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Клещевина — важная сельскохозяйственная культура, которую выращивают во многих 
странах мира и используют в основном для получения касторового масла, широко применяемого 
в различных отраслях промышленности. Жмыхи и шроты, которые остаются после отжима 
масла, богаты белком и перспективны для использования в качестве протеиновых добавок при 
производстве кормов, однако содержат токсины — белок рицин и алкалоид рицинин. Одним из 
способов детоксификации клещевины может стать геномное редактирование с помощью системы 
CRISPR/Cas9. Эта технология заключается в разрезании целевого участка интактной ДНК фер-
ментом Cas9 при содействии короткого направляющего фрагмента РНК. Доставка в клетку редак-
тируемого растения генов, кодирующих Cas9 и направляющую РНК, часто осуществляется с по-
мощью плазмидных векторов. Для эффективного синтеза направляющей РНК в таких векторах 
обычно используют промоторы генов, кодирующих малые ядерные РНК. При редактировании дву-
дольных растений чаще всего используют промотор U6 гена арабидопсиса, однако эффективность 
редактирования повышается, если использовать векторные конструкции с промотором редактиру-
емого растения. В настоящей работе впервые проведена амплификация, секвенирование и анализ 
промоторов гена U6 клещевины. Найденные последовательности были проанализированы и ис-
пользованы в конструировании CRISPR/Cas9 векторов для дальнейшего редактирования генов ри-
цина. Нашей целью было изучение промоторов гена U6 клещевины с помощью биоинформацион-
ных и молекулярно-генетических подходов. В работе использовали растения клещевины (Ricinus 
communis L.) сортов Занзибар Грин и Гибзонская. ДНК выделяли из молодых листьев. Обработку 
последовательностей, выравнивание и определение степени гомологии проводили в программе 
GenDoc (http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/index.html). Праймеры для амплификации промоторов 
гена U6 клещевины подбирали с помощью программы Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). 
ПЦР проводили на амплификаторе C-100 («Bio-Rad Laboratories, Inc.», США). Продукты ПЦР 
разделяли в 1,5 % агарозном геле при 6 В/см в камере для горизонтального электрофореза Sub-
Cell GT («Bio-Rad Laboratories, Inc.», США). Ампликоны очищали с помощью набора GeneJET 
PCR Purification Kit («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США). Очищенные ампликоны клонировали 
с помощью вектора pAL2-T («Евроген», Россия) согласно инструкции производителя. При кон-
струировании CRISPR/Cas9 векторов использовали плазмиду pRGE31, эндонуклеазы рестрикции 
HindIII и SbfI («Сибэнзим», Россия) и необходимые олигонуклеотиды. При вырезании продуктов 
рестрикции из геля их очищали с помощью набора GeneJET Gel Extraction Kit («Thermo Fisher 
Scientific, Inc.», США). Был проведен биоинформационный поиск в базе генетических данных 
GenBank и обнаружено 12 скаффолдов, содержащих последовательность гена U6 клещевины. 
Шесть промоторов, включающих неповрежденные регуляторные элементы USE и ТАТА-бокс, 
были использованы при подборе праймеров для амплификации на матрице ДНК клещевины сортов 
Занзибар Грин и Гибзонская. Продукты ПЦР, состоящие из единичных фрагментов, были клони-
рованы и секвенированы. Анализ полученных последовательностей ампликонов показал, что про-
моторные области полностью совпадали между сортами. Степень идентичности промоторов из раз-
ных ампликонов варьировала в пределах 51-77 %. При сравнении этих же промоторов с промото-
рами гена U6 других растений степень гомологии составляла 42-64 %. Последовательности про-
моторов, содержащие неповрежденные мотивы USE и ТАТА-бокс, были использованы для кон-
струирования CRISPR/Cas9 векторов, которые могут применяться для эффективного редактиро-
вания генов клещевины, участвующих в синтезе рицина и рицинина. 

 

Ключевые слова: клещевина, промотор, U6 гены, секвенирование, геномное редактиро-
вание, CRISPR/Cas9, конструирование векторов. 

 

Клещевина (Ricinus communis L.) — это сельскохозяйственное расте-
ние семейства Молочайные (Euphorbiaceae), культивируемое во многих 
странах мира. Возделывается в основном ради семян, из которых получают 
ценный продукт — касторовое масло, используемое в различных отраслях 
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народного хозяйства (1). Касторовое масло практически не высыхает и со-
храняет свойства в широком диапазоне рабочих температур, поэтому нахо-
дит применение в системе смазки машин в пищевой промышленности и 
двигателей для авиамоделирования, а также служит компонентом пластич-
ных смазок (2). В нем содержатся ценные для химического синтеза веще-
ства — ундециленовая и себациновая кислоты, компоненты эпоксидных и 
алкидных смол и др. В медицине касторовое масло издавна применяется 
как эффективное слабительное средство (3, 4). 

После извлечения масла из семян клещевины остаются богатые про-
теином остатки — жмыхи и шроты, перспективные для использования в 
качестве белковых добавок при производстве кормов. Однако в этих остат-
ках содержатся токсичные вещества — белок рицин и алкалоид рицинин 
(5). Рицин представляет собой кумулятивный яд, обладающий сильным 
местным прижигающим действием, что приводит к развитию геморрагиче-
ского гастроэнтерита. После всасывания рицина в кровеносную систему 
происходит агглютинация и разрушение эритроцитов, возрастает риск 
тромбозов, изъязвляются стенки сосудов. Кроме того, рицин негативно воз-
действует на центральную нервную систему, вызывая судороги, парезы и 
параличи (6). Токсичность рицинина намного меньше, чем у рицина, но 
его наличие в кормах также нежелательно. Детоксификацию жмыхов и 
шротов клещевины проводят чаще всего с помощью жестких термических 
и химических обработок, что значительно ухудшает качество белка. Снижа-
ется его переваримость и усвояемость, происходит гидролиз лизина и дру-
гих дефицитных аминокислот (5). В связи с этим актуален поиск альтерна-
тивных подходов к детоксификации жмыхов и шротов клещевины, которые 
позволили бы отказаться от традиционных обработок. 

Несомненный теоретический и практический интерес представляет 
получение растений клещевины, в которых не вырабатывались бы рицин и 
рицинин. Для создания таких растений необходимо осуществить нокаут ге-
нов, участвующих в синтезе токсинов. Один из эффективных современных 
способов нокаутирования генов — технология геномного редактирования с 
помощью системы CRISPR/Cas9. Ее компонентами служат фермент Cas9 и 
направляющая, или гидовая, РНК (7). Гены фермента Cas9 и направляю-
щей РНК вводятся в клетку с помощью плазмидных векторов под соответ-
ствующими промоторами. Для гена гидовой РНК обычно используют про-
моторы генов малых ядерных РНК U6 или U3 (8). При геномном редакти-
ровании у однодольных, как правило, используют последовательности U3 
промоторов риса, в случае двудольных — U6 промоторов арабидопсиса. Од-
нако в ряде работ было показано, что эффективность редактирования воз-
растает при использовании промоторов редактируемого вида, и их введение 
в CRISPR/Cas9 векторы стало распространенным трендом (9-13). При изу-
чении промоторов гена U6 у разных видов было установлено, что они со-
держат два сайта узнавания РНК-полимеразы III — Upstream Sequence 
Element (USE) и TATA-бокс (11, 13, 14). Сайт USE имеет консенсусную 
последовательность RTCCCACATCG. На основе этой последовательности 
и последовательности самого гена U6 арабидопсиса C. Marshallsay с соавт. 
(14) предложили систему праймеров для амплификации промоторов гена 
U6. Эти праймеры пригодны для изучения промоторов гена U6 у других 
видов, геном которых еще не секвенирован. 

На сегодняшний день секвенированы геномы ряда представителей 
семейства Euphorbiaceae (Jatropha curcas, Manihot esculentum, Hevea brasiliensis, 
Euphorbia esula), в том числе и геном клещевины (15-19). Также секвениро-
ваны и изучаются кодирующие рицин последовательности (20-23). Они не 
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содержат интронов, поэтому с них транслируется большой прекурсор, назы-
ваемый препрорицин, который содержит сигнальный пептид и цепи рицина 
A и B, разделенные линкерным пептидом из 12 аминокислот (20). Наиболее 
подходят в качестве мишеней для редактирования части, кодирующие сиг-
нальный пептид или начало цепи А (23, 24). 

В настоящей работе впервые проведена амплификация, секвениро-
вание и анализ промоторов гена U6 клещевины. Найденные последователь-
ности проанализированы и использованы в конструировании CRISPR/Cas9 
векторов для дальнейшего редактирования генов рицина. 

Нашей целью было изучение промоторов гена U6 клещевины с по-
мощью биоинформационных и молекулярно-генетических подходов.  

Методика. В работе были использованы растения клещевины сортов 
Занзибар Грин («Гавриш», Россия) и Гибзонская («Гавриш», Россия).  

ДНК выделяли из молодых листьев согласно методике J.J. Doyle с 
соавт. (25) с некоторыми модификациями (26). Обработку последователь-
ностей, выравнивание и определение степени гомологии проводили в про-
грамме GenDoc (http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/index.html).  

Праймеры для амплификации промоторов гена U6 клещевины под-
бирали с помощью программы Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). 
Условия ПЦР на амплификаторе C-100 («Bio-Rad Laboratories, Inc.», США) 
были следующими: 5 мин при 95 °C; 30 с при 95 °C, 30 с при 50 °C, 1 мин 
при 72 °C (35 циклов); 10 мин при 72 °C (терминальная элонгация).  

Продукты ПЦР разделяли в 1,5 % агарозном геле при 6 В/см в ка-
мере для горизонтального электрофореза Sub-Cell GT («Bio-Rad Laborato-
ries, Inc.», США). Результаты электрофореза визуализировали с помощью 
системы гель-документирования Gel Doc™ XR+ («Bio-Rad Laboratories, 
Inc.», США). Ампликоны очищали с использованием набора GeneJET PCR 
Purification Kit («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США).  

Очищенные ампликоны клонировали с помощью вектора pAL2-T 
(«Евроген», Россия) согласно инструкции производителя.  

При конструировании CRISPR/Cas9 векторов использовали плаз-
миду pRGE31, эндонуклеазы рестрикции HindIII и SbfI («Сибэнзим», Рос-
сия) и необходимые олигонуклеотиды. При вырезании продуктов рестрик-
ции из геля проводили очистку с помощью набора GeneJET Gel Extraction 
Kit («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США).  

Результаты. В базе генетических данных GenBank было обнаружено 
12 скаффолдов, содержащих последовательность гена U6 клещевины, — 
AASG02000063, AASG02000163, AASG02000719, AASG02001323, AASG02002949, 
AASG02003223, AASG02003842, AASG02006600, AASG02019053, AASG02021200, 
AASG02020516, AASG02025904. Однако характерные USE и ТАТА эле-
менты были выявлены в промоторной области гена U6 только у шести 
из этих скаффолдов — AASG02021200, AASG02020516, AASG02006600, 
AASG02000719, AASG02025904, AASG02002949. Сравнение полученных ре-
зультатов и результатов поиска промоторов гена U6, имеющих USE и TATA-
элементы, в геномах других представителей семейства Euphorbiaceae пока-
зало, что их количество может быть разным. В геномах Jatropha curcas и 
Manihot esculentum (сорт W14) так же, как и у клещевины, имеется 6 таких 
промоторов, однако у Hevea brasiliensis и Euphorbia esula их больше (соответ-
ственно 9 и 23). 

Последовательности скаффолдов AASG02021200, AASG02020516, 
AASG02006600, AASG02000719, AASG02025904, AASG02002949, а также 
одного скаффолда без USE и TATA-элементов AASG02000063 использо-
вали для подбора праймеров (табл. 1) и последующей амплификации 
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фрагментов, содержащих up-stream область соответствующих генов U6 
(рис. 1). Во всех случаях, кроме AASG02000063, амплифицировались еди-
ничные фрагменты ожидаемой длины (ампликоны Rc200, Rc516, Rc600, 
Rc719, Rc904 и Rc949). Поскольку в случае с AASG02000063 помимо целе-
вого амплифицировались еще два дополнительных фрагмента, этот вариант 
up-stream области далее не изучался. Единичные фрагменты остальных ва-
риантов были клонированы и секвенированы. 

1. Праймеры, подобранные для амплификации промоторной области гена U6 у 
анализируемых скаффолдов клещевины (Ricinus communis L.) 

Праймер Последовательность Скаффолд Ампликон 
Длина апли-
кона, п.н. 

RcU6-200f 5ґ-TGGATAAGAGGAGATTCTTGAATTG-3′ AASG02021200 Rc200 392 
RcU6-200r 5ґ-AGGGGCCATGCTAATCTTCT-3ґ 
RcU6-516f 5ґ-GTTGGCAGCCTTCAGATTTC-3ґ AASG02020516 Rc516 590 
RcU6-516r 5ґ-AGGGGCCATGCTAATCTTCT-3ґ 
RcU6-600f 5ґ-CTCCGAATTATATTTGGGGTTTT-3  AASG02006600 Rc600 280 
RcU6-600r 5ґ-AAAAATTTGGACCATTTCTCG-3ґ 
RcU6-719f 5ґ-ACCTGTGAGGTGGCTTTCTG-3ґ AASG02000719 Rc719 346 
RcU6-719r 5ґ-CGGTGTCTGTTTGCCCTAAT-3ґ 
RcU6-904f 5ґ-AGCCCATTTTGGGGTGTTAT-3ґ AASG02025904 Rc904 512 
RcU6-904r 5ґ-AGGGGCCATGCTAATCTTCT-3ґ 
RcU6-949f 5ґ-TTCTGGGAGGTATGCATCAA-3ґ AASG02002949 Rc949 401 
RcU6-949r 5ґ-AAAAATTTGGACCATTTCTCG-3ґ 
RcU6-063f 5ґ-CAACCCGACTCCTTCATCAT-3ґ AASG02000063 Rc063 584 
RcU6-063r 5ґ-AGGGGCCCTACTTTGATACC-3ґ 

 

 
Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР-амплификации на матрице ДНК клещевины (Ricinus 
communis L.) сортов Занзибар Грин (1-7) и Гибзонская (8-14) при использовании праймеров, по-
добранными для амплификации промоторной области гена U6: 1 и 8 — Rc600f/Rc600r, 2 и 9 — 
Rc904f/Rc904r, 3 и 10 — Rc949f/Rc949r, 4 и 11 — Rc063f/Rc063r, 5 и 12 — Rc516f/Rc516r, 6 и 
13 — Rc200f/Rc200r, 7 и 14 — Rc719f/Rc719r; М — маркер молекулярных масс с шагом 100 
п.н. (100 bp DNA Ladder, M-214S, «Jena Biosience GmbH», Германия). 

 

2. Степень гомологии (%) между шестью выбранными промоторами U6 генов 
клещевины (Ricinus communis L.) 

Промотор Rc200ZG Rc516ZG Rc600ZG Rc719ZG Rc904ZG Rc949ZG 
Rc200ZG 100 56 53 77 57 50 
Rc516ZG 

 
100 63 57 67 62 

Rc600ZG 
  

100 54 63 54 
Rc719ZG 

   
100 53 51 

Rc904ZG 
    

100 59 
Rc949ZG 

     
100 

 

Анализ последовательностей ампликонов, полученных у сортов Зан-
зибар Грин (Rc200ZG, Rc516ZG, Rc600ZG, Rc719ZG, Rc904ZG, Rc949ZG) и 
Гибзонская (Rc200Gib, Rc516Gib, Rc600Gib, Rc719Gib, Rc904Gib, Rc949Gib), 
показал, что у этих сортов промоторные области полностью совпадали между 
собой, а также с соответствующими последовательностями в скаффолдах 
AASG02021200, AASG02020516, AASG02006600, AASG02000719, AASG02025904, 
AASG02002949. Однако вне промоторных областей, содержащих регулятор-
ные элементы, было обнаружено два полиморфных сайта: G/А замена в по-
ложении −228 от начала гена U6 у ампликона Rc200Gib и Т/А замена в поло-
жении −351 от начала гена U6 у Rc904Gib. Очевидно, что изучаемые промо-
торные области достаточно консервативны у сортов одного вида. 
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3. Нуклеотидные последовательности случайно выбранных промоторов у видов растений из разных семейств, использованные для оценки сте-
пени гомологии между ними и шестью промоторами U6 генов клещевины (Ricinus communis L.)  

Шифр Последовательность GenBank acc. no. Первый нуклеотид Последний нуклеотид 
abrus1 5´-GCCCCACATCGAACAGTATTATCAAAGCATGACACAATATATAGCAAAAGAAACACGCAGAGAGT-3´ XM_027482675 708 644 
arachis1 5´-GTACCACATCGAGTAGCATCATATAACTCTGACAATATATATAGCAGAGGGTGCAAAGAAGGCTC-3´ XM_025790263 575 511 
arachis2 5´-GTCCCACATCGCTTAGTATCAGACCACTCTGACAGAATATATATCAAAGGAAACACAAAAGGCTC-3´ XR_003810923 117 181 
arachis4 5´-GTCTCACATCGCCCGAGTTTTGAGAAACCAATAACTTATATATCAGAGGCGAAGCAAAGGCTC-3´ XM_025845620 218 281 
bras_ol1 5´-GTCCCACATCGCTCAGGTGAAGAGAAGGAGCTGCGTTTATATAGCGATGAAGTCACGAAAGTGATT-3´ LR031877 48176336 48176271 
bras_rap1 5´-CTCCCACATCGCTCAGCGAAGCAAAAGAAGCTCCTGTTTATATACTTTCAGAGTCAAGAAGATGATT-3´ LR031575 1103139 1103205 
bras_rap2 5´-CTCCCACATCGTTTATCAGAGAAGCAGAAGCCGAGTTTATATAGGGACGGAGTGACGAAGGAGATT-3´ LR031575 1143184 1143119 
cicer1 5´-GTCCCACATCGAATACATGTATCCCATTTTCCATATTTATATAACGCAGGTTAACCATGCAGTAT-3´ CP039335 30486401 30486452 
cicer2 5’-GTCCCACATCGAATACATTTATCCCTTTTTCCGTATTTATATAACGCAGGTTAACCATGGAGTTT-3´ CP039335 30494676 30494740 
cicer3 5´-GTCCCACACCGAATCATCTATCATTTTTTTCGTCTTTATATAACCCATGTTAATCATTAGGTTT-3´ CP039335 30512524 30512587 
cicer4 5´-GTCCCACATCGTCTAAATATTCGAATATTTAATATTTATATACAATGTTCGAGCAGTATAGTAT-3´ CP039333 18318744 18318807 
cicer7 5´-GTCCCACACCGCGTACGCATAACATGTGTTCAGTGTTTATAATACCCTCGCACACATCATCAAC-3´ CP039333 31682334 31682398 
cicer8 5´-GTTCCACATCGTCTACATCTATCATTATTTACGTCTTTATATTCAACCGATGAGCCATAAGGCTT-3´ CP039333 39009683 39009747 
cichorium1 5´-CGTCCCATACCGACCAGTAAAGTACTTCCCGTCGCCTTATATAGCGCAGCTCGGCGACTATCATC-3´ MK455779 235 299 
cichorium2 5´-GTCCCATACCGACCAGTAAAGTACTTCCCGTCGCCTTATATAGCGCAGCTCGGCGACTATCATC-3´ MK455779 236 299 
cichorium3 5´-TTCCCACATCGCTCTTTGAAGCAACATCGCCATGCTTTATATAGCTTGGCTTCCAAACATATATC-3´ MK455773 235 299 
cichorium4 5´-TTCCCACATCGATGATTGAAACGATTCCTCGGTGTTTTATATAGCCTGGCTTCCAATCAAATATC-3´ MK455776 238 302 
cichorium5 5´-CTCCCACATCGATGATCGGAACGGTTGTTTCGTGCTTTATATAGCTCGGGTTCCAACCATTTATC-3´ MK455775 238 302 
citrullus1 5´-GTCCCACATCGGTAAGTTTTGATTCTAGTTTACGCTTTATATAACTAAGACTGCAGTACAAGGCTT-3´ VOOL01000005 2250542 2250477 
cynara1 5´-AATCCCACATCGCCTTTAACGATATCCAGTGCTAGCTTTATATGGCGGAGGTCGGCAGCTAAGATC-3´ XR_003069239 1 65 
goss_raim1 5´-ATCCCATATCGCTAAAGAACTATAACACAGGAGCGTTTATATAAGCGAAAGAAGCAGCAAATGATT-3´ CP032562 3130166 3130101 
goss_raim2 5´-ATCCCACATAGCTAAAGAATTAGGAAAATTTATTGTTTATAAAGGCAAAGGAAGAAACTTATTATT-3´ CP032562 3328533 3328468 
goss_raim3 5´-ATCCCGCATCGCTAAAGAATTGAAAAAATTTTATTGTTTATATAGGAAAAACAAGCTGACTATGATT-3´ CP032562 3351518 3351452 
goss_raim4 5´-ATCCCGCATCGCTAAAGAATTGAAAAAATTTTATTGTTTATATAGGAAAAACAAGCTGACTATGATT-3´ CP032562 3351518 3351452 
gossipioides1 5´-ATCCCACATCGCTAAAGAACTAAAATGCCGAAGTATTTATATAAGCGAAAGAAACAGCATTAGTGT-3´ CP032252 2333488 2333423 
gossipioides2 5´-ATCCCACATTGCTAAAGAATTAACAAATACTATTGTTTATATAGGCAAAAGAAACACCGTAGCAGT-3´ CP032252 2341665 2341600 
gossipioides3 5´-ATCCCACATCTCTAAAGAATTAAAAAACACTATTGTTTATATGGGCAAAAGAAGCACCGTTGTATT-3´ CP032252 2343934 2343869 
ipomea1 5´-CTCCCACATCGGGCGATGAAGCAGCTCTCTTCCAGTACACATACTCCGCCATTGAAGAAGAAGAAC-3´ CP025668 7620112 7620047 
ipomea2 5´-CTCCCACATCGGCCAATGAGCCATCTTACTTCCAGTACATATACTCCGCCATGGAAGCTCTTATC-3´ XR_004100417 33 97 
ipomea3 5´-CTCCCACATCGGCTGATGAAACAACTTGCTTCCAGTATACATACTCTATCATGGAAGCACTGAGC-3´ XM_031272161 1 65 
ipomea4 5´-GTCCCACATCGGCCAATGAGCCATCTTACTTCCAGTACATATACTCCGCCATTGGAGCACTTAGC-3´ CP025668 7980996 7981060 
ipomea5 5´-TTCCCACATCGGGCGATGAAGCAGCTCTCTTCCATTACACATACTCCGCCATTGAGGAAGGAGAAT-3´ CP025668 7984209 7984274 
lotus1 5´-GTCCCACACCGGATAAACATACAGAAATATGAGTGTTTATAAGCAAATAGTCAGCAATAAGGTTC-3´ AP010923 70411 70347 
lotus2 5´-GTTCCACATCGGCTATGTTGATTAAGATTTTATAGTTCATATATCACTACAGAACAGCAAGTATT-3´ AP010923 68417 68353 
tea1 5´-GTCCCACATCGAAACTTCGACGTTATAGACATGGAGTTTATAAGAAAGAAGAAAAGAGAAGACGTT-3´ XR_003649102 150 215 
tomato1 5´-CTCCCTCATCGCTTACAGAAAAAAGCTATATGCTGTTTATATTGCGAAATCTAACAGTGTAGTTT-3´ XM_004230407 25 89 
tomato2 5´-CTCCCTCATCGCTTACAGAAAAAAGCTATATGCTGTTTATATTGCGAATCTAACAGTGTAGTTT-3´ X51447 198 261 
vigna1 5´-GTCCCACATCGTCCAAACATGTCACAACTTCCATGTTTAAAAACGCACGCCTACTCGCTGCTGTT-3´ CP039354 53496613 53496677 
vigna2 5´-GTCCCACACCGTATACTTTCACTAGAGGTTTAGTGTTTATATAGATACAGACTGCATCCAAGCTT-3´ CP039350 33742544 33742608 
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Похожая ситуация наблюдается и у сортов маниока AM560-2 и КU50. 
Промоторные области генов U6 из их скаффолдов LTYI01019634 (нук-
леотиды 16035-16336) и JPQF01078381 (нуклеотиды 1216-1517), а также 
LTYI01021841 (нуклеотиды 27091-27392) и JPQF01070438 (нуклеотиды 16559-
16860) полностью совпадают. 

Сравнение секвенированных промоторов генов U6 клещевины между 
собой показало среднюю гомологию, варьирующую в пределах 51-77 % 
(табл. 2). Сравнение этих же промоторов со случайно выбранными промо-
торами генов U6 ряда других случайно выбранных видов растений из раз-
ных семейств демонстрировало сходные показатели степени гомологии — 
42-64 % (табл. 3, 4).  

4. Степень гомологии (%) между шестью выбранными промоторами U6 генов 
клещевины (Ricinus communis L.) и случайно выбранными промоторами U6 
генов других видов растений из разных семейств 

Шифр 
Промотор 

Rc200ZG Rc516ZG Rc600ZG Rc719ZG Rc904ZG Rc949ZG 
abrus1 48 53 56 46 60 62 
arachis1 52 53 57 47 55 49 
arachis2 54 57 57 51 56 58 
arachis4 54 54 63 52 49 54 
bras_ol1 53 54 57 48 52 53 
bras_rap1 54 55 57 56 54 52 
bras_rap2 45 54 54 46 52 54 
cicer1 56 54 53 53 55 52 
cicer2 58 52 53 57 55 49 
cicer3 59 53 50 54 51 46 
cicer4 50 56 59 53 56 55 
cicer7 47 64 53 50 50 55 
cicer8 51 57 58 54 55 55 
cichorium1 42 47 55 45 47 50 
cichorium2 43 48 55 46 48 51 
cichorium3 55 53 50 52 49 52 
cichorium4 49 48 50 51 50 45 
cichorium5 55 51 54 55 47 44 
citrullus1 57 60 59 58 56 59 
cynara1 52 55 63 55 56 51 
goss_raim1 48 62 57 51 61 59 
goss_raim2 47 58 53 50 58 56 
goss_raim3 51 61 50 52 65 63 
goss_raim4 50 46 50 52 65 63 
gossipioides1 49 55 57 54 62 58 
gossipioides2 51 60 54 51 62 61 
gossipioides3 52 60 57 52 60 60 
ipomea1 42 52 47 46 44 47 
ipomea2 48 58 52 44 50 49 
ipomea3 46 58 54 43 52 52 
ipomea4 50 58 51 48 48 49 
ipomea5 45 52 47 43 47 47 
lotus1 46 55 58 52 63 59 
lotus2 59 59 62 59 56 58 
tea1 57 53 56 58 57 58 
tomato1 48 47 53 48 53 51 
tomato2 48 47 53 47 52 50 
vigna1 52 60 57 46 53 52 
vigna2 55 66 56 53 61 55 

 

Во многом выявленное сходство обеспечивалось наличием доста-
точно консервативных USE и ТАТА элементов, в то время как гомология 
остальных участков была низкой (рис. 2).  

Анализ последовательностей USE у изученных промоторов пока-
зал, что у клещевины имеется несколько вариантов этого регуляторного 
элемента: вариант A (GААCCACATCG) из ампликонов AASG02021200ZG 
и AASG02021200Gib, вариант B (A−CCCACATCG) из ампликонов 
AASG02020516ZG и AASG02020516Gib, вариант D (AT−CCACATCG) из 
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ампликонов AASG02000719ZG и AASG02000719Gib. В остальных трех слу-
чаях мотивы USE (С, Е и F, см. рис. 2) соответствовали консенсусной по-
следовательности RTCCCACATCG арабидопсиса. 

 

 
Рис. 2. Выравнивание вариантов промоторов гена U6 клещевины (Ricinus communis L.): А — 
промотор из ампликонов AASG02021200ZG и AASG02021200Gib, B — из ампликонов 
AASG02020516ZG и AASG02020516Gib, С — из ампликонов AASG02006600ZG и AASG02006600Gib, 
D — из ампликонов AASG02000719ZG и AASG02000719Gib, Е — из ампликонов AASG02025904ZG 
и AASG02025904Gib, F — из ампликонов AASG02002949ZG и AASG02002949Gib. Красным 
цветом выделены варианты USE, которые совпадают с консенсусной последовательностью 
RTCCCACATCG арабидопсиса. Зеленым цветом выделена часть гена U6, которая амплифи-
цируется с праймера Oligo3 (14).  

 

На основании найденных промоторов генов U6 клещевины были со-
зданы векторные конструкции для проведения CRISPR/Cas9 редактирова-
ния гена рицина.  

При конструировании CRISPR/Cas9 векторов использовали плаз-
миду pRGE31, содержащую ген Cas9 под CaMV 35S промотором, а также 
конструкцию для синтеза гидовой РНК: U3 промотор риса (OsU3), мотив 
из двух разнонаправленных сайтов эндонуклеазы рестрикции Bso31I (для 
встраивания сайта-мишени после гидролиза плазмиды этим ферментом, 
2xBso31I) и последовательность, кодирующую часть гидовой РНК, которая 
взаимодействует с белком Cas9 (gRNAgene).  

В первую очередь вели поиск сайтов для эндонуклеаз рестрикции в 
исходной плазмиде pRGE31 с таким расчетом, чтобы один сайт находился 
перед началом промотора U3, а второй — после него. В то же время оба 
сайта должны были отсутствовать внутри конструкции, которой предстояло 
лигироваться с pRGE31. В итоге были выбраны сайты HindIII и SbfI. По-
скольку участок между ними полностью вмещал в себя конструкцию OsU3-
2xBso31I-gRNAgene, то необходимо было синтезировать последовательность 
вставки, включающую 2xBso31I-gRNAgene под соответствующим промото-
ром клещевины.   
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5. Олигонуклеотиды, использованные при создании и тестировании CRISPR/Cas9 векторов с промоторами гена U6 клещевины (Ricinus communis L.) 

Праймер Последовательность праймера 
О л и г о н у к л е о т и д ы  д л я  с и н т е з а  д в у ц е п о ч е ч н ы х  к о н с т р у к ц и й  RcU6(n)-2xBso31I-gRNAgene 

forward-A 5ґ-GAACCACATCGATTCGTTGTAGCTTTTTAGAATTCTTTATATGAATTAGGGCAAACAGCTGGTTGGGGAGACCGAGGTCTCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC-3ґ 
forward-B 5ґ-AACCCACATCGTCTAGTTACGCATAACTTTAGAGTTTATAAACGCCTACAAGCAAGCACCATGCTGGAGACCGAGGTCTCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC-3ґ 
forward-C 5ґ-GTCCCACATCGTCTGGTTACGTGAGACTAATGATCCTTATATGCAAACGGGAGGCAGCATGATGCTGGAGACCGAGGTCTCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC-3ґ 
forward-D 5ґ-AATCCACATCGGTTATTTGTCGGTCTTTAGAAGTCTTTATATGAATTAGGGCAAACAGACACCGTTGGAGACCGAGGTCTCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC-3ґ 
forward-E 5ґ-ATCCCACATCGTTTAGTTACATAAAATATTAGACTTTATAAGAAAATCAAGCTAGCTTCTGAAGTGGAGACCGAGGTCTCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC-3ґ 
forward-F 5ґ-ATCCCACATCGACAAGGAATACAAATTTAAAACGGTTTATAAGTAAACAAAAACGACATGCTACTGGAGACCGAGGTCTCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC-3ґ 
reverse 5ґ-AAAACAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC-3ґ 

О л и г о н у к л е о т и д ы  д л я  в в е д е н и я  в  RcU6(n)-2xBso31I-gRNAgene с а й т о в  р е с т р и к ц и и  
HindIII-A 5ґ-AAGCTTGAACCACATCGATTC-3ґ 
HindIII-B 5ґ-AAGCTTAACCCACATCGTCTA-3ґ 
HindIII-C 5ґ-AAGCTTGTCCCACATCGTCTG-3ґ 
HindIII-D 5ґ-AAGCTTAATCCACATCGGTTA-3ґ 
HindIII-E 5ґ-AAGCTTATCCCACATCGTTTA-3ґ 
HindIII-F 5ґ-AAGCTTATCCCACATCGACAA-3ґ 
SbfI-reverse 5ґ-CCTGCAGGAAAACAAAAAAGCAC-3ґ 

О л и г о н у к л е о т и д ы  д л я  п р о в е р к и  в е к т о р о в  
35Spr-F 5ґ-CTATCCTTCGCAAGACCCTTC-3ґ 
Amp-R 5ґ-ATAATACCGCGCCACATAGC-3ґ 
pBR322ori-F 5ґ-GGGAAACGCCTGGTATCTTT-3ґ 
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Для этого были синтезированы 6 олигонуклеотидов (forward-n), со-
держащих RcU6(n)-2xBso31I-(20bp)gRNAgene, где n — соответствующий ва-
риант промотора U6 клещевины, (20bp)gRNAgene — первые 20 нуклеоти-
дов, кодирующие начало части гидовой РНК, которая взаимодействует с 
белком Cas9 (табл. 5). Кроме того, был синтезирован олигонуклеотид, об-
ратный gRNAgene (reverse). После одного цикла ПЦР (5 мин при 95 °C, 30 с 
при 50 °C, 10 мин при 72 °C) для каждого из олигонуклеотидов forward c 
олигонуклеотидом reverse были получены двуцепочечные последовательно-
сти RcU6(n)-2xBso31I-gRNAgene. Такой подход был выбран как более эко-
номичный по сравнению с полным синтезом прямых и обратных конструк-
ций RcU6(n)-2xBso31I-gRNAgene. К тому же он позволял осуществлять эко-
номичный синтез конструкций с любым другим промотором при замене 
только прямого олигонуклеотида. 

Введение в последовательность вставки сайтов рестрикции HindIII 
и SbfI осуществляли с помощью ПЦР. Амплификацию проводили с прайме-
рами, подобранными на бордеры конструкций RcU6(n)-2xBso31I-gRNAgene 
и имеющими соответствующие сайты рестрикции в 5′-области (см. табл. 5). 
Продукты ПЦР очищали, клонировали в АТ-векторе pAL2-T и секвени-
ровали для проверки на отсутствие ошибок синтеза. После обработки 
плазмиды pRGE31 и плазмид pAL2-T c конструкциями RcU6(n)-2xBso31I-
gRNAgene эднонуклеазами рестрикции HindIII и SbfI продукты разделяли с 
помощью электрофореза и вырезали целевые фрагменты. Очищенные фраг-
менты лигировали и использовали для трансформации компетентных кле-
ток Escherichia coli. Отбор клонов проводили методом ПЦР с праймерами, 
подобранными на бордеры конструкций RcU6(n)-2xBso31I-gRNAgene. 
Выделенные из отобранных клонов плазмиды тестировали с помощью эн-
донуклеаз рестрикции HindIII (линеризует целевую плазмиду) и Bso31I (не 
расщепляет целевую плазмиду), после чего секвенировали с использова-
нием праймеров на вставку (SbfI-reverse) и на ключевые регионы — ген 
Cas9 (35Spr-F), ген устойчивости к ампициллину (Amp-R), ori (pBR322ori-
F) (см. табл. 5). 

В дальнейших экспериментах созданные векторные конструкции бу-
дут сравниваться по эффективности между собой и с векторами, содержа-
щими промотор гена U6 арабидопсиса. Проведение таких экспериментов 
целесообразно, поскольку на картофеле, например, было показано увели-
чение выхода мутантных форм при замене промотора для гена направляю-
щей РНК с AtU6 (U6 промотор Arabidopsis thaliana, GenBank accession no. 
X52527.1) на StU6 (U6 промотор Solanum tuberosum, GenBank accession no. 
Z17290.1) в 2 раза (9).  

К таким же выводам пришли L. Long с соавт. (11) в работе по оп-
тимизации технологии CRISPR/Cas9 геномного редактирования хлопка. 
Экспрессия гидовой РНК при включении в векторную конструкцию 
CRISPR/Cas9 эндогенного промотора хлопка GhU6.3 (U6 промотор 
Gossypium hirsutum) вместо промотора AtU6-29 (U6 промотор Arabidopsis tha-
liana) увеличивалась в 6-7 раз. В результате эффективность внесения мута-
ций системой CRISPR/Cas9 повышалась в 4-6 раз (11). В свою очередь, 
X. Sun с соавт. (10) получили схожие результаты при сравнении эндогенных 
и экзогенных промоторов в кассетах CRISPR/Cas9 для редактирования ге-
нома сои. Установлено, что степень экспрессии гидовой РНК под эндоген-
ным промотором GmU6 (U6 промотор Glycine max) была в 2 раза выше, чем 
под экзогенным промотором AtU6-26 (U6 промотор Arabidopsis thaliana). 
Эффективность редактирования генов в первом случае варьировала в пре-
делах 14,7-20,2 %, во втором — 3,2-9,7 % (10). Приведенные результаты, 
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полученные при редактировании у неродственных видов растений из раз-
ных семейств, наглядно демонстрируют преимущества использования эн-
догенных промоторов в векторах CRISPR/Cas9. Однако важны сравнения 
не только эндогенных промоторов с экзогенными, но и эндогенных промо-
торов друг с другом. В нашей работе были найдены различные промоторы 
U6 клещевины, которые имеют необходимые для нормального функциони-
рования регуляторные элементы USE и ТАТА, и целесообразно будет про-
вести их сравнение между собой в экспериментах по редактированию у кле-
щевины, так как ранее отмечалось, что не все эндогенные промоторы оди-
наково эффективны в управлении экспрессией генов (27-30). 

Таким образом, в геноме клещевины имеется шесть промоторов ге-
нов U6 с регуляторными элементами USE и ТАТА. Секвенирование найден-
ных промоторов у сортов Занзибар Грин и Гибзонская показало их высокую 
консервативность. Между собой эти промоторы имеют средний уровень го-
мологии, как и с промоторами других видов. В найденных промоторах были 
обнаружены USE-элементы, которые как соответствуют (у трех промото-
ров), так и не соответствуют (у трех других промоторов) консенсусной по-
следовательности USE-элемента арабидопсиса. Сконструированные на ос-
нове найденных промоторов U6 клещевины CRISPR/Cas9 станут ценными 
инструментами для дальнейших экспериментов по геномному редактирова-
нию генома этого вида и определению эффективности различных промото-
ров для синтеза направляющей РНК. 
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A b s t r a c t  
 

Castor bean is an important crop in many countries. It is mainly used to obtain the castor 
oil, which is widely applied in various industries. The rich protein cakes and meals are remains after 
the oil is pressed. They are promising for use as protein additives in the fodder production. However, 
it is limited due to the presence of toxins. These are ricin protein and ricinine alkaloid. One of such 
methods can be genomic editing using the CRISPR/Cas9 system. The technology consists in cutting 
the target region of the intact DNA by the Cas9 enzyme with the assistance of a short guide RNA 
fragment. The delivery of the Cas9 and guide RNA genes into the cell of the edited plant is often 
carried out by plasmid vectors. For efficient synthesis of the guide RNA in such vectors, the promoters 
of small nuclear RNA genes are usually used. In dicotyledonous plants editing, the promoter of the 
Arabidopsis U6 gene is most often used. In this work, the amplification, sequencing and analysis of the 
castor bean U6 promoters were carried out at the first time. The obtained sequences were analyzed 
and used in the construction of CRISPR/Cas9 vectors for the ricin gene editing. Our aim was to study 
castor bean U6 promoters with help by bioinformatics and molecular genetic approaches. Zanzibar 
Green and Gibzonskaya varieties of castor bean plants were used in this work. DNA was isolated from 
young leaves. The preparation of sequences, alignments and homology level calculation were carried 
out by GenDoc program (http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/index.html). Primers for amplification of 
castor bean U6 promoters were designed by Primer3 program (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). 
PCR was performed using a C-100 PCR machine (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). PCR products 
were separated in 1.5 % agarose gel at 6 B/cm in the Sub-Cell GT electrophoresis camera (Bio-Rad 
Laboratories, Inc., USA). The amplicons were purified with the GeneJET PCR Purification Kit 
(Thermo Fisher Scientific, Inc., USA). The purified amplicons were cloned into the pAL2-T vector 
(Evrogen, Russia) according to protocol of manufacturer. In the CRISPR/Cas9 vector construction, 
the pRGE31, HindIII and SbfI restriction enzymes (Sibenzyme, Russia) and nucleotides were used. 
Purification of the digested products was carried out with the GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo 
Fisher Scientific, Inc., USA). Bioinformatic search were conducted in the GenBank base, and 12 
scaffolds with the castor bean U6 gene were found. Six promoters with intact USE and TATA-box 
elements of regulation were used in the primer design for amplification with cv. Zanzibar Green 
and cv. Gibzonskaya DNA matrices. One fragment PCR products were cloned and sequenced. The 
analysis of the obtained amplicon sequences reveled that promoter regions of two studied varieties 
were similar. The level of promoter identity from different amplicons ranged within 51-77 %. In 
comparison of these promoters with ones from other plants, the level of homology was 42-64 %. 
The promoter sequences with intact USE and TATA-box motifs were used in construction of the 
CRISPR/Cas9 vectors which can be used for efficient editing of the castor bean genes involved in 
the ricin and ricinine synthesis. 

 

Keywords: castor beans, promoter, U6 gene, sequencing, genome editing, CRISPR/Cas9, 
vector construction. 
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