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Известно, что нативные вирионы некоторых палочковидных (1_4) и 
сферических (5) вирусов растений могут быть реконструированы при ин­
кубации смеси низкомолекулярного структурного вирусного белка и ин­
фекционной свободной РНК. В то же время в литературе отсутствуют дан­
ные по реконструкции нитевидных вирусов растений.

Предлагаемая работа имеет своей целью осветить некоторые закономер­
ности самосборки in vitro вирионов вируса X картофеля (Хв.к). Очищен­
ный препарат Хв.к. выделяли из зараженных растений дурмана (Datura 
stramonium L.) методом дифференциального центрифугирования с пред­
варительным осветлением экстракта хлороформом и концентрированием 
вируса методом изоэлектрической преципитации (6).

Для получения препаратов структурного белка и инфекционной РНК 
Хв.к. применяли метод солевой депротеинизации вирусов (’, 8). К охлаж­
денному вирусному раствору pH 6,5 (20—30 мг/мл) добавляли равный
объем 4 М раствора СаС12 и смесь инкубировали при 0° в течение 15 мин. 
В этих условиях Хв.к. полностью диссоциирует на белок и РНК. Преципи- 
тировавшую в солевом растворе РНК отделяли центрифугированием при 
10 тыс. об/мин в течение 15 мин, от низкомолекулярного вирусного белка 
(s-ю, w ~ 2S), растворимого в растворе СаСР>. РНК переводили в раство­
римое состояние, экстрагируя осадок трижды трис-буфером pH 7,5, со­
держащим ЭДТА 0,02 М и бентонит (‘/io от веса исходного вируса). Да­
лее РНК дважды переосаждали 2 объемами этанола с добавлением ацетат­
ного буфера, pH 4,5. Раствор РНК в бидистилляте после ультрацентри­
фугирования использовали в опытах. РНК также выделяли фенольным ме­
тодом в присутствии бентонита и додецилсульфата натрия ('*).  Препараты 
РНК Хв.к., выделенные обоими методами, были очень сходны по спектру 
поглощения у.-ф. света, удельной иифекционности и седиментационным 
свойствам.

Отдиализованный против воды pH 6,8 раствор белка центрифугирова- 
,Л11 при 40 тыс. об/мин в течение 90 мин. для удаления неразрушенного 
вируса. В препаратах белка, полученных таким образом, присутствовали 
два компонента с коэффициентами седиментации 3—5 S и 10—15 S. С по­
нижением концентрации белка содержание тяжелого компонента умень­
шалось при возрастании содержания легкого компонента. Белок вируса X 
картофеля не может быть реполимеризован с образованием высоко­
молекулярных агрегатов структурно и антигенно идентичных нативному 
Хв.к. С’1'), как это было показано для белка вируса табачной мозаики 
(в.т.м.) (12). Концентрацию Хв.к., белка Хв.к. и РНК определяли спектро­
фотометрически с применением коэффициентов экстинкции ^("мм/см = 28 
( ) , ^280 Мц/СМ 12,3 (,0) и мц/см = 25 соответственно. Седиментацион­
ный анализ проводили в ультрацентрифуге «Spinco-Е». Электронномикро­
скопические исследования вели с применением метода негативного контра­
стирования (14) на электронном микроскопе «Hitachi» ИВ при инструмен­
тальном увеличении 20—50 тыс. Иммунологические тесты проводили ме­
тодом двойной диффузии в геле, как описано ранее (15).
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Реконструкция нуклеопротеида Хв.к. in vitro происходит при инкуба­
ции смеси вирусного белка и РНК в буферных растворах с низкой ионной 
силой. Об эффективности реконструкции судили по величине валового вы­
хода нуклеопротеидного материала, выделяемого из инкубационной сме­
си одним циклом дифференциального центрифугирования, и выражали в 
процентах от теоретического максимального выхода нуклеопротеида с 
соотношением DzmID2S0, равным 1, 2. Как показано в табл. 1, наибольший 
выход нуклеопротеидного материала наблюдался при концентрации 
трис-НС1-буфера 0,01 мол/л и фосфатного буфера 0,001 мол/л. Нуклеопро­
теидный материал образовывался в значительных количествах также и в 
том случае, если смесь белка и РНК инкубировали в дистиллированной 
воде. Однако в растворах с очень низкой ионной силой, по-видимому, обра­
зуются также нуклеопротеидные комплексы, характеризующие более вы­
соким отношением О2ео / D2S0, чем в нативном вирусе (табл. 1). При после-

Влияние концентрации буфера на эффективность реконструкции 
нуклеопротеида Хв. к.

Таблица 1

Концен­
трация 
буфера, 
мол/л

Выход нуклеопротеида, % Х>20о/-Р28о в материале, переосаждаемом 
в ультрацентрифуге

фосфатный буфер трис-НС1 фосфатный буфер трис-НС

Н2О 14 15 26 29 1,48 1,21 1,29 1.26
0,0001 14 16 26 — 1,50 1,21 1,36 —
0,001 17 17 34 28 1,44 1.21 1,32 1.26
0,005 — 6 — — _ 1,18 _ _
0,01 12 3 11 36 1,26 1,18 1,22 1.21
0,05 3 — — 10 1,20 — — 1.21
0,10 2 1 2 5 1,20 1,17 1,20 1,21

Примечание. Отношение белка к РНК в инкубационной смеси составляло 20—25, pH 
6,9—7,2, инкубировали 20 час. при 20°. Приведены результаты четырех опытов в двух повторностях 
каждый.

дующих переосаждениях в ультрацентрифуге или обработке панкреатиче­
ской РНКазой переосаждаемый в ультрацентрифуге материал характери­
зовался соотношением Д2бо/<028о, равным 1,18—1,21. Выход нуклеопроте­
идного материала резко снижался с увеличением концентрации соли 
(табл. 1), а в условиях, оптимальных для реконструкции в.т.м. (0,1 М 
фосфатный буфер (16)), образование нуклеопротеида Хв.к. практически не 
происходило. При инкубации белка в отсутствие РНК количество пере- 
осаждаемого в ультрацентрифуге материала не превышало 2%. Оптимум 
pH для образования нуклеопротеидного материала в инкубационной смеси 
белка п РНК Хв.к. находится в интервале pH 6,5—7,0 (рис. 1а). При зна­
чениях pH ниже 6 выход нуклеопротеида резко снижался.

Данные по кинетике образования нуклеопротеидного материала при­
ведены на рис. 16. При инкубации смеси белка и РНК в 0,025 М трис- 
НС1-буфере pH 6,7, 20°, примерно половина суммарного нуклеопротеид­
ного материала образуется за первые 30 мин. Реакцию останавливали до­
бавлением в инкубационную смесь фосфатного буфера до конечной кон­
центрации 0,1 М.

Реконструированный in vitro нуклеопротеидный материал, очищенный 
двумя циклами дифференциального центрифугирования, был охарактери­
зован с применением ряда методов. В препаратах реконструированного 
Хв.к. при исследовании в электронном микроскопе выявлено большое ко­
личество нитевидных частиц, варьирующих по длине, диаметр которых 
неотличим от диаметра нативного Хв.к. (рис. 2). В популяции реконструи­
рованных частиц удается выявить частицы (рис. 1в) с длиной, харак-
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Рис. 2. Электронная микрофотография препарата Хв.к., реконструированного 
in vitro (контрастирование уранил-ацетатом)

Рис. 3. Реакция преципитации в агаровом 
геле с антисывороткой к Хв.к. 1 — рекон­
струированный Хв.к., 2 — нативный Хв.к., 
.? — антисыворотка к Хв.к.. 4— белок Хв.к.

Доклады ЛИ, том 204. 5, В. К. Новиков п др.



К статье К. Б. Серебровской, Я. Кучара. В. .1. Штейн-Марголиной, стр. 1263

Рис. 2. Структуры, полученные из системы лецитин — вода (электронная фотогра­
фия). Негативное контрастирование 2% ФВК. pH 7. 200000Х. а — без белка, б — 

после обработки белком



Рпс. 1. Реконструкция вируса X картофеля из белка и РНК. Вверху слева — влияние 
pH на реконструкцию Хв.к. (смесь инкубировали в 0,025 М трис-НС1-буфере при 20° 
в течение 16 час.); вверху справа — кинетика образования нуклеопротеида Хв.к. (ин­
кубация в 0,025 М трис-НС1, pH 6,7): 1 — инкубация при 0°, 2 — при 20°, 3 — при 20°; 
1, 2 — концентрация белка 2 мг/мл, 3 —1,5 мг/мл; внизу слева — гистограмма 
реконструированного Хв.к. (инкубация при реконструкции в 0,01 М трис-НС1, pH 7,0, 
20°); внизу справа — спектр поглощения у.-ф. света препаратами: 1 — реконструиро­

ванным Хв.к., 2 — нативным Хв.к., 3 — РНК Хв.к., 4 — белок Хв.к.

терной для нативного Хв.к., 5150—5400 А (17, 18). Такие препараты обла­
дали небольшой инфекционностью при инокуляции растений Datura stra­
monium L. и Chenopodium amaranticolor Coste, Reyn. Спектр поглощения 
у.-ф. света реконструированного нуклеопротеида был очень близок к спек­
тру поглощения у.-ф. света нативного препарата Хв.к. (рис. 1з). Материал, 
формируемый при реконструкции, был антигенно идентичен нативному 
Хв.к. (рис. 3) в отличие от исходного белка Хв.к. Белок Хв.к. был антиген­
но родствен, но не идентичен Хв.к., в соответствии с предыдущими резуль­
татами (“, 22). При аналитическом ультрацентрифугировании реконструи­
рованный материал был гетерогенен. Основная масса реконструированного 
вируса имела коэффициент седиментации порядка 75—90 S, т. е. прибли­
жалась к константе седиментации нативного Хв.к. 118 S (1Э).

Рассмотренные выше результаты свидетельствуют о том, что нуклео­
протеид Хв.к. может быть реконструирован in vitro при инкубации смеси 
белка и РНК в растворах с низкой ионной силой. Белок Хв.к. в отсутствие 
РНК не способен образовывать вирусоподобные структуры. Это свиде­
тельствует о том, что реконструкция вируса осуществляется на основе 
взаимодействия РНК — белок. Тот факт, что низкая ионная сила раство­
рителя является оптимальной для реконструкции Хв.к., позволяет пред­
положить, что основная роль в этом процессе выполняется солевыми свя­
зями. Последнее отличает эту систему от в.т.м., частицы которого стаби­
лизированы преимущественно гидрофобными взаимодействиями (20,2‘).

Далее мы предприняли попытку получения смешанных нуклеопротеи­
дов, состоящих из белка Хв.к. и гетерологичных вирусных РНК. С этой 
целью использовали инфекционные препараты РНК вируса табачной мо­
заики, вируса мозаики костра (в.м.к.), вируса штриховатой мозаики ячме­
ня (в.ш.м.я.), а также препараты рибосомальной РНК * Escherichia coli 16 
и 23 S. В этих опытах были получены нитевидные частицы, неотличимые 

* Авторы признательны В. А. Спиридоновой за предоставление рибосомальной 
РНК Е. coli.
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в электронном микроскопе от реконструированного Хв.к. и антигенно иден­
тичные нативному Хв.к. Спектр поглощения у.-ф. света таких смешанных 
нуклеопротеидов был также сходен со спектром поглощения нативно­
го Хв.к. Выход нуклеопротеида при инкубации белка Хв.к. с РНК в.т.м., 
ОВ-3,4 и рибосомальной РНК 23 S был близок к выходу нуклеопротеида 
при гомологичной реконструкции (табл. 2).

Таблица 2
Образование смешанного нуклеопротеида при инкубации белка Хв. к. 

и различных РНК

Источник
получения РНК

Трис-НС1 0,01 М, pH 6,7—0,8 Фосфатный буфер 0,001 м, pH 6,7

выход нуклеопро­
теида, % ■^2 Зо/Г^28О выход нуклеопро­

теида, % £Х.:о/-0 380

Хв. К. 16 1,33 31 1,20
33 1,18

В. т. м. 18 1,34 34 1,19
26 1,18

В. м. к. 8 . 1,27 12 1,26
16 1,23

В. ш. м. я. 12 1,33 20 1,25
19 1.18

Рибосомальная

16 S — — 11 1,18
4 1,18

23 S — — 21 1,2 7
18 1,20

Примечание. Над чертой — результаты опыта I, под чертой — П. Отночтение белок — ГНК 
в инкубационной смеси составляло 25, инкубировали в течение 20 час. при 20°.

Полученные данные свидетельствуют об отсутствии строгой специфич­
ности взаимодействия белка Хв.к. с гомологичной и гетерологичной РНК 
при формировании нуклеопротеидных частиц. Последнее, однако, не ис­
ключает существования каких-то тонких различий при взаимодействии 
белка Хв.к. с РНК различного происхождения, так как инфекционные 
частицы удалось реконструировать только при пользовании гомологичной 
РНК.

Московский государственный университет Поступило
им. М. В. Ломоносова 7 VI 1971
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