
Технологии рекомбинантной ДНК и молекулярное 

клонирование 

Технологии рекомбинантной ДНК и молекулярное клонирование являются 

фундаментальными направлениями современной молекулярной биологии и 

биотехнологии. Именно развитие этих технологий позволило исследователям 

целенаправленно работать с отдельными генами, переносить фрагменты ДНК между 

различными биологическими системами, изучать функции генов и получать 

рекомбинантные белки. Многие современные направления — от производства 

биофармацевтических белков до создания генетических конструкций и 

функциональной геномики — основаны на принципах рекомбинантной ДНК. 

Под рекомбинантной ДНК понимают искусственно сформированную молекулу 

ДНК, содержащую генетический материал, объединенный из двух или нескольких 

источников. Например, определенный ген можно соединить с плазмидной ДНК и 

получить новую генетическую конструкцию. Такая молекула может быть введена в 

клетку, где она способна реплицироваться или обеспечивать экспрессию 

интересующего гена в зависимости от конструкции и экспериментальной задачи. 

Молекулярное клонирование представляет собой совокупность методов, 

позволяющих получить множество идентичных или практически идентичных копий 

определенного фрагмента ДНК путем его включения в подходящий вектор и 

последующего размножения в клеточной системе. В данном контексте слово 

«клонирование» относится прежде всего к клонированию молекул ДНК, а не к 

созданию генетически идентичных многоклеточных организмов. 

История технологии рекомбинантной ДНК тесно связана с развитием 

молекулярной генетики во второй половине XX века. Особенно важным стало 

открытие рестрикционных эндонуклеаз. Эти ферменты способны распознавать 

определенные последовательности ДНК и расщеплять молекулу в соответствующих 

участках. Благодаря этому исследователи получили своеобразные молекулярные 

инструменты, позволяющие разрезать ДНК в относительно предсказуемых местах. 

Большинство классических рестриктаз распознает короткие специфические 

последовательности. Многие сайты узнавания обладают палиндромной организацией, 

то есть последовательности двух цепей имеют определенную симметрию при чтении в 

направлении 5′→3′. После действия рестрикционной эндонуклеазы могут 

образовываться так называемые липкие, или когезивные, концы либо тупые концы. 

Липкие концы содержат короткие одноцепочечные выступающие участки. Если 

два фрагмента были получены совместимым образом, такие концы могут 

комплементарно взаимодействовать друг с другом. Тупые концы не содержат 

одноцепочечных выступов. Оба типа концов могут использоваться в молекулярном 

клонировании, однако особенности последующего соединения фрагментов 

различаются. 

Вторым фундаментальным инструментом является ДНК-лигаза. Если 

рестриктазу условно можно представить как молекулярные «ножницы», то ДНК-

лигазу можно рассматривать как фермент, способствующий соединению фрагментов 

ДНК путем формирования фосфодиэфирных связей. Совместное использование 

рестрикционных эндонуклеаз и ДНК-лигазы стало основой классической технологии 

рекомбинантной ДНК. 

Представим, что исследователю необходимо клонировать определенный ген. В 

самом общем виде необходимо получить интересующий фрагмент ДНК и молекулу-

вектор, подготовить совместимые концы, соединить вставку с вектором и получить 



рекомбинантную молекулу. После этого конструкция переносится в подходящую 

клеточную систему, а клетки, содержащие необходимую конструкцию, выявляются и 

анализируются. 

Таким образом, классическую концепцию можно представить в виде 

последовательности: 

интересующий ген → получение фрагмента ДНК → подготовка вектора → 

соединение вставки и вектора → рекомбинантная ДНК → введение в клетку → отбор 

клеток → размножение → проверка конструкции → дальнейшее применение. 

Одним из наиболее известных типов векторов являются плазмиды. Плазмида 

представляет собой внехромосомную молекулу ДНК, естественно встречающуюся у 

многих бактерий. В молекулярной биологии природные плазмиды были 

модифицированы и превращены в удобные генетические векторы. 

Типичный плазмидный вектор содержит несколько функционально важных 

элементов. Одним из них является origin of replication, или ori, — участок, 

обеспечивающий возможность репликации плазмиды в соответствующей клетке-

хозяине. Без совместимого origin of replication плазмида не сможет стабильно 

размножаться в используемой системе. 

Другим важным компонентом является селективный маркер. Он позволяет 

различать клетки, получившие вектор, и клетки, в которые вектор не попал. В учебных 

схемах классических бактериальных плазмид часто показывают гены устойчивости к 

определенным антибиотикам как селективные маркеры. В современных системах 

используются различные стратегии отбора в зависимости от организма, задачи и 

требований биобезопасности. 

Еще одним элементом является область клонирования, содержащая один или 

несколько участков, предназначенных для вставки интересующего фрагмента ДНК. В 

классических плазмидах часто используется multiple cloning site, или MCS, — 

короткий участок, содержащий сайты узнавания нескольких рестрикционных 

эндонуклеаз. 

 

Рисунок 1: молекулярное клонирование 



Если плазмида предназначена не только для хранения и размножения фрагмента 

ДНК, но и для получения соответствующего РНК или белкового продукта, она должна 

содержать дополнительные регуляторные элементы. Такие плазмиды называют 

экспрессионными векторами. В них особенно важен промотор — последовательность 

ДНК, контролирующая начало транскрипции. 

В экспрессионной конструкции обычно можно выделить промотор, 

интересующий ген, регуляторные элементы и последовательности, необходимые для 

правильного завершения транскрипции. Конкретная организация зависит от 

используемой системы — бактериальной, дрожжевой, растительной или клеток 

животных. 

 

Следовательно, необходимо различать клонирующий и экспрессионный 

векторы. Основная задача клонирующего вектора заключается в сохранении и 

размножении интересующего фрагмента ДНК. Экспрессионный вектор дополнительно 

обеспечивает возможность получения РНК или белкового продукта. 

Источником вставки может быть геномная ДНК, продукт ПЦР, 

комплементарная ДНК или синтетически полученная последовательность. Выбор 

зависит от задачи. 

Особенно важно понимать различие между геномной ДНК и cDNA. 

Эукариотический ген в геномной ДНК может содержать экзоны и интроны. Зрелая 

матричная РНК после процессинга обычно уже не содержит интронов. Если на основе 

такой РНК с помощью обратной транскрипции получить cDNA, она будет 

соответствовать обработанному транскрипту. 

Это имеет большое значение при создании некоторых конструкций для 

получения эукариотических белков в бактериальных системах. Бактерии не обладают 

тем же механизмом удаления эукариотических интронов, поэтому в подобных задачах 

часто используют последовательность, соответствующую зрелой мРНК, то есть cDNA. 

ПЦР значительно расширила возможности молекулярного клонирования. 

Интересующий участок можно избирательно амплифицировать, а праймеры могут 

быть разработаны таким образом, чтобы обеспечить последующее включение продукта 

в выбранную конструкцию. После амплификации полученный фрагмент проверяется и 

используется на следующих этапах создания рекомбинантной ДНК. 

Классическое рестрикционно-лигазное клонирование основано на 

совместимости концов вектора и вставки. Однако современное молекулярное 

клонирование не ограничивается рестриктазами и лигазой. Были разработаны методы 

бесшовной сборки ДНК, позволяющие соединять несколько фрагментов более гибко. 

Например, Gibson Assembly основан на использовании перекрывающихся 

концов нескольких фрагментов ДНК и ферментативной сборке их в единую молекулу. 

Такой подход особенно полезен при создании более сложных конструкций. 

Другим примером является Golden Gate Assembly. Этот подход использует 

особенности определенного класса рестрикционных ферментов и позволяет собирать 

несколько фрагментов в заданной последовательности. Подобные технологии 

получили большое значение в синтетической биологии, где необходимо быстро 

конструировать сложные генетические системы. 

Существуют и другие системы клонирования, основанные на рекомбинации, 

специфических последовательностях или стандартизированных модульных подходах. 

Общая тенденция заключается в переходе от работы с одним небольшим фрагментом к 

программируемой сборке нескольких генетических элементов. 

После получения рекомбинантной конструкции необходимо перенести ее в 

клетку-хозяина. В случае бактериальных систем этот процесс обычно называют 



трансформацией. В более широком контексте существуют различные способы 

доставки нуклеиновых кислот в клетки, и терминология зависит от типа клеток и 

используемой технологии. 

Важно отличать молекулярное клонирование от простой ПЦР-амплификации. В 

ПЦР определенный фрагмент ДНК многократно копируется in vitro, то есть вне живой 

клетки. При классическом молекулярном клонировании интересующий фрагмент 

включается в вектор, который затем поддерживается и размножается в клетке-хозяине. 

После переноса конструкции необходимо определить, какие клетки 

действительно получили необходимую рекомбинантную молекулу. Для этого 

используются методы селекции и скрининга. 

Селекция позволяет создать условия, при которых клетки с определенным 

генетическим элементом получают селективное преимущество или иным образом 

могут быть отделены от клеток без конструкции. Скрининг представляет собой 

дополнительную проверку того, что выбранный клон содержит именно требуемую 

вставку и что конструкция имеет ожидаемую организацию. 

Это различие очень важно. Наличие в клетке плазмиды еще не означает, что 

плазмида содержит правильную вставку. Возможны конструкции без вставки, вставка 

неправильного размера или другие нежелательные варианты. Поэтому положительный 

результат селекции должен быть подтвержден. 

Для проверки рекомбинантных клонов могут использоваться PCR, 

рестрикционный анализ и секвенирование. PCR позволяет проверить наличие 

интересующей последовательности. Рестрикционный анализ может дать информацию 

о структуре конструкции. Секвенирование позволяет подтвердить нуклеотидную 

последовательность и является особенно важным, когда необходимо удостовериться в 

отсутствии нежелательных изменений. 

Таким образом, логика проверки выглядит следующим образом: сначала 

отбираются потенциально положительные клетки, затем проводится молекулярный 

скрининг, после чего правильность конструкции подтверждается подходящим 

методом. 

Одной из наиболее важных областей применения рекомбинантной ДНК 

является получение рекомбинантных белков. В этом случае интересующий ген 

помещают в экспрессионный вектор. После введения конструкции в подходящую 

клеточную систему активируется экспрессия гена, образуется РНК, а затем 

синтезируется соответствующий белок. 

В упрощенном виде этот процесс выглядит следующим образом: 

ген → экспрессионный вектор → клетка-хозяин → транскрипция → мРНК → 

трансляция → рекомбинантный белок → выделение и очистка белка. 

Выбор системы экспрессии имеет принципиальное значение. Бактериальные 

клетки относительно просты и удобны для многих задач, однако не всегда способны 

обеспечить правильное сворачивание и необходимые посттрансляционные 

модификации сложных эукариотических белков. 

Дрожжевые системы обладают некоторыми преимуществами эукариотических 

клеток и при этом относительно удобны для культивирования. Клетки насекомых и 

млекопитающих используются для получения более сложных белков, когда 

необходимы специфические механизмы процессинга и посттрансляционных 

модификаций. Выбор системы зависит от свойств целевого белка и целей 

исследования. 

Технология рекомбинантной ДНК сыграла огромную роль в развитии 

биофармацевтической промышленности. С использованием рекомбинантных систем 

производятся различные терапевтические белки. Одним из наиболее известных 



исторических примеров является рекомбинантный человеческий инсулин. Развитие 

подобных технологий позволило получать белковые препараты в стандартизированных 

биотехнологических системах. 

Рекомбинантные технологии используются и при производстве компонентов 

некоторых вакцин, ферментов, факторов роста, диагностических белков и различных 

исследовательских реагентов. 

В фундаментальной биологии молекулярное клонирование позволяет изучать 

функцию генов. Например, исследователь может создать конструкцию, 

обеспечивающую экспрессию интересующего гена, а затем изучить, как изменение его 

активности влияет на клетку. Можно также создавать репортерные конструкции, 

позволяющие исследовать активность промоторов и других регуляторных элементов. 

Одним из известных репортеров является GFP — green fluorescent protein. Если 

регуляторную последовательность связать с репортерным геном, появление 

соответствующего сигнала позволяет исследовать активность этой регуляторной 

системы. 

Молекулярное клонирование тесно связано с современным редактированием 

генома. Например, при создании экспериментальных CRISPR-систем необходимо 

подготовить генетические конструкции, содержащие определенные функциональные 

элементы. Поэтому классические методы работы с рекомбинантной ДНК продолжают 

оставаться актуальными даже в эпоху CRISPR и синтетической биологии. 

Отдельное направление представляет создание библиотек ДНК. Библиотека 

представляет собой большую коллекцию различных фрагментов, находящихся в 

соответствующих векторах или подготовленных в другом формате. Геномная 

библиотека содержит фрагменты геномной ДНК, тогда как cDNA-библиотека 

формируется на основе РНК и отражает транскрипты, присутствовавшие в 

исследуемом биологическом материале. 

Развитие технологий секвенирования изменило роль классических библиотек, 

однако сам принцип создания коллекций молекул ДНК сохраняет большое значение. В 

NGS термин «библиотека» также используется для обозначения подготовленной 

совокупности фрагментов нуклеиновой кислоты, пригодных для секвенирования. 

Современная синтетическая биология развивает идеи рекомбинантной ДНК еще 

дальше. Если классическое молекулярное клонирование часто заключалось в переносе 

одного природного гена в вектор, сегодня исследователь может проектировать 

искусственные последовательности, синтезировать их и объединять в сложные 

генетические конструкции. Это позволяет создавать искусственные регуляторные 

системы, метаболические пути и генетические схемы. 

Однако любой эксперимент с рекомбинантной ДНК требует контроля качества. 

Ошибка в последовательности вставки, неправильная ориентация генетического 

элемента, нежелательная мутация или неправильная организация конструкции могут 

полностью изменить результат эксперимента. Поэтому современные методы 

клонирования практически всегда включают этап молекулярного подтверждения 

конечной конструкции. 

Секвенирование является одним из наиболее надежных способов такой 

проверки. Если исследователь получил предполагаемый рекомбинантный клон, 

необходимо убедиться, что интересующая последовательность действительно 

присутствует и соответствует ожидаемой конструкции. Особенно важно проверить 

участки соединения между вектором и вставкой. 

Необходимо также учитывать вопросы биобезопасности. Работа с 

рекомбинантными организмами проводится в соответствии с требованиями 



лабораторной безопасности и нормативными правилами. Уровень необходимых мер 

зависит от конкретной конструкции, организма-хозяина и характера исследования. 

В образовательном плане весь процесс молекулярного клонирования удобно 

рассматривать как последовательность логических задач. Сначала необходимо 

определить, какой фрагмент ДНК требуется исследователю. Затем выбирается 

подходящий вектор. После этого необходимо создать рекомбинантную молекулу, 

перенести ее в клеточную систему, отобрать потенциально положительные клетки и 

подтвердить правильность конструкции. 

Следовательно, общий рабочий процесс можно представить следующим 

образом: 

выбор целевого гена → получение вставки → выбор вектора → создание 

рекомбинантной конструкции → перенос в клетку-хозяина → селекция → скрининг → 

подтверждение последовательности → размножение клона → использование 

конструкции в эксперименте или экспрессии белка. 

Важным понятием является также ориентация вставки. В некоторых системах 

недостаточно просто вставить ген в плазмиду. Если требуется его экспрессия, 

последовательность должна быть расположена относительно промотора и других 

элементов таким образом, чтобы обеспечивалась правильная транскрипция и 

образование необходимого продукта. 

Особенно это важно при создании белок-кодирующих конструкций. 

Необходимо учитывать правильность рамки считывания, если ген соединяется с 

дополнительными кодирующими последовательностями, например с 

последовательностью белковой метки. 

Белковые метки используются для обнаружения или очистки рекомбинантных 

белков. В исследовательских конструкциях могут применяться различные affinity tags. 

Их наличие позволяет облегчить последующую идентификацию и очистку целевого 

белка. 

Таким образом, экспрессионная конструкция является не просто плазмидой с 

помещенным внутрь геном. Это функционально организованная система, в которой 

положение и взаимодействие различных генетических элементов определяют 

конечный результат. 

При сравнении ПЦР и молекулярного клонирования следует помнить, что эти 

методы часто используются совместно. ПЦР позволяет получить необходимый 

фрагмент. Молекулярное клонирование позволяет включить его в более крупную 

генетическую конструкцию и поддерживать ее в клеточной системе. Секвенирование 

подтверждает правильность созданной конструкции. Таким образом, современный 

молекулярно-биологический эксперимент объединяет сразу несколько технологий. 

Вся система может быть представлена в виде единой цепочки: 

ДНК → ПЦР → целевой фрагмент → вектор → рекомбинантная ДНК → клетка-

хозяин → селекция и скрининг → подтвержденный клон → экспрессия или другое 

функциональное исследование. 

Главный принцип технологии рекомбинантной ДНК заключается в 

возможности целенаправленно объединять генетические элементы в новые 

конструкции и использовать их для исследования или получения необходимого 

биологического продукта. 

Молекулярное клонирование, таким образом, является не одним лабораторным 

действием, а последовательностью взаимосвязанных этапов. Каждый этап должен быть 

подтвержден экспериментально. Получение PCR-продукта еще не означает получения 

правильного клона. Получение клетки с плазмидой еще не означает наличия 



правильной вставки. И даже наличие вставки необходимо подтвердить на уровне ее 

структуры и последовательности. 

 

 

Рисунок 2: Строение плазмидного вектора 

 

Именно поэтому надежная стратегия молекулярного клонирования строится по 

принципу «создать → отобрать → проверить → подтвердить → использовать». 

В результате технологии рекомбинантной ДНК стали фундаментом 

современной генной инженерии. Они позволили перейти от наблюдения за 

естественными генетическими процессами к целенаправленному конструированию 

молекул ДНК. На их основе развиваются производство рекомбинантных белков, 

функциональная геномика, молекулярная медицина, синтетическая биология и 

современные методы редактирования генома. 

Для будущего специалиста по биотехнологии особенно важно понимать общую 

логику этих процессов: рестрикционные ферменты позволяют работать с фрагментами 

ДНК, лигаза обеспечивает их соединение, вектор переносит и поддерживает 

генетическую конструкцию, клетка-хозяин обеспечивает ее размножение или 

экспрессию, а PCR, электрофорез и секвенирование позволяют проверить полученный 

результат. 

Таким образом, технология рекомбинантной ДНК объединяет целый комплекс 

молекулярных методов в единую систему. Ее конечной целью может быть получение 

копий определенной последовательности, изучение функции гена, создание 

экспериментальной модели или получение рекомбинантного белка. Независимо от 



конкретной задачи фундаментальный принцип остается одинаковым: исследователь 

конструирует молекулу ДНК с заданными элементами, переносит ее в подходящую 

биологическую систему и затем проверяет и использует полученную конструкцию. 

 


