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ПОЯСНИТЕЛЬНАЯ ЗАПИСКА

Цели и задачи учебной дисциплины
Цель учебной дисциплины -  формирование у студентов современных 

представлений об основных принципах и подходах генетической инженерии, 
использующихся в научных исследованиях и в биотехнологических 
производствах, при создании продуцентов биологически активных 
соединений.

Задачи учебной дисциплины:
1. Дать современные представления об особенностях организации 

структурных и регуляторных последовательностей, определяющих 
образование функционально активных белков в клетках про- и эукариот;

2. Рассмотреть основные методы изоляции генов и регуляторных 
последовательностей, обеспечивающих синтез функциональных продуктов в 
составе векторных молекул;

3. Рассмотреть принципы создания векторов для молекулярного 
клонирования;

4. Показать особенности систем экспрессии чужеродных белков и 
методов введения генно-инженерных конструкций в клетки про- и эукариот;

5. Рассмотреть основные принципы и подходы, использующиеся в 
белковой инженерии;

6. Привести примеры использования достижений генетической 
инженерии в биотехнологических производствах.

Место учебной дисциплины в системе подготовки магистра
Учебная дисциплина относится к компоненту учреждения высшего 

образования учебного плана и входит в учебный модуль «Молекулярные 
основы биотехнологии микроорганизмов». Данная дисциплина является 
основополагающей при подготовке специалистов-микробиологов, поскольку 
без знания основных принципов создания управляемых генетических 
программ невозможно развитие современных биотехнологий.

Связи с другими учебными дисциплинами, включая учебные 
дисциплины компонента учреждения высшего образования, дисциплины 
специализации и др.

Программа составлена с учетом межпредметных связей с учебными 
дисциплинами «Геномика и метаболомика микроорганизмов»,

Требования к  компетенциям
Освоение учебной дисциплины «Молекулярная биотехнология» наряду 

с другими учебными дисциплинами учебного модуля «Молекулярные 
основы биотехнологии микроорганизмов» должно обеспечить формирование 
специализированной компетенции СК-1 «Быть способным использовать 
знания об особенностях организации геномов и метаболомов 
микроорганизмов, молекулярных и клеточных механизмах экологической
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адаптации экстремофильных микроорганизмов, владеть методами анализа 
геномов про- и эукариотических микроорганизмов для решения задач 
молекулярной биотехнологии, связанных с созданием генно- 
модифицированных организмов».

В результате освоения учебной дисциплины студент должен: 
знать:

- особенности организации структурных и регуляторных нуклеотидных 
последовательностей, определяющих синтез функционально значимых 
метаболитов;

- методы изоляции генов из клеток про- и эукариот и способы их 
введения в состав векторных молекул;

- особенности организации векторов для молекулярного клонирования в 
клетках про- и эукариот;

- особенности систем экспрессии чужеродного генетического материала 
и методы введения генно-инженерных конструкций в клетки про- и эукариот;

- основные принципы и подходы, использующиеся в белковой 
инженерии;

уметь:
- разработать стратегию и тактику создания генетической системы для 

получения биотехнологически значимого продукта;
- применять экспериментальные методы для создания искусственной 

генетической системы с целью получения биотехнологически значимого 
продукта;

владеть:
- методами работы с молекулами нуклеиновых кислот;
- методами культивирования клеток, использующихся в качестве 

системы экспрессии чужеродного генетического материала;
- методами введения генно-инженерных конструкций в клетки про- и 

эукариот;
- методами функционального анализа для оценки биотехнологической 

значимости созданной искусственной генетической системы;
- биоинформационными методами, позволяющими разработать тактику 

создания системы экспрессии генетического материала для получения 
биотехнологически значимого продукта.

Структура учебной дисциплины
Дисциплина изучается в 2 семестре. Всего на изучение учебной 

дисциплины «Молекулярная биотехнология» отведено:
-  для очной формы получения высшего образования -108 часов, в том 

числе 42 аудиторных часов, из них: лекции -  30 часов, практические занятия 
-  10 часов, управляемая самостоятельная работа (ДО) -  2 часа.

Трудоемкость учебной дисциплины составляет 3 зачетные единицы. 
Форма текущей аттестации -  экзамен.
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СОДЕРЖ АНИЕ УЧЕБНОГО МАТЕРИАЛА

Раздел 1. Особенности экспрессии генов в клетках про- и
эукариот

Сравнительный анализ геномов и отдельных генов вирусов, про- и 
эукариот. Особенности организации регуляторных последовательностей 
генов вирусов, про и эукариот (промоторы, терминаторы, операторы, 
энхансеры и сайленсеры). Характеристика РНК-полимераз. Регуляция 
транскрипции. Котранскрипционные и посттранскрипционные модификации 
РНК. Трансляция. Регуляция трансляции. Котрансляционные и 
посттрансляционные модификации белков. Системы секреции белков. 
Использование генной инженерии при создании искусственных генетических 
систем для экспрессии генов.

Раздел 2. Методы работы с молекулами нуклеиновых кислот
Методы выделения и очистки нуклеиновых кислот. Выделение 

метафазных хромосом с помощью проточной цитометрии. Ферменты 
рестрикции (классификация, условия действия). Универсальные рестриктазы 
для одноцепочечных ДНК. Изо- и гетерошизомеры. Изменение 
специфичности действия рестриктаз. Изменение концов рестрикционных 
фрагментов ДНК. ДНК-метилазы и урацил-ДНК-гликозилазы. ДНК и РНК- 
лигазы. ДНК-зависимые ДНК-полимеразы. РНК-зависимые ДНК 
полимеразы. Другие ферменты генетической инженерии (нуклеаза, 
фосфатазы и др.).

Раздел 3. Векторы для молекулярного клонирования
Особенности организации базовых репликонов плазмид и вирусов 
использующихся в качестве векторов для молекулярного клонирования. 
Репликация тета-, сигма-типа, путем обратной транскипции. Примеры систем 
репликации плазмид грамположительных, грамотрицательных бактерий, 
дрожжей, бактериофагов, вирусов животных и растений, ретровирусов. 
Принципы конструирования векторов. Типы векторов (специального, общего 
назначения, экспрессионных векторов). Селективные маркеры и репортерные 
гены.

Раздел 4. Способы изоляции генов
Стратегия выделения генов. Полимеразная цепная реакция. Принципы и 
условия проведения. Проблемы, возникающие при проведении ПЦР 
(появление неспецифических продуктов ПЦР, низкий выход или полное 
отсутствие продуктов ПЦР). Разновидности полимеразной цепной реакции 
(стандартная, множественная, асимметричная, гнездовая, с "горячим 
стартом", сопряженная с обратной транскрипцией, больших участков ДНК с 
высокой точностью, in situ, аллель-специфическая, чувствительная к

5



метилированию матрицы, иммуно-ПЦР, ПЦР в реальном времени). 
Амплификация последовательностей с неизвестной первичной структурой. 
Одновременная амплификация последовательностей целого генома. 
Альтернативные способы амплификации нуклеиновых кислот in vitro 
(лигазная цепная реакция, изотермические системы амплификации нуклеи
новых кислот, основанные на транскрипции, амплификация по типу 
катящегося кольца). Химический синтез гена.

Раздел 5. Системы экспрессии рекомбинантных генов
Экспрессирующие системы микроорганизмов (грамотрицательные и 
грамположительные бактерии, дрожжи). Системы экспрессии, основанные на 
культуре клеток животных (клетки яичников китайских хомячков линии 
СНО, мышиной миеломы линии SP2/0, селезенки мышей линии MEL, 
африканской зеленой мартышки лини COS, насекомых, зараженных 
бакуловирусами). Сравнительный анализ систем экспрессии. Бесклеточные 
белоксинтезирующие системы (про-, эукариотические , проточные). Способы 
введения рекомбинантной ДНК в клетки про- и эукариот.

Раздел 6. Белковая инженерия
Дизайн белковых молекул. Проектирование новых белков и ферментов. 
Примеры использования методов рационального дизайна. Методы 
направленного мутагенеза (точечные замены нуклеотидов, делеции, вставки). 
Мутагенез с использованием олигонуклеотидов. Перекрывающийся ПЦР. 
Мегапраймеры в направленном мутагенезе. Мутагенез с использованием 
нонсенс-супрессоров. Химико-ферментативный синтез в создании 
полусинтетических полипептидов: лигирование синтезированных белков. 
Полусинтетические белковые молекулы в создании новых полипептидов. 
Сплайсинг и транс-сплайсинг белков в лигировании пептидов. Метод EPL в 
белковой инженерии. Достижения белковой инженерии (гибридные белки, 
ферменты, токсины). Повышение стабильности ферментов. Белковая 
инженерия антител. Моноклональные антитела. Рекомбинантные антитела. 
Антитела, обладающие ферментативной активностью: абзимы. Пептидные 
аптамеры. Изменение специфичности ферментов.

Раздел 7. Успехи генетической инженерии
Примеры использования достижений генетической инженерии в пищевой 
промышленности, медицине, сельском хозяйстве и в решении экологических 
проблем.
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УЧЕБНО-М ЕТОДИЧЕСКАЯ КАРТА УЧЕБНОЙ ДИСЦИПЛИНЫ
Дневная форма получения высшего образования с применением дистанционных образовательных технологий
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1 Особенности экспрессии генов 4 2 Устный опрос, 
решение творческих 
заданий

2 Методы работы с молекулами 
нуклеиновых кислот

4 2 Устный опрос, 
решение творческих 
заданий

3 Вектора для молекулярного 
клонирования

6 2 Устный опрос, 
решение творческих 
заданий

4 Способы изоляции генов 4 2 Устный опрос, 
решение творческих 
заданий

5 Системы экспрессии 
рекомбинантных генов

4

6 Белковая инженерия 6 2 2 (ДО) Тестирование на 
образовательном 
портале LMS Moodle

7 Успехи генетической инженерии 2 Реферат
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ИНФОРМАЦИ ОННО-МЕТО ДИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 

Перечень основной литературы

1. Патрушев Л.И. Искусственные генетические системы / Л.И. Патрушев. 
М.: Наука, 2004. Т.1. -  526 с.

2. Щелкунов С.Н. Генетическая инженерия / С. Н. Щелкунов. 
Новосибирск: Из-во Сибирского университета, 2004. -  496 с.

3. Рыбчин В.Н. Основы генетической инженерии / В. Н. Рыбчин. Санкт- 
Петербург: Изд-во СПбГТУ, 2002. -  552с.

Перечень дополнительной литературы

1. Глик Б. Молекулярная биотехнология. Принципы и применение / Б. 
Глик, Дж. Пастернак. М.: Мир, 2002.

2. Журавлева Г.А. Генная инженерия в биотехнологии / Под ред. С.Г. 
Инге-Вечтомова. Санкт-Петербург: Изд-во Эко-Вектор, 2016.

3. Титок М.А. Плазмиды грамположительных бактерий / Под ред. Ю.К. 
Фомичева. Мн: Изд-во БГУ, 2004.

Перечень рекомендуемых средств диагностики и методика 
формирования итоговой оценки

Экзаменационная оценка включает в себя полноту ответа, наличие 
аргументов, примеров из практики и т.д.

При оценке аналитического отчета учитывается и полноту раскрытия 
темы, структуру и последовательность изложения, источники и их 
интерпретацию, корректность оформления и т.д.

При оценке открытого (эвристического) задания учитывается: 
оригинальность созданного образовательного продукта, исследование 
изучаемого феномена с разных сторон, интегрирование знаний из различных 
областей, личностная значимость достигнутых результатов.

Оценка проекта включает актуальность исследуемой проблемы, 
корректность используемых методов исследования, привлечение знаний из 
различных областей, организация работы группы,
практикоориентированность полученных результатов.

Формой текущей аттестации по учебной дисциплине «Молекулярная 
биотехнология» учебным планом предусмотрен экзамен.

При формировании итоговой оценки используется рейтинговая оценка 
знаний студента, дающая возможность проследить и оценить динамику 
процесса достижения целей обучения. Рейтинговая оценка предусматривает 
использование весовых коэффициентов для текущего контроля знаний и 
текущей аттестации студентов по дисциплине.

Формирование отметки за текущую успеваемость:
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-  ответы на практических занятиях, участие в дискуссии, решение
творческих заданий -  25 %;
-  защита реферата -  25 %;
-  выполнение теста -  50 %.
Рейтинговая оценка по дисциплине рассчитывается на основе оценки 

текущей успеваемости и экзаменационной оценки с учетом их весовых 
коэффициентов. Весовой коэффициент текущей успеваемости составляет 
40 %, экзаменационная оценка -  60 %.

Примерный перечень заданий для управляемой самостоятельной 
работы студентов 

Тема 6. Белковая инженерия (2 ч.).
Дизайн белковых молекул. Направленный мутагенез (точечные замены 
нуклеотидов, делеции, вставки) с использованием метода 
«перекрывающийся» ПЦР. Эффективность экспрессии чужеродного гена на 
ровне трансляции и посттрансляционной модификации (стабильность 
полипептида, внутриклеточная агрегация, возможность правильной 
модификации чужеродного белка, способность его к секреции).

Форма контроля -  тестирование на образовательном портале LMS 
Moodle

П римерная тематика практических занятий
Каждому студенту будет предложена определенная нуклеотидная 

последовательность генов.
П рактическое занятие № 1.
Осуществить анализ предложенной нуклеотидной последовательности 

гена для клонирования в клетках грамположительных и грамотрицательных 
бактерий. Установить родство с гомологичными последовательностями 
(построить филогенетическое древо). Определить оптимальность кодонового 
состава для экспрессии в клетках грамположительных и грамотрицательных 
бактерий.

П рактическое занятие № 2.
Предложить схему клонирования предложенной нуклеотидной 

последовательности гена с целью получения кодируемого им белка. 
Изолировать ген с использованием метода ПЦР (сконструировать праймеры 
с навеской сайтов рестрикции, RBS-сайта, указать режимы ПЦР). 
Разработать схему клонирования амплифицированного гена в определенной 
ориентации в состав вектора pUC18/19 для введения в клетки 
грамотрицательных бактерий (указать режимы двойной рестрикции). 
Рассчитать количество вставки и количество вектора для проведения реакции 
лигирования. Предложить схему анализа полученной гибридной 
конструкции с использованием рестрикционного и ПЦР-анализа (построить 
рестрикционную карту, указать режим и ожидаемый размер ампликона в 
реакции ПЦР с использованием стандартных праймеров).
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П рактическое занятие № 3.
Предложить схему направленной инактивации предложенной 

нуклеотидной последовательности гена. Изолировать фрагмент гена с 
использованием метода ПЦР (сконструировать праймеры с навеской сайтов 
рестрикции, указать режимы ПЦР). Разработать схему клонирования 
амплифицированного фрагмента гена в определенной ориентации в состав 
суицидального вектора pMTL21C. Рассчитать количество вставки и 
количество вектора, исходя из их концентрации, для проведения реакции 
лигирования. Предложить схему анализа инактивированного гена с 
использованием метода ПЦР (сконструировать праймеры, указать режимы 
ПЦР). Расписать схему анализа мутантного варианта с использованием 
метода ПЦР в реальном времени (сконструировать праймеры, указать 
режимы ПЦР).

П рактическое занятие № 4.
Предложить схему для изучения регуляции транскрипции 

предложенной нуклеотидной последовательности гена. Изолировать 
фрагмент гена с использованием метода ПЦР (сконструировать праймеры с 
навеской сайтов рестрикции, указать режимы ПЦР). Разработать схему 
клонирования амплифицированного фрагмента гена в определенной 
ориентации в состав суицидального вектора pMUTIN, содержащего 
репортерный ген lacZ. Рассчитать количество вставки и количество вектора, 
исходя из их концентрации, для проведения реакции лигирования. Расписать 
схему анализа мутантного варианта с использованием метода ПЦР. 
Предложить схему, позволяющую изучить активность промотора 
исследуемого гена, на основании экспрессии репортерного гена lacZ.

П рактическое занятие № 5.
Разработать схему отбора мутантных вариантов предложенной 

нуклеотидной последовательности гена. С использованием метода 
«перекрывающейся» ПЦР внести точечные, инсерционные и делеционные 
изменения в последовательность гена (сконструировать праймеры с учетом 
последующего клонирования мутантных вариантов в состав вектора 
pUC18/19, указать режимы ПЦР). Разработать схему клонирования 
амплифицированного гена в определенной ориентации в состав вектора 
pUC18/19 для введения в клетки грамотрицательных бактерий (указать 
режимы двойной рестрикции). Рассчитать количество вставки и количество 
вектора для проведения реакции лигирования. Предложить схему анализа 
полученной гибридной конструкции с использованием рестрикционного и 
ПЦР-анализа (построить рестрикционную карту, указать режим и ожидаемый 
размер ампликона в реакции ПЦР с использованием стандартных и 
специфических праймеров).
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Описание инновационных подходов и методов к  преподаванию
учебной дисциплины

При организации образовательного процесса используются:
практико-ориентированный подход, который предполагает:
- освоение содержания образования через решения практических задач;
- приобретение навыков эффективного выполнения разных видов 

профессиональной деятельности;
- ориентацию на генерирование идей и реализацию индивидуальных и 

групповых студенческих проектов;
метод анализа конкретных ситуаций (кейс-метод), который 

предполагает:
- приобретение студентом знаний и умений для решения практических 

задач;
- анализ ситуации с использованием профессиональных знаний, 

собственного опыта, дополнительной литературы и иных источников;
метод проектного обучения, который предполагает:
- способ организации учебной деятельности студентов, развивающий 

актуальные для учебной и профессиональной деятельности навыки 
планирования, самоорганизации, сотрудничества и предполагающий 
создание собственного продукта;

- приобретение навыков для решения исследовательских, 
предпринимательских и коммуникационных задач.

метод учебной дискуссии, который предполагает участие студентов в 
целенаправленном обмене мнениями, идеями для предъявления и/или 
согласования существующих позиций по определенной проблеме.

Методические рекомендации по организации 
самостоятельной работы обучающихся

Для организации самостоятельной работы студентов по учебной 
дисциплине рекомендуется использовать современные информационные 
технологии: разместить в сетевом доступе комплекс учебных и учебно - 
методических материалов (программа курса, учебно-методический комплекс, 
методические указания к лабораторным занятиям, задания в тестовой форме, 
темы рефератов, список рекомендуемой литературы и информационных 
ресурсов и др.). Для общей оценки качества усвоения студентами учебного 
материала предлагается использование рейтинговой системы.

Темы реферативных работ

1. Котранскрипционные и посттранскрипционные модификации РНК.
2. Котрансляционные и посттрансляционные модификации белков.
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3. Полусинтетические белковые молекулы в создании новых 
полипептидов.

4. Сплайсинг и транс-сплайсинг белков в лигировании пептидов
5. Метод EPL в белковой инженерии.
6. Фаговый дисплей.
7. Клеточный дисплей.
8. Рибосомный дисплей и мРНК-дисплей.
9. N-гибридные системы в исследовании белков.
10. Современные технологии, позволяющие улучшать свойства 

ферментов

Примерный перечень вопросов к  экзамену

1. Особенности организации генов прокариот (промоторы, операторы, 
терминаторы, RBS-сайты, старт и стоп-кодоны).

2. Особенности организации генов эукариот (промоторы, энхансеры, 
сайленсеры, сайты сплайсинга, терминаторы, сайты полиаденилирования).

3. Конститутивные и регулируемые промоторы. Природные, гибридные 
и искусственные промоторы.

4. Роль нетранслируемых участков в стабилизации мРНК. Оптимальный 
кодоновый состав. Принципы конструирования экспрессионных кассет.

5. Ферменты рестрикции. Классификация, значение для генной
инженерии.

6. Рестриктазы класса II. Классификация. Условия реакции рестрикции. 
Сложности, возникающие при рестрикции ДНК («звездочная» активность, 
метилированные сайты рестрикции). Порезка ДНК двумя рестриктазами 
(оптимальная температура и буферная система).

7. Ферменты генетической инженерии. Характеристика ДНК-лигаз.
8. Ферменты генетической инженерии. ДНК-полимеразы (ДНК-

полимераза I, фага Т4, фага Т7, Та^ Vent, Dеер Vent, РНК-зависимая ДНК- 
полимераза). Характеристика, значение для генной инженерии.

9. Ферменты генетической инженерии. Щелочные фосфатазы,
терминальная дезоксинуклеотидилтрансфераза, полинуклеотидкиназа фага Т4. 
Характеристика, значение для генной инженерии.

10. Полимеразная цепная реакция. Принцип, условия проведения. 
Возможности полимеразной цепной реакции (синтез одноцепочечной ДНК, 
заякоренная ПЦР, Alu-ПЦР, синтез регуляторных участков). Характеристика 
праймеров, использующихся в полимеразной цепной реакции. Типы 
модификаций 5'-конецов праймеров. Принцип получения мутаций с 
использованием полимеразной цепной реакции (точечных, инсерционных и 
делеционных).

11. Химический синтез ДНК. Фосфорамидитный метод. Сферы 
применения. Определение нуклеотидной последовательности ДНК. Принцип 
секвенирования. Сферы применения.

12



12. Общая характеристика плазмид бактерий (фенотипические маркеры, 
размеры, классификация). Понятие «базового репликона». Принципы создания 
векторных систем для молекулярного клонирования (основные свойства, 
классификация). Особенности векторных систем для молекулярного 
клонирования в клетках бактерий, растений и животных.

13. Механизм копирования ColE- репликона. Векторные системы на 
основе ColE1-репликона (pBR322, pUC18/19). Регуляция экспрессии 
лактозного оперона у бактерий. Катаболитная репрессия. Использование lacZ- 
гена в качестве репортерного в составе векторных молекул.Особенности 
организации экспрессионной кассеты векторов pUC18/19, рЕТ векторов. 
Принципы создания векторов для инактивации генов (организация вектора 
pMUTIN).

14. Механизм копирования фага М13. Вектора на основе фага М13 
(М13тр18/19). Принцип организмции фагмид (например, pBluescript). 
Организация фага X. Принцип создания векторов на основе фага X (векторы 
внедрения и векторы замещения). Понятия максимальной и минимальной 
емкости векторов, сконструированных на основе фага X. Принцип 
организации космид и фазмид. Способы введения векторов в клетки 
бактерий.

15. Характеристика плазмид Agrobacterium (классификация, организация rep- 
областей). Организация Т-ДНК и vir-локуса. Ti-плазмид A. tumefaciens. 
Механизм переноса Т-ДНК Ti-плазмид A. tumefaciens. Принципы создания 
векторов на основе Ti-плазмид A. tumefaciens. Методы введения векторов в 
клетки растений. Трансгенные растения. Принципы создания. Примеры.

16. Принципы создания векторных систем для животных. Организация 
вируса SV40. Векторные системы на основе вируса SV40 (вирусные и 
плазмидные вектора). Организация экспрессионных кассет в векторных 
системах для животных. Способы достижения высокого уровня экспрессии 
чужеродных генов в животных клетках. Селективные маркеры, 
использующиеся в векторных системах животных.

17. Особенности организации вируса коровьей оспы (ВКО). Принцип 
конструирования векторов на основе ВКО (локусы ТК и vp37 для отбора 
рекомбинантных вирусов). Примеры использования.

18. Генетическая организация ретровирусов. Векторные системы животных 
на основе ретровирусов. Примеры использования ретровирусных векторов для 
генной терапии. Способы введения векторов в клетки животных.

19. Химико-ферментативный синтез в создании полусинтетических 
полипептидов: лигирование синтезированных белков.

20. Полусинтетические белковые молекулы в создании новых 
полипептидов. Сплайсинг и транс-сплайсинг белков в лигировании пептидов.

21. Метод EPL в белковой инженерии. Достижения белковой инженерии 
(гибридные белки, ферменты, токсины).

22. Повышение стабильности ферментов. Белковая инженерия антител.
23. Моноклональные антитела. Рекомбинантные антитела. Антитела, 

обладающие ферментативной активностью: абзимы.
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24. Пептидные аптамеры. Изменение специфичности ферментов.
25. Достижения генетической инженерии бактерий, животных и растений.
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