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При внутриклеточном развитии многих вирусов имеет место характер­
ное явление — постсинтетическое расщепление некоторых полипептидных 
цепей, являющихся предшественниками белков, входящих в состав вирус­
ной частицы. Такого типа модификации были найдены у представителей 
многих групп вирусов животных (см., например, обзор (*)), а также у 
неродственных бактериофагов Т4 (2_5), А (6), Т5 (7), Р2 (8). В одних слу­
чаях это расщепление как бы замещает функции отсутствующих на РНК- 
матрице мест инициации и терминации нескольких полипептидных цепей, 
в других — сопряжено с самим процессом сборки вирусной частицы. Можно’ 
думать, что широкое распространение таких модификаций в природе отра­
жает какие-то еще недостаточно ясные общие принципы сборки вирусов,, 
например необходимость стабилизации капсида после его сборки из субъ­
единиц пли необходимость дестабилизации нуклеиновой кислоты после ее 
упаковки внутрь капсида (8).

Чтобы обнаружить постсинтетические модификации полипептидных це­
пей, обычно делают кинетический опыт типа «импульс-чейз», и в отобран­
ных пробах фракционируют полипептидные цепи по молекулярному весу 
при помощи электрофореза в полиакриламидном геле с додецилсульфатом 
натрия (ДСН): при импульсной метке радиоактивными аминокислотами 
получается электрофоретическая картина (э.к.) меченых новообразован­
ных пептидов, при «чейзе» (изотопном разбавлении большим избытком не­
радиоактивных аминокислот) интенсивность полосы меченого белка-пред­
шественника постепенно падает и в области меньших молекулярных весов 
появляется новая меченая полоса, соответствующая продукту расщеп­
ления.

Фаг Т4 является одним из сравнительно хорошо изученных вирусов,, 
который уже много дал для понимания механизмов сборки субклеточных 
структур. Головка фага Т4 состоит не менее чем из 11 видов белков (2,3) 
и одной молекулы ДНК, которая плотно упакована внутри головки. Число 
фаговых генов, необходимых для нормального морфогенеза головки, еще 
больше — их не менее 18, не считая генов, необходимых для репликации 
фаговой ДНК. Ранее было найдено (2_5), что при сборке головки Т4 идут 
модификации следующих белков: Р22->-?, Р23-»-Р23*, Р24->Р24*, 1РЗ-> 
->1РЗ* (идентифицированные белки обозначены буквой Р, за которой сле­
дует номер фагового гена, кодирующего соответствующий белок; звездоч­
кой обозначены продукты модификации). Белок Р23* является главным, 
Р24‘ — минорным белком капсида, IP3* — один из внутренних белков голов­
ки. В настоящей работе сообщается об идентификации на э.к. еще двух 
белков фага Т4, один из которых исчезает, а другой появляется при мор­
фогенезе головки фага.

Культуру бактерий Escherichia coli В, растущую экспоненциально в 
среде М9 с аэрацией, заражали диким фагом Т4 или его амбер-мутантами
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Рис. 1. Электрофоретические картины поздних белков фага Т4. а — пеперокристалли- 
зованные реактивы, стандартный метод Леммли: 1 — amXF9 (22~, 23~, 24“), 37° супер­
инфекция в 8 мин., метка с 13 до 30 мин., чейз с 30 до 35 мин.; 2 — T4D+, 30°, метка 
с 20 до 21,5 мин.: 3 - то же, «чейз» с 21,5 до 35 мин. б — перекристаллизованные реак­
тивы, стандартный метод Леммли, 37°, метка с 13 до 14 мин., «чейз» с 14 до 26 мин.: 
4 — атВ8 (20“); 5 — &mN 76(21“); 6 — атЕ 18(18“); 7 — amN 102(6“). в — перекристал­
лизованные реактивы, дитиоэритрпт. концентрация трис-HCl в нижнем геле удвоена, 
37°, метки с 15 до 16 мин.: 8 —amN 76(21“), «чейз» 1 мин. 15 сек.; .9 — то же, «чейз»- 
12 мин.; 10 — amN 102(6“), «чейз» 1 мин. 15 сек.; 11 — то же, «чейз» 12 мин.; 1 — 
T4BrIam 580(6“), «чейз» 1 мин. 15 сек., 13— то же, «чейз» 12 мин.; 14 — T4D+, «чейз»- 
1 мин. 15 сек.; 15 — то же, «чейз» 12 мин. «Чейз» длительностью 1 мин. 15 сек. сделан 
для завершения полипептидных цепей, синтез которых не успел закончиться к концу 

импульса

(рис. 1) с множественностью около 5. В указанное время после заражения 
(рис. 1) отбирали пробы и фаговоспецифичные белкп в них метили 
14С-гидролизатом белка, а для «чейза» добавляли избыток гидролизата ка­
зеина. Развитие фага останавливали добавленпем трихлоруксусной кисло­
ты (ТХУ) до 5%. Затем пробы центрифугировали, осадки промывали два 
раза 80% водным ацетоном (V/V), а затем ресуспендпровали в буфера 
для образца (2) и оставляли на ночь при 30°. Перед электрофорезом образ­
цы прогревали 3—4 мин. на кипящей водяной бане. Электрофорез проводи­
ли как описано в работе Леммли (2). Использовалп камеру и реактивы для 
электрофореза фирмы «Реанал». После электрофореза гели фиксировали в 
20—50% ТХУ. Затем из гелей делали продольные срезы толщиной 0,5 мм. 
Срезы, плотно зажатые между полиэтиленовой пленкой и хроматографиче­
ской бумагой марки «М», сушили в электроглянцевателе без нагрева, в ос­
новном как описано в (9). Для получения радиоавтографов срезов исполь­
зовали рентгеновскую пленку РМ-1 или РТ-1. Денситограммы радиоавто­
графов получали при помощи модифицированного микроденситометра1 
МФ-4, снабженного логарифмической приставкой и самописцем (10).
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Рис. 2. Денситограмма участка э.к., 
изображенных на рис. 1. T4D+: 1 — «им­
пульс» (рис. 1, 14), 2 — «чейз» (рис. 1, 
75); amN102: 1 - «импульс» (рис. 1, 10), 

2 — «чейз» (рис. 1, 11)

На рис. 1, 2, 3, 14, 15 приведены э.к., полученные в опыте «импульс- 
чейз» на диком фаге T4D. Видны модификации четырех белков Р23, Р24, 
Р22, ТРЗ, описанные Леммли (2). Кроме того, можно видеть, что в резуль­
тате «чейза» появляется полоса В, и уменьшается интенсивность полосы 
А, (рис. 2). Рис. 1, 1 показывает, что у мутанта amXF9 (22“, 23~, 24“) 
(в скобках указаны номера генов, в которых имеются амбер-мутации), 
у которого не происходит сборки капсидов, интенсивность полосы Ai не 

В, не появляется. Таким образом, ос­
лабление полосы А, не является про­
сто следствием лабильности белка Аь 
Полоса В, не появляется при «чейзе» 
у мутантов атВ8 (20“) и amN 
76(21“), у которых тоже не происхо­
дит морфогенеза нормальных капси­
дов (рис. 1, 4, 5). Рис. 1, 8, 9 пока­
зывает, что у amN 76(21“) полоса 
А, имеется и не ослабляется при 
«чейзе»; следовательно, Aj не явля­
ется продуктом гена 21. Отсутствие 
белков хвоста — Р18 или Р6 (рис. 1, 
6, 7), а также блокирование более 
поздних стадий в сборке головки му­
тациями в генах 64 (атС86) или 17 
(amN56) не препятствуют измене­
ниям интенсивности полос At и Bt 
при «чейзе». Таким образом, расходо­
вание белка Ai и появление белка В, 
сопряжено с процессом сборки кап­
сидов.

Полоса Bi расположена на э.к. 
между Р18 и Р20: рис. 1, 4 дает

идентификацию Р20, а рис. 1, 6 — идентификацию Р18. Недавно Коппо 
и др. (") сообщили, что при сборке капсида фага Т4 появляется продукт 
модпфпкацпп — белок В,, расположенный в том же месте э.к., что и бе­
лок В,, описанный в настоящей работе. По-видимому, эти белки тождест­
венны.

В первых опытах по электрофорезу по стандартному способу Леммли 
(2), когда использовали реактивы фирмы «Реанал» и ДСН фирмы «Ферак» 
без дальнейшей очистки, полосы А, и А2 получались раздельными 
(рис. 1а). При последующей работе использовали перекристаллизованные 
реактивы: это улучшало воспроизводимость результатов и разрешение в 
нижней части э.к., однако при этих условиях полоса Ai регулярно слива­
лась с полосой А2 (рис. 16, ср. также э.к. в работах (12,|3)). В дальней­
шем было найдено, что повышение ионной силы в нижнем геле (путем 
увеличения вдвое концентрации трис-HCl) приводит к разделению полос 
А, и А2 (рис. 1в). При получении э.к., приведенных на рис. 1в, 5% меркап­
тоэтанол в «буфере для образца» был заменен на 2,5% дитиоэритрит.

Рис. 1, 10—13 показывает, что полоса А2 — это продукт гена 6 (Р6 — 
белок хвостовой пластинки), поскольку А2 исчезла у T4DamN 102 (6“) и 
Т4Вг1аш 580(6“) (последний мутант получен от В. К. Гордеева (14)). 
Продукт гена 6 был ранее идентифицирован в том же месте э.к. Кингом и 
Леммли (13).

Полоса At ослаблялась при «чейзе» примерно вдвое, но не исчезала до 
конца.

Возможно, что исчезающий при чейзе белок А( является предшествен­
ником белка В). Среди белков с молекулярным весом большим, чем у В,, 
полоса Aj является единственной, которая значительно ослабляется при 
«чейзе». Сравнение кинетики ослабления полосы Аги усиления полосы Bt 
и баланс метки также не противоречат предположению о превращении
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Однако в принципе возможно также, что В! не возникает из At, 
а является продуктом постсинтетического сращивания полипептидных 
цепей.
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