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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

РЕФЕРАТ Особенности формирования вирионов у вирусов растений со спиральной структурой изучены не-
достаточно. Определенный вклад в понимание молекулярных механизмов сборки вирусных частиц и раз-
вития инфекции может внести изучение распределения заряда на поверхности вирионов. До настоящего 
времени у большинства вирусов определен только общий заряд вириона (изоэлектрическая точка). С целью 
изучения распределения заряда на поверхности спиральных вирусов растений нами впервые были исполь-
зованы положительно заряженные магнитные наночастицы. Показано, что заряд у исследуемых вирусов 
распределен неравномерно, а зона с повышенной плотностью отрицательного заряда находится на одном 
торце вириона вирусов, принадлежащих к различным таксономическим группам. В формировании этой 
зоны ключевую роль играет вирусная РНК.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА вирусы растений, магнитные наночастицы, картирование поверхностного заряда.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВТМ – вирус табачной мозаики; ХВК – Х-вирус картофеля; ВМАльт – вирус мо-
заики альтернантеры; БО – белок оболочки; ВПЧ – вирусоподобные частицы; вРНП – вирусные рибону-
клеопротеиды; МЧ – магнитные наночастицы; МН – микрококковая нуклеаза; ПЭМ – просвечивающая 
электронная микроскопия.
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение физико-химических характеристик вири-
онов вирусов растений, в том числе распределения 
заряда на их поверхности, может внести определен-
ный вклад в понимание молекулярных механизмов 
развития инфекции в первично инфицированной 
клетке или при перемещении транспортной формы 
РНК-содержащих вирусов (вирионов/вРНП) в сосед-
ние незараженные клетки. В настоящее время суще-
ствует ряд работ, описывающих особенности форми-
рования поверхностного заряда у икосаэдрических 
вирусов [1–3], а также определены изоэлектрические 
точки вирионов с различным типом симметрии [4, 5]. 
Согласно опубликованным данным, изоэлектриче-
ские точки большинства вирусов растений лежат 
в диапазоне от 3.6 до 6.3. При нейтральных значениях 
рН эти вирусы обладают суммарным отрицательным 
поверхностным зарядом [4, 5]. Однако распределение 
заряда на поверхности вирусных частиц, имеющих 
спиральную структуру капсида, практически не из-
учено. По нашим предварительным данным поверх-

ность некоторых вирионов может быть заряжена 
неравномерно. Трансляционная активация геномной 
нуклеиновой кислоты РНК-содержащих вирусов 
растений в ходе инфекции также может быть связа-
на с распределением заряда на поверхности вирус-
ной частицы. 

В данной работе предложен способ картирова-
ния заряда на поверхности вирионов со спиральной 
структурой с помощью магнитных наночастиц (МЧ) 
fluidMAG-DEAE. Изучено распределение заряда 
на поверхности спиральных вирусов растений, от-
носящихся к различным таксономическим группам 
(роды Tobamovirus – вирус табачной мозаики (ВТМ) 
и Potexvirus – Х-вирус картофеля (ХВК) и вирус 
мозаики альтернантеры (ВМАльт)), а также на ви-
русоподобных частицах (ВПЧ) и вирусных рибону-
клеопротеидах (вРНП), полученных из компонентов 
вирионов. 

Предположение о связи распределения заряда 
на поверхности вирусов растений и его возможной 
неоднородности на протяжении всего вириона с до-
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ступностью инкапсидированной РНК для взаимодей-
ствия с рибосомами и упаковкой РНК в белке оболоч-
ки (БО) до сих пор не обсуждалось.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выделение препаратов вирусов, вирусных РНК 
и белков оболочки
Препараты ХВК и ВТМ выделяли согласно [6] и [7] 
соответственно; препарат ВМАльт – согласно [8]. 
РНК выделяли фенольным методом с некоторыми 
модификациями [9]. Белки оболочки ХВК и ВМАльт 
получали методом солевой депротеинизации [10]. 
Белок оболочки ВТМ получали ацетатным методом 
[11].

Получение реполимеров БО (ВПЧ) ВТМ и ВМАльт, 
вРНП ХВК
Для получения реполимеров БО ВТМ и ВМАльт ис-
пользовали методики, описанные в [11, 12] соответ-
ственно, вРНП ХВК получали согласно [13].

Обработка вирионов и вирусоподобных частиц 
РНКазой А и микрококковой нуклеазой
Для обработки вирионов и ВПЧ с конечной концен-
трацией 0.05 мг/мл использовали РНКазу А из рас-
чета 1 мкг на 4 мкг вируса. Инкубацию проводили 
в течение 30 мин, реакцию останавливали, помещая 
пробы в лед. При обработке микрококковой нуклеа-
зой (МН) (50 ед. акт. фермента на 1 мкг РНК) в пробу 
предварительно добавляли 100 мМ CaCl

2
. Pеакцию 

останавливали, добавляя 250 мМ EGТА. При выде-
лении РНК из обработанных нуклеазами вирионов 
в качестве соосадителя использовали тРНК.

Ультразвуковая обработка вирионов ВТМ 
Вирусные частицы ВТМ обрабатывали ультра-
звуком с помощью ультразвукового гомогенизато-
ра Ultrasonic Processor. Обработку осуществляли 
при концентрации ВТМ 0.05 мг/мл в течение 60 с 
во льду.

Получение комплексов вирионов/вирусоподобных 
частиц (ВПЧ) с магнитными наночастицами
Вирионы/ВПЧ инкубировали с магнитными части-
цами fluidMAG-DEAE (Chemicell, Германия) в во-
дном растворе с конечной концентрацией вирионов 
или ВПЧ 0.05 мг/мл в течение 20 мин.

Просвечивающая электронная микроскопия 
и метод анализа траекторий наночастиц 
Образцы сорбировали на медных сеточках и кон-
трастировали по методике, описанной в [14]. Анализ 
проводили с помощью электронных микроскопов 

JEOL JEM-1011 и JEOL JEM-1400 (JEOL, Япония) 
при 80 кВ. 

Исследование препаратов в жидкости проводи-
ли с помощью метода анализа траекторий наноча-
стиц с использованием прибора NanoSight NS500 
и программного обеспечения NanoSight NTA 2.3 
(NanoSight, Великобритания). При регистрации ви-
деозаписей броуновского движения частиц и их об-
работке использовали следующие настройки: 10 по-
второв по 60 с видеозаписи при чувствительности 
камеры (Camera level) 14 и пороге выделения частиц 
(Detection Threshold) 5. Значения среднего гидроди-
намического диаметра и концентрации частиц пред-
ставлены в виде 95% доверительного интервала.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для картирования зарядов на поверхности вириона 
был использован гидрозоль магнитных наночастиц 
(МЧ) fluidMAG-DEAE (Chemicell, Германия) с за-
явленным гидродинамическим диаметром 50 нм. 
Данные МЧ состоят из магнитного ядра на основе 
оксидов железа и оболочки из крахмала, функцио-
нализированного диэтиламиноэтиловыми группами. 
Благодаря положительному заряду этих групп МЧ 
могут использоваться для картирования отрицатель-
ного заряда на поверхности биологических структур. 
Наличие магнетитового ядра позволяет детектиро-
вать положение МЧ в комплексе с вирусными части-
цами методом просвечивающей электронной микро-
скопии (ПЭМ).

Измеренный методом анализа траекторий наноча-
стиц средний гидродинамический диаметр МЧ соста-
вил 72 ± 3 нм. Согласно данным ПЭМ, индивидуаль-
ные МЧ собраны в агрегаты, содержащие от 2 до 20 
наночастиц.

Сборку комплексов вирионов ВТМ с МЧ проводи-
ли в условиях, когда суммарный заряд вирусных ча-
стиц имел отрицательные значения. Взаимодействие 
МЧ с ВТМ в жидкости изучали с помощью анализа 
траекторий наночастиц. Средний эквивалентный ги-
дродинамический диаметр ВТМ составил 115 ± 3 нм. 
Добавление МЧ к вирусу приводило к увеличению 
среднего диаметра до 134 ± 8 нм при неизменной 
концентрации частиц, составившей (1.6 ± 0.1) × 1014 
и (1.6 ± 0.2) × 1014 частиц/мл соответственно, что сви-
детельствовало об образовании комплекса.

Анализ комплексов ВТМ–МЧ с помощью ПЭМ по-
казал, что магнитные частицы эффективно образуют 
комплексы с ВТМ и связываются только с одним тор-
цом вириона (рис. 1А). Также были детектированы 
так называемые «паукообразные» комплексы, пред-
ставляющие собой группу вирионов, одновременно 
взаимодействующих одним торцом с магнитными 
наночастицами (рис. 1Б). Комплексы, в которых МЧ 
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одновременно взаимодействовали с двумя противо-
положными торцами ВТМ, не обнаружены.

Этот факт (МЧ взаимодействуют только с одним 
концом частиц ВТМ) обратил на себя наше внима-
ние. В дальнейших исследованиях использовали 
препарат ВТМ, в котором нативные частицы длиной 
300 нм были «поломаны» с помощью ультразвука 
(ВТМУЗ). Средняя длина полученных частиц соста-
вила 149 ± 83 нм.

Методом ПЭМ показано, что МЧ связывают-
ся строго с одним торцом части ВТМУЗ (рис. 2А), 
как это наблюдается и в случае нативных вирионов 
(рис. 1А). При этом определенное количество ча-
стиц ВТМУЗ не взаимодействовало с МЧ (рис. 2Б). 
Если бы МЧ взаимодействовали с «обломанными» 
торцами фрагментированных вирионов, то, стати-
стически, в растворе должны были бы встречать-
ся ВТМУЗ, оба торца которых ассоциированы с МЧ. 
Однако зафиксировать такой тип взаимодействия 
не удалось.

Известно, что каждая субъединица БО ВТМ со-
держит сайт связывания РНК, который взаимодей-
ствует с тремя нуклеотидами вирусной РНК. Такое 
взаимодействие БО–РНК происходит, когда остаток 
гуанина находится в третьей позиции сайта связыва-
ния [15, 16]. В пределах 69 первых нуклеотидов РНК 
ВТМ остатки гуанина отсутствуют [17]. Таким обра-
зом, на протяжении первых 50–60 нуклеотидов взаи-
модействие между РНК и БО является слабым, и это 
может повлиять на распределение заряда по поверх-
ности вириона ВТМ. 

Для выяснения роли отдельных компонентов ви-
риона в формировании области с повышенным от-
рицательным зарядом на одном конце вирусной ча-
стицы ВТМ были получены реполимеры БО ВТМ 
(вирусоподобные частицы – ВПЧ), имеющие спи-
ральную структуру, аналогичную структуре вири-
она, но не содержащие РНК [18]. Анализ комплек-
сов, полученных при инкубации реполимеров ВТМ 
с МЧ, показал, что МЧ либо не взаимодействуют 
с ВПЧ ВТМ, либо связываются со всей поверхно-
стью реполимеров (рис. 3А). Образование комплексов 
МЧ с торцами ВПЧ ВТМ при этом не наблюдалось. 
Так как связывание реполимеров с МЧ происходило 
при рН 5.6 (условие образования реполимеров ВТМ), 
в качестве контроля использовали комплексы ВТМ–
МЧ, полученные в тех же условиях. Оказалось, 
что при рН 5.6 МЧ также взаимодействовали только 
с одним торцом вирионов ВТМ (рис. 3Б). 

Таким образом, отрицательный заряд равномер-
но распределен на поверхности ВПЧ, полученных 
при полимеризации БО ВТМ в отсутствие РНК, 
а не локализован на одном из торцов, как у вирио-
на. Вероятно, существенный вклад в формирование 

Рис. 1. МЧ образуют комплексы с одним торцом на-
тивного вириона ВТМ. Масштабные отрезки 500 нм 

А Б

Рис. 2. МЧ образуют комплексы с одним торцом ВТМ, 
обработанных ультразвуком (ВТМУЗ). Масштабные 
отрезки 100 нм 

Рис. 3. МЧ не проявляют специфического сродства к тор-
цам реполимеров БО ВТМ. А – образование комплексов 
нативного ВТМ с МЧ в условиях получения реполимеров 
БО ВТМ; Б – контроль. Масштабные отрезки 200 нм

А Б

А Б

зоны с повышенной плотностью отрицательного за-
ряда на одном торце нативного ВТМ вносит РНК. 

Для того чтобы оценить вклад вирусной РНК 
в формирование поверхностного заряда, вирио-
ны ВТМ обрабатывали нуклеазами двух типов – 
РНКазой А и микрококковой нуклеазой.

Способность РНКаз воздействовать на РНК ВТМ 
в составе вириона была проанализирована в пред-
варительных экспериментах. Вирионы обрабатыва-
ли нуклеазами, затем выделяли РНК и анализиро-
вали с помощью электрофореза в 1% агарозном геле. 
РНКаза А гидролизовала нуклеиновую кислоту 
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до фрагментов с электрофоретической подвижно-
стью, сопоставимой с подвижностью тРНК, исполь-
зованной в качестве соосадителя, и меньше (данные 
не приведены).

Микрококковая нуклеаза, как показано ранее 
[19], не гидролизует РНК в составе вириона. Однако 
нельзя исключить, что на одном из торцов вириона, 
где фиксируется формирование зоны с повышенной 
плотностью отрицательного заряда, присутствует 
менее плотная укладка БО или более слабое взаи-
модействие БО с РНК на протяжении первых 50–60 
нуклеотидов [17, 20], и небольшие фрагменты РНК 
ВТМ в этих пределах могут подвергаться гидролизу. 
Использованный метод анализа не позволил нам за-
фиксировать эти изменения.

Не выявлено преимущественного сродства маг-
нитных наночастиц к торцам вирионов, обрабо-
танных РНКазой А, взаимодействие происходило 
со всей поверхностью вирусных частиц (рис. 4А). 
Заряд на поверхности вирионов ВТМ, содержащих 
деградированную РНК, распределен равномерно, 
как и у ВПЧ ВТМ (рис. 3А). Однако необычная кар-
тина была получена при инкубации МЧ с вириона-
ми, обработанными МН. Магнитные наночастицы 
не только располагались вблизи торцов вирионов, 
но и взаимодействовали со всей поверхностью вири-
онов (рис. 4Б). Можно предположить, что МН все же 
способна частично гидролизовать фрагмент РНК, ко-
торый и формирует зону с повышенной плотностью 

отрицательного заряда. Это согласуется с моделью 
котрансляционного механизма разборки ВТМ [21]. 
Скорее всего, торец вириона ВТМ, взаимодействую-
щий с МЧ, содержит 5´-конец РНК ВТМ.

Дальнейшее изучение распределения поверхност-
ного заряда вирионов было продолжено на вирусах 
с гибким нитевидным вирионом, относящихся к роду 
Potexvirus – Х-вирусе картофеля (ХВК) и вирусе 
мозаики альтернантеры (ВМАльт). Нами не найде-
ны данные о распределении заряда на поверхности 
ВМАльт и ХВК, известна лишь изоэлектрическая 
точка ХВК (pI 4.4). 

БО ВМАльт, как и БО ВТМ, способен in vitro в от-
сутствие РНК формировать стабильные протяжен-
ные частицы, близкие по длине и сходные по мор-
фологии с вирионами ВМАльт – вирусоподобные 
частицы ВМАльт (ВПЧ ВМАльт) [12]. 

Как видно из рис. 5, МЧ, как и в случае с ВТМ, об-
разуют комплексы с ВМАльт, связываясь с одним 
торцом нативного вириона (рис. 5А). 

Анализ комплексов ВПЧ ВМАльт с МЧ методом 
электронной микроскопии показал, что МЧ распре-
деляются по поверхности частиц. При этом срод-
ства МЧ к торцам ВПЧ не наблюдалось (рис. 5Б). 
Следовательно, как и в случае ВТМ, заряд на по-
верхности ВМАльт распределен неравномерно, и об-
ласть с повышенной плотностью отрицательного 
заряда также расположена на одном торце вириона 
и обусловлена присутствием РНК. Аналогичные ре-
зультаты получены и для вирионов ХВК (рис. 5В). 

Ранее мы показали, что инкапсидированная РНК 
ХВК и ВМАльт в отличие от РНК ВТМ не способна 
транслироваться in vitro [22, 23].

Начиная это исследование, мы предполагали, 
что обнаруженные нами ранее трансляционные свой-
ства РНК в составе ВТМ и ряда потексвирусов [22, 
24] будут коррелировать с распределением плотно-
сти заряда на поверхности вирусных частиц, что ко-
трансляционная разборка ВТМ может быть связана 
с неравномерным распределением отрицательного 
заряда на поверхности частиц и его концентрации 
на торце, содержащем 5´-конец РНК ВТМ [20, 25]. 
В то же время у потексвирусов, чья вирусная РНК 

Рис. 4. Анализ взаимодействия МЧ с вирионами ВТМ, 
обработанными РНКазой А (А) и микрококковой ну-
клеазой (Б). Масштабные отрезки 200 нм

А Б

А Б В
Рис. 5. Образова-
ние комплексов 
МЧ с вирионами 
ВМАльт (А), 
ВПЧ ВМАльт (Б) 
и вирионами ХВК 
(В). Масштабные 
отрезки 100 (А, 
Б) и 200 (В) нм
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Рис. 6. Анализ 
взаимодействия МЧ 
с вирионами ХВК, 
обработанными 
РНКазой А. Мас-
штабный отрезок 
100 нм

А Б

Рис. 7. Образование комплексов МЧ с вРНП ХВК (А) 
и с вРНП ХВК, обработанных МН (Б). Масштабные от-
резки 100 нм

Результаты картирования отрицательного заряда на поверхности частиц вирусов растений со спиральной струк-
турой 

Объект/обработка ВТМ ВМАльт ХВК

Вирионы

Обработка ультразвуком

ВПЧ

РНКаза А

МН

вРНП

вРНП + МН

недоступна для рибосом в составе вириона до специ-
фической трансляционной активации, мы будем 
наблюдать равномерное распределение заряда 
на поверхности вириона. Полученные нами данные 
не подтвердили это предположение.

Неожиданный результат получен для вирионов 
ХВК, обработанных РНКазой А. Ранее было пока-
зано, что обработка ХВК РНКазами (А и Т1) приво-
дит к деградации РНК до коротких сегментов (5–6 
нуклеотидов) [26]. При этом фрагменты деградиро-
ванной РНК остаются в составе вирионов, морфо-
логически сходных с нитевидными частицами ХВК. 
В отличие от ВТМ зафиксировано взаимодействие 
МЧ с торцами вирионов ХВК (рис. 6). Таким образом, 
заряд на поверхности вирионов ХВК, содержащих 
деградированную РНК, распределен неравномерно, 
как и в нативных вирионах (рис. 5В). Можно предпо-
ложить, что фрагмент РНК, находящийся на торце 
вирусной частицы, остается связанным с БО и фор-
мирует зону с повышенной плотностью отрицатель-
ного заряда. Полученный результат согласуется 
с различиями в трансляционных свойствах инкап-
сидированной РНК в составе вирионов ХВК и ВТМ. 

В отличие от ВТМ, БО ХВК не способен к поли-
меризации в отсутствие РНК [27]. Однако БО ХВК 

при инкубации с РНК in vitro способен образовы-
вать вРНП, состоящие из РНК, и БО ХВК, имеющие 
спиральную «головку», идентичную по своей струк-
туре белковой спирали вирионов ХВК, и «хвост» – 
РНК, свободную от БО («однохвостые частицы») 
[28].

Изучение взаимодействия магнитных наночастиц 
с вРНП ХВК выявило связывание МЧ с РНК, сво-
бодной от БО («хвосты» вРНП) (рис. 7А). Отсутствие 
взаимодействия МЧ с поверхностью «головки» вРНП 
можно объяснить конкурентным связыванием всех 
доступных МЧ со свободной РНК. Для его предотвра-
щения вРНП были обработаны МН. Известно, что БО 
ХВК одевает 5´-конец РНК при обработке вРНП, 
и 5´-концевые участки РНК, инкапсидированные 
в БО в составе вРНП, при обработке МН сохраняют 
свою целостность и трансляционные свойства [13]. 
Согласно результатам анализа этих комплексов, уда-
ление свободной РНК приводит к тому, что большая 
часть МЧ взаимодействует с торцами обработанных 
МН вРНП (рис. 7Б), как и в случае нативного ХВК 
(рис. 5В).

Скорее всего, торец вирусных частиц, с которым 
взаимодействуют МЧ, содержит 5´-конец РНК.

Результаты экспериментов обобщены в таблице.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В работе проведено картирование поверхностного за-
ряда ВТМ (род Tobamovirus), ХВК и ВМАльт (род 
Potexvirus).

Известно, что при сборке ВТМ БО, организован-
ный в 20S диски, взаимодействует с участком РНК, 
расположенным на расстоянии около 1000 нуклео-
тидов от 3´-конца молекулы (origin assembly) [18]. 
В то же время сборка вирионов ХВК начинается не-
посредственно с 5´-конца молекулы, РНК взаимо-
действует с мономерами и димерами БО [27]. Данных 
о процессе сборки ВМАльт мало, но, по-видимому, 
она происходит так же, как у ХВК [29]. Следует 
отметить, что у ВТМ, ХВК и ВМАльт, несмотря 

на то, что сборка вирионов происходит по различ-
ным сценариям, поверхностный заряд распреде-
лен неравномерно, зона с повышенной плотностью 
отрицательного заряда находится на одном тор-
це вириона. Ключевую роль в формировании этой 
зоны, по-видимому, играет 5´-конец вирусной РНК. 
Скорее всего, это может быть объяснено менее плот-
ной упаковкой 5´-конца РНК в БО, что необходимо 
для инициации трансляции РНК-зависимой РНК-
полимеразы на первых этапах инфекции РНК-
содержащих вирусов с позитивным геномом. 
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