
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