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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ВВЕДЕНИЕ
Некоторое время назад в нашей лаборатории было 
показано, что геномная РНК одного из представите-
лей потексвирусов – Х-вируса картофеля (ХВК) – 
недоступна in vitro для рибосом в составе вирусных 
частиц, но может быть трансляционно активирована 
либо после фосфорилирования белка оболочки (БО) 
в составе вириона, либо при образовании комплекса 
вириона с транспортным белком 1 (ТБ1). Мы пред-
полагаем, что эти два способа трансляционной акти-
вации функционируют на разных этапах инфекции. 
В первично зараженной клетке РНК становится до-
ступной для рибосом в результате фосфорилирования 
БО в составе вириона. При распространении инфек-
ции ТБ1, образующийся в первично зараженной клет-
ке, входит в состав транспортной формы, связывается 
с торцом вируса и/или вирусного рибонуклеопротеида 
и активирует инкапсидированную РНК [1–3]. 

Изучая это явление, нам удалось выяснить, 
что ТБ1 взаимодействует с молекулами БО, располо-
женными на конце полярной белковой спирали ХВК, 
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соответствующем 5’-концу геномной РНК, но с са-
мой РНК не взаимодействует. Фосфорилирование БО 
и взаимодействие с ТБ1 затрагивают различные об-
ласти молекулы БО ХВК: если при фосфорилирова-
нии ключевую роль играют 19 N-концевых аминокис-
лотных остатков БО, то в процессе связывания ТБ1 
с вирионом определенную роль играет С-концевой 
участок БО ХВК протяженностью 10/18 аминокис-
лотных остатков, доступный для взаимодействия 
с ТБ1 в торце вирусной частицы [4, 5].

Связывание ТБ1 с нативными вирионами ХВК 
приводит к линейной дестабилизации всей спираль-
ной белковой оболочки вирусной частицы, вслед-
ствие чего вирион переходит из стабильного не-
транслируемого состояния в метастабильную форму, 
благодаря чему 5’-конец вирусной РНК становится 
доступен для рибосом. Таким образом, очевидно, 
что ТБ1, являясь компонентом транспортной формы 
ХВК, может служить регулятором трансляции РНК 
в составе вириона или вирусного транспортного рибо-
нуклеопротеида [1, 6, 7].

РЕФЕРАТ Ранее мы показали, что геномная РНК двух представителей потексвирусов – Х-вируса картофеля 
и вируса мозаики альтернантеры – недоступна in vitro для рибосом в составе вирусных частиц, но может 
быть трансляционно активирована при взаимодействии вириона с транспортным белком 1 (ТБ1). С це-
лью изучения механизмов трансляционной активации вирусной РНК потексвирусов нами исследованы 
трансляционные свойства двух других представителей этого рода – вируса мозаики нарцисса и вируса ау-
кубы-мозаики картофеля. Показано, что в составе вирионов РНК потексвирусов обладает общими транс-
ляционными свойствами in vitro, и ТБ1 способны трансляционно активировать РНК не только своего, 
гомологичного, вириона, но и РНК в составе вирионов других представителей группы (кросс-активация), 
проявляя при этом избирательную специфичность. Взаимная трансляционная кросс-активация происходит 
у вирусов, принадлежащих к одной или к близким филогенетическим подгруппам. Получены прямые дока-
зательства того, что связывание ТБ1 с торцом вириона является обязательным, но недостаточным условием 
для трансляционной активации инкапсидированной РНК.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА вирусы растений, геномная РНК, кросс-активация, потексвирусы, трансляционная ак-
тивация, транспортный белок 1.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БО – белок оболочки; ВАМК – вирус аукубы-мозаики картофеля; ВМАльт – вирус 
мозаики альтернантеры; ВМН – вирус мозаики нарцисса; ТБ1 – транспортный белок 1; ХВК – Х-вирус кар-
тофеля.
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С использованием панели делеционных мутан-
тов показано, что участок ТБ1, обеспечивающий его 
связывание с вирусной частицей, находится между 
112 и 122 аминокислотными остатками. При этом 
связывание ТБ1 с БО в составе вириона является не-
обходимым, но недостаточным условием активации 
трансляции инкапсидированной РНК. При удалении 
любого участка ТБ1, не препятствующего его свя-
зыванию с вирусной частицей, или при его фосфо-
рилировании, по-видимому, происходит изменение 
конформации белка, что приводит к блокировке ТБ1-
зависимой активации трансляции [5].

Геномная РНК другого потексвируса – вируса 
мозаики альтернантеры (ВМАльт, штамм ВМАльт-
MU) – не транслируется in vitro в составе вирусных 
частиц, но может трансляционно активироваться 
так же, как и РНК ХВК – путем фосфорилирования 
БО в составе вирусной частицы и при взаимодей-
ствии вирионов с ТБ1 ВМАльт [8, 9]. При изучении 
трансляционной активации геномов ХВК и ВМАльт 
возник вопрос – может ли ТБ1 ХВК активировать 
РНК в составе вирусных частиц ВМАльт и наобо-
рот. Оказалось, что при взаимодействии вирионов 
ВМАльт с гетерологичным ТБ1 ХВК происходит эф-
фективная активация трансляции инкапсидирован-
ной РНК ВМАльт [8]. Более того, ТБ1 ВМАльт может 
активировать трансляцию РНК в составе вириона 
ХВК [10].

Полученные результаты позволили предполо-
жить, что обнаруженные трансляционные свойства 
инкапсидированной РНК и механизм активации 
трансляции могут быть общими у вирусов, относя-
щихся к роду Potexvirus (потексвирусы).

В данной работе изучены трансляционные свой-
ства еще двух потексвирусов: вируса мозаики нар-
цисса (ВМН) и вируса аукубы-мозаики картофеля 
(ВАМК), и возможность трансляционной актива-
ции транспортными белками 1 инкапсидированной 
РНК четырех представителей этой группы (ХВК, 
ВМАльт, ВМН и ВАМК).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выделение препаратов вирусов и вирусных РНК
Препараты ХВК, ВАМК и ВМН выделяли из зара-
женных растений Datura stramonium L. согласно [1]. 
Препарат ВМАльт выделяли из зараженных расте-
ний портулака (Portulaca grandiflora) по методике, 
описанной в [8]. РНК выделяли фенольным методом 
с некоторыми модификациями [11].

Получение мутантных ТБ1
Рекомбинантные белки ТБ1 ХВК и ВМАльт получе-
ны как описано ранее [1, 10]. 

Генно-инженерные конструкции для экспрессии 
белков ТБ1 ВМН и ТБ1 ВАМК были созданы на ос-
нове плазмиды pQE30 (QIAGEN). Кодирующие об-
ласти генов ТБ1 ВМН и ТБ1 ВАМК с добавлением 
His

6
 получены амплификацией на матрицах геном-

ных РНК ВМН и ВАМК (праймеры прямой NMV 
BamHI(+)5’-acacggatccatggactgtaagta-3’ и обратный 
NMV PstI(-)5’-acacctgcagcgtagttaacaggtg-3’) и на ма-
трице геномной РНК ВАМК (праймеры прямой Auc-
BamHI(+)5’-acatggatccggaatggaatat-3’ и обратный 
Auc-PstI(-)5’-acacctgcagatcagtctaaat-3’). Этими плаз-
мидами трансформировали клетки Escherichia сoli 
M15[pREP4]. После индукции экспрессии рекомби-
нантные белки очищали с помощью аффинной хро-
матографии на Ni-NTA-агарозе. Анализ полученных 
белковых препаратов при помощи электрофореза 
в 8–20% денатурирующем полиакриламидном геле 
(ПААГ с ДСН) выявил единственную полосу, под-
вижность которой соответствовала рассчитанной мо-
лекулярной массе рекомбинантных ТБ1 ВМН (26.7 
кДа) и ТБ1 ВАМК (27.2 кДа). 

Трансляция in vitro
Трансляцию РНК в бесклеточной системе из экс-
тракта зародышей пшеницы проводили согласно 
протоколу Promega с некоторыми модификация-
ми как описано ранее [12]. Количество РНК в про-
бе составляло 40 мкг/мкл. Рекомбинантный ТБ1 
для трансляционной активации РНК в составе вири-
она добавляли в молярном соотношении ХВК : ТБ1 = 
1 : 100, т.е. на 1 мкг РНК (20 мкг вируса) 1.4 мкг ТБ1.

Иммуноэлектронная микроскопия
Анализ методом иммуноэлектронной микроскопии 
проводили как описано ранее [13]. В качестве пер-
вичных антител использовали поликлональные анти-
сыворотки к ТБ1 ХВК, ТБ1 ВМАльт и ТБ1 ВАМК, 
полученные согласно [10]. В качестве вторичных ис-
пользовали антивидовые антитела, конъюгирован-
ные с частицами коллоидного золота диаметром 12 
нм. Полученные образцы контрастировали 2% во-
дным раствором уранилацетата. Наблюдения про-
водили на просвечивающем электронном микро-
скопе JEOL JEM-1011 (JEOL, Япония) при 80 кВ. 
Изображения получали с помощью цифровой каме-
ры Gatan Erlangshen ES500W с использованием про-
граммного обеспечения Gatan Digital Micrograph.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Для изучения трансляционных свойств инкапсиди-
рованной РНК потексвирусов были накоплены, вы-
делены и очищены препараты ВМН и ВАМК, так-
же получены рекомбинантные ТБ1 этих вирусов. 
Обнаружено, что трансляционные свойства инкап-
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сидированных РНК этих представителей потексви-
русов не отличаются от свойств ВМАльт и ХВК: ге-
номные РНК ВАМК и ВМН не транслируются in vitro 
в составе вирионов (рис. 1, дорожки 2), но могут быть 
трансляционно активированы после взаимодействия 
вирусных частиц с собственным ТБ1 вирусов (рис. 1, 
дорожки 3), как это было показано ранее для РНК 
ВМАльт и ХВК (рис. 1, положительные контроли). 

Ранее мы показали возможность активации транс-
ляции инкапсидированных РНК ХВК и ВМАльт 
при добавлении ТБ1 ВМАльт к ХВК и ТБ1 ХВК 
к ВМАльт – кросс-активацию трансляции [8, 10]. 
В данной работе мы попытались выяснить, возмож-
на ли кросс-активация у других потексвирусов. В се-
рии экспериментов показано, что трансляционная 
активация ВАМК происходит и при взаимодействии 
вирусной частицы с ТБ1 другого потексвируса – 
ВМН (рис. 2, 5). В то же время при взаимодействии 
вириона ВАМК с ТБ1 ХВК (рис. 2, 4) инкапсидиро-
ванная РНК ВАМК трансляционно не активируется, 
в отличие от РНК ВМАльт [8]. Аналогичный резуль-
тат получен и в «обратном» случае – при добавлении 
ТБ1 ВАМК к вирионам ХВК РНК ХВК оставалась 
недоступной для рибосом (рис. 2, 6). 

Анализ кросс-активации трансляции РНК в со-
ставе вирионов ВМН и ХВК показал, что ТБ1 ВМН 
не активирует трансляцию ХВК (рис. 3, 4), тогда 
как ТБ1 ХВК активирует трансляцию инкапсиди-
рованной РНК ВМН (рис. 3, 3). Оказалось, что в паре 
ВМН–ХВК отсутствует взаимная кросс-активация, 
как и в паре ВМН–ВМАльт – РНК в составе вирио-

нов ВМН не может быть активирована ТБ1 ВМАльт 
(рис. 3, 7), но при этом ТБ1 ВМН может активировать 
трансляцию РНК ВМАльт (рис. 4, 4), так же как это 
происходит в паре ВМАльт–ТБ1 ХВК (рис. 4, 3) [8]. 
Таким образом, при изучении трансляционной ак-
тивации потексвирусов нами впервые обнаружено 
такое явление, как неполная кросс-активация инкап-
сидированных вирионных РНК. 

Нами проверена возможность трансляционной ак-
тивации ТБ1 ВАМК инкапсидированной РНК ВМН 

Рис. 1. Трансляционная активация инкапсидированных 
РНК ВАМК и ВМН in	vitro. РНК вирусов ВАМК, ВМН, 
ВМАльт и ХВК (1); РНК в составе вирусных частиц 
(2); РНК в составе вирусных частиц, к которым до-
бавлены ТБ1 вирусов (3). Стрелками показаны поло-
жения репликаз ВАМК (187К), ВМН (186К), ВМАльт 
(174К) и ХВК (165К). Электрофоретический анализ 
35S-меченых продуктов трансляции

1	 2	 3	 4	 5	 6	 7

187K
165K

Рис. 2. Трансляционная 
активация геномной РНК 
ВАМК в составе вирус-
ных частиц in	vitro. РНК 
ВАМК (1); РНК ВАМК 
в составе вирусных 
частиц (2); к вирионам 
ВАМК добавлен ТБ1 
ВАМК (3); ТБ1 ХВК (4); 
ТБ1 ВМН (5); вирусные 
частицы ХВК после до-
бавления ТБ1 ВАМК (6) 
и ТБ1 ХВК (7). Стрелками 
показаны положения 
репликазы ВАМК (187К) 
и ХВК (165К). Электро-
форетический анализ 
35S-меченых продуктов 
трансляции

Рис. 3. Трансляционная активация геномной РНК ВМН 
в составе вирусных частиц in	vitro. РНК ВМН в соста-
ве вирусных частиц (1) и после добавления ТБ1 ХВК 
(3), ТБ1 ВМН (5) или ТБ1 ВМАльт (7). Свободная РНК 
ВМН – положительный контроль (6). Трансляция инкап-
сидированной РНК ХВК после добавления к вирусным 
частицам ХВК ТБ1 ВМН (4) или ТБ1 ХВК – положитель-
ный контроль (2). Стрелками показаны положения 
репликаз ВМН (186К) и ХВК (165К). Электрофоретиче-
ский анализ 35S-меченых продуктов трансляции

1	 2	 3	 4	 5 6	 7
186K165K

1	 2	 3 1	 2	 3 1	 2	 3

187K 186K
174K 165K

ВАМК ВМН ВМАльт ХВК

1	 2	 3
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и ВМАльт, а также ТБ1 ВМАльт инкапсидированной 
РНК ВАМК. Оказалось, что ТБ1 ВАМК активирует 
трансляцию вирусной РНК ВМН, но его добавление 
к вирионам ВМАльт не приводит к трансляционной 
активации РНК этого вируса. Аналогичным обра-
зом РНК ВАМК в составе вириона не активируется 
трансляционно при добавлении ТБ1 ВМАльт (данные 
не приведены). 

Результаты проведенных экспериментов обобще-
ны в таблице.

На основании данных по кросс-активации мож-
но утверждать, что ТБ1 ВМН может активировать 
трансляцию инкапсидированных геномных РНК 
ВАМК и ВМАльт, но не ХВК. ТБ1 ВАМК трансля-
ционно активирует РНК ВМН в составе вириона, 
но не РНК ВМАльт и ХВК. В дополнение к ранее 
полученным данным о кросс-активации инкапсиди-
рованных РНК ВМАльт и ХВК удалось выяснить, 
что ТБ1 ХВК трансляционно активирует РНК ВМН 
в составе вириона, так же как и инкапсидированную 
РНК ВМАльт, но при взаимодействии ТБ1 ХВК с ви-
русными частицами ВАМК не происходит трансля-
ционной активации РНК этого вируса. Оказалось, 
что ТБ1 ВМАльт не способен активировать трансля-
цию исследуемых в настоящей работе потексвирусов 
ВАМК и ВМН (таблица). Взаимная кросс-активация 
трансляции вирусной РНК существует в парах 
«ХВК–ВМАльт», «ВМН–ВАМК».

Таким образом, транспортные белки потексви-
русов способны трансляционно активировать РНК 
в составе вирионов других представителей группы, 
но проявляют избирательную специфичность. 

Чтобы интерпретировать полученные результаты, 
мы сравнили аминокислотную последовательность 
ТБ1 (рис. 5). Известно, что белки ТБ1 представите-
лей рода Potexvirus принадлежат к суперсемейству 
I хеликаз, содержащих семь высококонсервативных 
NTP-азных/РНК-хеликазных мотивов, образующих 

NTP-азно/РНК-хеликазный домен [14, 15]. Ранее 
в нашей лаборатории была получена серия мутантов 
ТБ1 ХВК с делециями, затрагивающими различные 
функциональные районы молекулы. Выяснилось, 
что размер и позиция делеции в мутантных белках 
не оказывают существенного влияния на способность 
ТБ1 связываться с вирионом ХВК только в том слу-
чае, если делеция не затрагивала мотив IV NTP-азно/
хеликазного домена (аминокислотные остатки 112–
122). В связи с этим основное внимание при сравнении 
последовательностей мы обращали на мотив IV [5].

Поскольку мотивы IV ТБ1 ХВК, ВМАльт, ВАМК 
и ВМН, как видно из рис. 5, ощутимо отличаются 
друг от друга по аминокислотной последовательно-
сти, трудно предсказать, связываются ли эти транс-
портные белки с торцом гетерологичных вирионов 
в случае отсутствия кросс-активации трансляции. 
Для ответа на этот вопрос были проведены дополни-
тельные опыты.

Методом иммуноэлектронной микроскопии с ис-
пользованием первичных антител к ТБ1 ХВК, 
ВМАльт и ВАМК и вторичных антител, конъюгиро-
ванных с коллоидным золотом, показано, что с тор-
цом вирионов ХВК могут связываться как активи-
рующие трансляцию инкапсидированной РНК ХВК 
белки ТБ1 ХВК (рис. 6А, положительный контроль), 
ТБ1 ВМАльт (рис. 6Б), так и не активирующие – 
ТБ1 ВАМК (рис. 6В). В контрольном эксперименте 
(рис. 6Г, отрицательный контроль) в отсутствие ТБ1 
не наблюдали связывания частиц золота с торцом ви-
риона. Аналогичные результаты получены при ана-
лизе связывания транспортных белков, активирую-
щих и не активирующих трансляцию РНК в составе 
вирионов ВМАльт (рис. 6Д–З). ТБ1 ВАМК успешно 
связывался с вирионом (рис. 6Ж), как ТБ1 ВМАльт 
(рис. 6Д) и ТБ1 ВМН (рис. 6Е), хотя трансляционно 
активировать РНК в составе вирионов ВМАльт спо-
собен только гомологичный ТБ1.

Рис. 4. Трансляционная акти-
вация геномной РНК ВМАльт 
в составе вирусных частиц in	
vitro. РНК ВМАльт в составе 
вириона (1); РНК ВМАльт – 
положительный контроль 
(2); к ВМАльт добавлен ТБ1 
ХВК (3) и ТБ1 ВМН (4). Стрел-
кой показано положение 
репликазы ВМАльт (174К). 
Электрофоретический анализ 
35S-меченых продуктов транс-
ляции

1	 2	 3	 4

174K

Трансляционная активация РНК в составе вирионов по-
тексвирусов транспортными белками 1

Вирус
Белок

ТБ1  
ХВК

ТБ1  
ВМН

ТБ1 
ВАМК

ТБ1 
ВМАльт

ХВК + - - +
ВМН + + + -

ВАМК - + + -
ВМАльт + + - +

Примечание. Цветом выделены филогенетические под-
группы ТБ1 (согласно Wong et al. [16]): Ia (розовый); Ib 
(зеленый); Ic (желтый). «+» – трансляционная актива-
ция, «–» – отсутствие трансляционной активации.
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ТБ1 ВМАльт
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ТБ1 ВАМК
ТБ1 ВМН
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ТБ1 ВАМК
ТБ1 ВМН

ТБ1 ВМАльт
ТБ1 ХВК
ТБ1 ВАМК
ТБ1 ВМН

ТБ1 ВМАльт
ТБ1 ХВК
ТБ1 ВАМК
ТБ1 ВМН

ТБ1 ВМАльт
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ТБ1 ВМН

Мотив I

Мотив IA

Мотив IA

Мотив II Мотив III Мотив IV

Мотив IV
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Рис. 5. Сравнение аминокислотных последовательностей ТБ1 ВМАльт, ХВК, ВАМК, ВМН. Серым цветом выделе-
ны консервативные мотивы ТБ1 (мотивы I, IA, II, III, IV, V, VI) (по Morozov et al. [15])

Рис. 6. Иммуноэлектронная микроскопия комплексов вирионов ХВК с ТБ1: ХВК (А), ВМАльт (Б) и ВАМК (В) и ви-
рионов ВМАльт с ТБ1: ВМАльт (Д), ВМН (Е) и ВАМК (Ж). Первичные антитела к ТБ1 ХВК (А – положительный кон-
троль), ВМАльт (Б, Д), ВАМК (В, Ж) и ВМН (Е) и вторичные антитела, конъюгированные с коллоидным золотом 
(12 нм). Отрицательный контроль: вирионы ХВК (Г) или ВМАльт (З), инкубированные с первичными и вторичными 
антителами, конъюгированные с коллоидным золотом, в отсутствие ТБ1. Стрелками показано положение ТБ1 
на торце вирионов. Масштабная линейка 200 нм
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Таким образом, впервые показана возможность 
взаимодействия торца вириона потексвируса с гете-
рологичным ТБ1. При этом связывание ТБ1 с торцом 
вириона является обязательным, но недостаточным 
условием для трансляционной активации инкапси-
дированной РНК. 

При филогенетическом анализе белков ТБ1 потек-
свирусов [16] представители рода Potexvirus были 
разделены на три подгруппы – Ia, Ib, Ic. К подгруппе 
Ia был отнесен ТБ1 ВМАльт, к подгруппе Ib – ТБ1 
ВМН и ВАМК, а к Ic – ТБ1 ХВК.

В нашей работе показана взаимная кросс-
активация трансляции пар вирусов ВАМК–ВМН 
и ВМАльт–ХВК, тогда как в других вариантах на-
блюдали неполную кросс-активацию (ВМН–ХВК 
и ВМН–ВМАльт) или полное ее отсутствие (ВАМК–
ХВК) (таблица). Принадлежность вирусов ВАМК 
и ВМН к одной подгруппе (Ib) хорошо согласуется 
с данными по кросс-активации трансляции. При этом 
возможность трансляционной активации ТБ1 РНК 
в составе гетерологичных вирионов в случае ХВК 
и ВМАльт можно объяснить значительно большим 
филогенетическим родством между подгруппами Ia 
и Ic, чем между Ia и Ib [16]. На данном этапе иссле-
дования мы предполагаем, что ключевым моментом 
в специфичности процесса трансляционной актива-
ции РНК потексвирусов играет конформация транс-
портного белка и возможность его белок-белкового 
взаимодействия с С-концом белка оболочки вириона, 
приводящего к дестабилизации белковой спирали. 
Это подтверждают и данные о том, что фосфорили-
рование ТБ1 ХВК препятствует возможности транс-
ляционной активации РНК ХВК в составе вируса [5]. 
Вряд ли конформация ТБ1 может критически влиять 
на связывание с торцом вириона, так как ранее мы по-

казали, что делеционные мутанты ТБ1 ХВК могут 
успешно взаимодействовать с вирусом [5]. Более того, 
установлено, что полноразмерные транспортные бел-
ки потексвирусов могут связываться с гетерологичны-
ми вирионами, но трансляционно их не активируют. 
Можно предположить, что филогенетически близкие 
гетерологичные транспортные белки, имеющие сход-
ную пространственную структуру с гомологичным 
ТБ1, способны при связывании с вирионами дестаби-
лизировать спиральную белковую оболочку вирусной 
частицы, вследствие чего 5’-конец вирусной РНК ста-
новится доступным для рибосом [7].

ВЫВОДЫ 
На основании полученных результатов можно ут-
верждать, что инкапсидированная РНК потексви-
русов обладает общими трансляционными свойства-
ми in vitro. Получены прямые доказательства того, 
что связывание ТБ1 с торцом вириона является обя-
зательным, но недостаточным условием активации 
трансляции вирусной РНК. Транспортные белки 1 
потексвирусов способны трансляционно активиро-
вать РНК в составе вирионов других представителей 
группы, но проявляют избирательную специфич-
ность. Взаимная трансляционная кросс-активация 
происходит у вирусов, принадлежащих к одной 
филогенетической подгруппе (ВМН–ВАМК – Ib) 
или к близким подгуппам (ХВК–ВМАльт – Iс и Iа). 
Возможно, ТБ1 вирусов, активирующих трансляцию 
инкапсидированной РНК гетерологичных вирионов, 
обладают близкой пространственной конформацией, 
но это требует дополнительных экспериментальных 
доказательств.  

Работа поддержана грантом РНФ № 14-24-00007.
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