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ÈÇÓ×ÅÍÈÅ ÏÅÐÂÛÕ ÑÒÀÄÈÉ ÑÁÎÐÊÈ ÂÈÐÈÎÍÀ  
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Õ-âèðóñ êàðòîôåëÿ (ÕÂÊ, Potexvirus) îòíîñèòñÿ ê ýêîíîìè÷åñêè çíà÷èìûì ïàòîãåíàì 
ðÿäà âàæíûõ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ êóëüòóð èç ñåìåéñòâà Solanaceae. Âèðèîíû ÕÂÊ ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé ãèáêèå íèòåâèäíûå ÷àñòèöû äëèíîé 515 íì è äèàìåòðîì 13,5 íì ñî ñïèðàëüíîé ñòðóê-
òóðîé. Ãåíîì âèðóñà ïðåäñòàâëåí îäíîöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëîé ÐÍÊ (6435 íóêëåîòèäîâ) ïîëîæè-
òåëüíîé ïîëÿðíîñòè, êîòîðàÿ êýïèðîâàíà è ïîëèàäåíèëèðîâàíà. Èçó÷åíèå ðàçëè÷íûõ ýòàïîâ èí-
ôåêöèîííîãî ïðîöåññà ïðè çàðàæåíèè ðàñòåíèé âèðóñàìè, â òîì ÷èñëå ñáîðêè âèðóñíûõ ÷àñòèö, 
ïðåäñòàâëÿåò áîëüøîé ïðàêòè÷åñêèé èíòåðåñ, òàê êàê âûÿâëåíèå åå ìåõàíèçìîâ ìîæåò ñòàòü îñ-
íîâîé ðàçðàáîòêè íîâûõ ïîäõîäîâ â áåçâèðóñíîì ðàñòåíèåâîäñòâå. Ïåðâûå ýòàïû ñáîðêè âèðèî-
íîâ Õ-âèðóñà êàðòîôåëÿ èçó÷àëè íà ïðèìåðå âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèö (ÂÏ×), ïîëó÷åííûõ ïðè èí-
êóáàöèè ÐÍÊ ÕÂÊ ñ áåëêîì îáîëî÷êè (ÁÎ) ÕÂÊ in vitro. Ïîêàçàíî, ÷òî â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ 
èíêóáàöèè (èîííàÿ ñèëà, ðÍ) îáðàçóåòñÿ îäèí è òîò æå íàáîð ÂÏ× äèñêðåòíîãî ðàçìåðà. Îäíàêî 
êîëè÷åñòâî ïîëó÷åííûõ ÂÏ× òîãî èëè èíîãî ðàçìåðà ìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé èíêóáà-
öèè. Ìàêñèìàëüíî ýôôåêòèâíîé ñáîðêè ÂÏ×, êîòîðûå ïî ðàçìåðàì ïðèáëèæàëèñü ê íàòèâíîìó 
âèðèîíó, óäàëîñü äîñòèãíóòü â áóôåðå ñ íèçêîé èîííîé ñèëîé ïðè ðÍ 8,5. Èç ñôîðìèðîâàâøèõñÿ 
ÂÏ× áûëè âûäåëåíû ó÷àñòêè ÐÍÊ ÕÂÊ äëèíîé îò 800 äî 5700 íò, çàùèùåííûå áåëêîâîé ñïèðà-
ëüþ. Èõ èíäèâèäóàëüíûé àíàëèç ïîäòâåðäèë, ÷òî âñå îíè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé 5´-êîíöåâûå ôðàã-
ìåíòû ãåíîìíîé ÐÍÊ ðàçíîé äëèíû. Òàêèì îáðàçîì, ïîäòâåðæäåíî, ÷òî ñáîðêà âèðèîíîâ ÕÂÊ 
èíèöèèðóåòñÿ íà 5´-êîíöå ÐÍÊ è êîîïåðàòèâíî ïðîäîëæàåòñÿ â íàïðàâëåíèè îò 5´- ê 3´-êîíöó 
ìîëåêóëû. Ïðè àíàëèçå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ôðàãìåíòîâ ÐÍÊ, âûäåëåííûõ èç 
ÂÏ× ðàçíîãî ðàçìåðà, â ðàéîíàõ, ñîîòâåòñòâîâàâøèõ 3´-êîíöó ìîëåêóëû, îáíàðóæåíû ó÷àñò-
êè, ñïîñîáíûå ôîðìèðîâàòü øïèëüêè, êîòîðûå ìîãóò èãðàòü ðîëü ñòîï-ñèãíàëîâ, ïðåïÿòñò-
âóþùèõ âçàèìîäåéñòâèþ ÁÎ ñ ÐÍÊ è íåïðåðûâíîé êîîïåðàòèâíîé ñáîðêå ÂÏ× è âèðèîíîâ 
ÕÂÊ. Âåðîÿòíî, ÁÎ ìîæåò ñ áîëüøåé èëè ìåíüøåé ýôôåêòèâíîñòüþ (â çàâèñèìîñòè îò óñ-
ëîâèé èíêóáàöèè ñ ÐÍÊ in vitro) ïëàâèòü ÐÍÊ-øïèëüêè è ïðåîäîëåâàòü ñòîï-ñèãíàëû ïðè 
ñáîðêå âèðóñíûõ ÷àñòèö. 

Êëþ÷åâûå ñëîâà: âèðóñû ðàñòåíèé, Õ-âèðóñ êàðòîôåëÿ, âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû, ÐÍÊ, 
áåëîê îáîëî÷êè, ñáîðêà âèðóñíûõ ÷àñòèö. 

Èçó÷åíèå ðàçëè÷íûõ ýòàïîâ èíôåêöèîííîãî ïðîöåññà ïðè çàðàæå-
íèè ðàñòåíèé âèðóñàìè, â òîì ÷èñëå ñáîðêè âèðóñíûõ ÷àñòèö, ïðåäñòàâëÿ-
åò áîëüøîé ïðàêòè÷åñêèé èíòåðåñ, òàê êàê âûÿâëåíèå åãî ìåõàíèçìîâ ìî-
æåò ñòàòü îñíîâîé äëÿ ðàçðàáîòêè íîâûõ ïîäõîäîâ â áåçâèðóñíîì ðàñòå-
íèåâîäñòâå. Õ-âèðóñ êàðòîôåëÿ (ÕÂÊ), òèïîâîé ïðåäñòàâèòåëü ðîäà Potexvi-
rus (Alphaflexiviridae), — ðàñïðîñòðàíåííûé ïàòîãåí ìíîãèõ âèäîâ ðàñòå-
íèé èç ñåìåéñòâà Ïàñëåíîâûå (Solanaceae), ê êîòîðîìó îòíîñèòñÿ ðÿä ýêî-
íîìè÷åñêè çíà÷èìûõ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ êóëüòóð, è ïðåæäå âñåãî êàð-
òîôåëü. Â ìèðîâîì ïðîèçâîäñòâå ïðîäóêöèè ðàñòåíèåâîäñòâà êàðòîôåëü 
çàíèìàåò îäíî èç ïåðâûõ ìåñò íàðÿäó ñ ðèñîì, ïøåíèöåé è êóêóðóçîé.  

Âèðèîíû ÕÂÊ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ãèáêèå íèòåâèäíûå îáðàçîâà-
íèÿ äëèíîé 515 íì è äèàìåòðîì 13,5 íì ñî ñïèðàëüíîé ñòðóêòóðîé. Îêîëî 
1300 èäåíòè÷íûõ ñóáúåäèíèö áåëêà îáîëî÷êè (ÁÎ) ôîðìèðóþò ïîëÿðíóþ 
ñïèðàëü ñ øàãîì 3,6 íì. Âèðóñíàÿ ÐÍÊ çàêëþ÷åíà ìåæäó âèòêàìè ýòîé 
ñïèðàëè, íà êàæäûé âèòîê ïðèõîäèòñÿ 8-9 ñóáúåäèíèö ÁÎ (1).  

ÕÂÊ — ïåðâûé íèòåâèäíûé âèðóñ ðàñòåíèé, ðåêîíñòðóèðîâàííûé 
in vitro èç ÐÍÊ è ÁÎ (2). Ðàçëè÷èÿ â ñòðóêòóðå íàòèâíûõ âèðèîíîâ è òà-

* Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà â ðàìêàõ ïðèîðèòåòíîãî íàïðàâëåíèÿ
äåÿòåëüíîñòè ÐÍÔ «Ïðîâåäåíèå ôóíäàìåíòàëüíûõ íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé è ïîèñêîâûõ íàó÷íûõ èññëåäî-
âàíèé êîëëåêòèâàìè ñóùåñòâóþùèõ íàó÷íûõ ëàáîðàòîðèé (êàôåäð)» (ãðàíò ¹ 14-24-00007).
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êèõ ðåêîíñòðóèðîâàííûõ ÷àñòèö (âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû èëè âèðóñíûå 
ðèáîíóêëåîïðîòåèäû, ñîîòâåòñòâåííî ÂÏ× èëè âÐÍÏ), íå îáíàðóæåíû. 
Êðîìå òîãî, âûÿâëåíî, ÷òî ÁÎ ÕÂÊ íå ñïîñîáåí ê ïîëèìåðèçàöèè â îòñóò-
ñòâèå ÐÍÊ (3), íî ìîæåò ôîðìèðîâàòü in vitro âÐÍÏ íå òîëüêî ñ ÐÍÊ 
ÕÂÊ, íî è ñ ãåòåðîëîãè÷íûìè íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè (2). Ïîçæå ïðè 
èçó÷åíèè ñòðóêòóðû è ñâîéñòâ òàêèõ âÐÍÏ (ÂÏ×) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îíè 
ãîìîëîãè÷íû íàòèâíûì âèðèîíàì (4, 5). 

K.H. Kim è C. Hemenway (6) ïðåäïîëîæèëè, ÷òî 5´-ðàéîí ÐÍÊ ÕÂÊ 
ó÷àñòâóåò â êîîðäèíàöèè îáðàçîâàíèÿ âèðóñíîé ÷àñòèöû. Äî ñèõ ïîð ó÷àñòîê 
èíèöèàöèè ñáîðêè ÕÂÊ ïîëíîñòüþ íå îõàðàêòåðèçîâàí, õîòÿ â ðÿäå ðàáîò 
ïîäòâåðæäåíî, ÷òî îí íàõîäèòñÿ íà 5´-êîíöå ìîëåêóëû ÐÍÊ (7-9). Íåäàâíî 
áûëè îïóáëèêîâàíû äàííûå, ïðîäåìîíñòðèðîâàâøèå, ÷òî êýï-ñòðóêòóðà íà 
5´-êîíöå ìîëåêóëû ÐÍÊ èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü ïðè îáðàçîâàíèè âÐÍÏ ÕÂÊ, 
âëèÿÿ íà êîíôîðìàöèþ 5´-êîíöåâîãî ó÷àñòêà ìîëåêóëû ÐÍÊ è ñïîñîáñòâóÿ 
åãî óçíàâàíèþ ÁÎ ÕÂÊ ïðè èíèöèàöèè ñáîðêè ÷àñòèö (10). 

Öåëü ïðåäñòàâëÿåìîé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èçó÷åíèè ïåðâûõ ñòà-
äèé ñáîðêè âèðèîíà ó Õ-âèðóñà êàðòîôåëÿ (ÕÂÊ) íà ïðèìåðå âèðóñîïî-
äîáíûõ ÷àñòèö, ïîëó÷åííûõ ïðè èíêóáàöèè ÐÍÊ è áåëêà îáîëî÷êè ÕÂÊ â 
ðàçíûõ óñëîâèÿõ. 

Ìåòîäèêà. Âèðèîíû ÕÂÊ (øòàìì Ðóññêèé) âûäåëÿëè èç ëèñòüåâ 
ðàñòåíèÿ Datura stramonium, êàê îïèñàíî ðàíåå (11), áåëîê îáîëî÷êè 
ÕÂÊ — ïîñëå îáðàáîòêè âèðóñíîé ñóñïåíçèè ðàñòâîðîì LiCl (12), ÐÍÊ — 
ôåíîëüíûì ìåòîäîì (13).  

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÂÏ× ÐÍÊ è ÁÎ ÕÂÊ èíêóáèðîâàëè ïðè ìîëÿðíîì 
ñîîòíîøåíèè 1:700 â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â áóôåðå 
Òðèñ-HCl (0,01-0,001 Ì) ïðè ðÍ 7,5; 8,0 è 8,5. Ïðè îáðàáîòêå ÂÏ× ìèê-
ðîêîêêîâîé íóêëåàçîé (ÌÍ) («Fermentas», Ëèòâà) ôåðìåíò àêòèâèðîâàëè â 
ïðèñóòñòâèè CaCl2 (100 ìÌ), äîáàâëÿëè ê ÂÏ×, îñòàâëÿëè íà 10 ìèí ïðè 
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè ýòèëåíãëèêîëü-
òåòðàöåòàòîì (EGTA, 250 ìÌ). Ïîñëå îáðàáîòêè ÌÍ ôðàãìåíòû ÐÍÊ âû-
äåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì òÐÍÊ â êà÷åñòâå ñîîñàäèòåëÿ. 

Îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ è ïîëèìåðàçíóþ öåïíóþ ðåàêöèþ (ÎÒ-
ÏÖÐ) ïðîâîäèëè ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåëÿ («Promega», ÑØÀ). 
Èñïîëüçîâàëè ïðÿìîé è îáðàòíûé ïðàéìåðû, êîìïëåìåíòàðíûå ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòÿì ôðàãìåíòîâ ãåíîìíîé ÐÍÊ ÕÂÊ — ñîîòâåòñòâåííî 21-40-é 
íóêëåîòèäû (íò) è 950-981-é íò.  

Àíàëèç íóêëåèíîâûõ êèñëîò, à òàêæå ÐÍÊ â ñîñòàâå ÂÏ× (ìåòîä 
òîðìîæåíèÿ â ãåëå) îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â 1 % àãàðîç-
íîì ãåëå, ïðèãîòîâëåííîì íà áóôåðå ÒÀÅ (Òðèñ-àöåòàò — 40 ìÌ, ÝDÒÀ — 
2 ìÌ, pH 8,0; 0,025 ìêã áðîìèñòîãî ýòèäèÿ). Â ëóíêè íàíîñèëàñü ñìåñü 
ÐÍÊ è ÁÎ, ïðîèíêóáèðîâàííûõ â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ, â ýëåêòðîôîðåçíîì 
áóôåðå, ñîäåðæàùåì 10 % ãëèöåðèí è áðîìôåíîëîâûé ñèíèé â êîíöåíòðà-
öèè 0,2 %. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â ãîðèçîíòàëüíîé ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêîé ñèñòåìå QS-710 («IBI Scientific», ÑØÀ) ïðè ïîñòîÿííîì íàïðÿæåíèè 
70 Â. Ïîñëå çàâåðøåíèÿ ýëåêòðîôîðåçà ãåëü ôîòîãðàôèðîâàëè ïîä óëüòðà-
ôèîëåòîâûì ñâåòîì (λ = 254 íì) ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû õåìèëþìèíèñöåíò-
íîé äåòåêöèè ChemDOC XRS+ («Bio-Rad», ÑØÀ). 

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ÂÏ× ìåòîäîì ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé 
ìèêðîñêîïèè îáðàçöû êîíòðàñòèðîâàëè 2 % ðàñòâîðîì óðàíèëàöåòàòà 
(ìèêðîñêîï JEOL JEM-1011, «JEOL Ltd.», ßïîíèÿ; óñêîðÿþùåå íàïðÿæå-
íèå 80 êÂ). Èçîáðàæåíèå ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ öèôðîâîé êàìåðû (ES500W, 
Erlangshen, «Gatan», ÑØÀ), ïðèìåíÿÿ ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå Digital-
Micrograph («Gatan», ÑØÀ). Ñòàòèñòè÷åñêèå äàííûå î äëèíå è äèàìåòðå 
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ÂÏ× ïîëó÷àëè íà îñíîâå àíàëèçà ìèêðîôîòîãðàôèé ñ èñïîëüçîâàíèåì 
ïðîãðàììû äëÿ îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé ImageJ (National Institutes of 
Health — Íàöèîíàëüíûé èíñòèòóò çäîðîâüÿ, ÑØÀ).  

Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àíàëèçèðîâàëè ñ ïðèìåíåíèåì 
äàííûõ è èíñòðóìåíòàðèÿ The mfold Web Server (14). 

Ðåçóëüòàòû. Äëÿ èçó÷åíèÿ ïåðâûõ ñòàäèé ñáîðêè âèðèîíîâ ÕÂÊ 
ÐÍÊ ÕÂÊ èíêóáèðîâàëè ñ ÁÎ ïðè ìîëÿðíîì ñîîòíîøåíèè 1:700 â ðàç-
ëè÷íûõ óñëîâèÿõ. Â âèðóñíîé ÷àñòèöå ìîëÿðíîå ñîîòíîøåíèå ÐÍÊ:áåëîê 
ñîñòàâëÿåò 1:1300 (1). Èñïîëüçîâàííîå íàìè êîëè÷åñòâî ÁÎ íåäîñòàòî÷íî 
äëÿ èíêàïñèäàöèè âñåé ÐÍÊ, è â ðåçóëüòàòå îáðàçóþòñÿ ÷àñòèöû, ó êîòî-
ðûõ ÷àñòü ìîëåêóëû ÐÍÊ â ñîñòàâå ÂÏ× îñòàåòñÿ ñâîáîäíîé. Òàêèå ÂÏ× 
(single tailed particles — STP, ÷àñòèöû ñ îäíèì õâîñòîì) ñ 3´-êîíöîì ÐÍÊ, 
ñâîáîäíûì îò ÁÎ, è ïàëî÷êîâèäíûìè ãîëîâêàìè, ñôîðìèðîâàííûìè â ðå-
çóëüòàòå ñïèðàëüíîé óïàêîâêè ÁÎ íà 5´-êîíöåâîì ôðàãìåíòå ÐÍÊ, áûëè 
îïèñàíû ðàíåå (9). Âåðîÿòíî, STP ñëóæàò îäíîé èç òðàíñïîðòíûõ ôîðì 
âèðóñà íàðÿäó ñ âèðèîíàìè ÕÂÊ (9). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äàæå ïðè ìî-
ëÿðíîì ñîîòíîøåíèè ÐÍÊ:ÁÎ, ñîîòâåòñòâóþùåì òàêîâîìó â âèðèîíå, 
áîëüøàÿ ÷àñòü ðåêîíñòðóèðîâàííûõ ïðåïàðàòîâ âèðóñíûõ ÷àñòèö ñîäåðæà-
ëà íåïîëíûå (íå äîñòðîåííûå äî íîðìàëüíîé äëèíû) ÷àñòèöû (3). 

 

Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåãðàììû âèðóñîïî-
äîáíûõ ÷àñòèö, ïîëó÷åííûõ in vitro â ðå-
çóëüòàòå ñáîðêè èç ÐÍÊ è áåëêà îáîëî÷êè 
(ÁÎ) Õ-âèðóñà êàðòîôåëÿ (ÕÂÊ) ïðè 
ðàçíîé âåëè÷èíå èîííîé ñèëû è ðÍ áó-
ôåðà: 1 — êîíòðîëü (ñâîáîäíàÿ ÐÍÊ 
ÕÂÊ), 2, 4, 6 — 0,01 Ì Òðèñ-HCl (ñîîò-
âåòñòâåííî ðÍ 7,5; 8,0 è 8,5), 3, 5, 7 —
0,001 Ì Òðèñ-HCl (ñîîòâåòñòâåííî ðÍ 
7,5; 8,0 è 8,5). Ìîëÿðíîå ñîîòíîøåíèå 
ÐÍÊ è ÁÎ — 1:700; 1 % àãàðîçíûé 
ãåëü, îêðàøèâàíèå áðîìèñòûì ýòèäèåì. 

Èç ïðåäñòàâëåííûõ ýëåê-
òðîôîðåãðàìì (ðèñ. 1) âèäíî, ÷òî

ïðè ñáîðêå ÂÏ× èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ ïîëîñû, ñîîòâåòñòâóþùåé 
ãåíîìíîé ÐÍÊ ÕÂÊ (ñì. ðèñ. 1, äîðîæêà 1), óìåíüøàëàñü è ïîÿâëÿëèñü 
ïðîäóêòû, îáëàäàþùèå ìåíüøåé ïîäâèæíîñòüþ â ãåëå âñëåäñòâèå îáðàçîâà-
íèÿ ÷àñòèö, ó êîòîðûõ ÐÍÊ â ðàçíîé ñòåïåíè óïàêîâàíà â ÁÎ (ñì. ðèñ. 1, 
äîðîæêè 2-7). Ïîëîñû ñ íàèáîëüøåé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé ñîîòâåòñòâîâà-
ëè ÂÏ×, â êîòîðûõ îñíîâíàÿ ÷àñòü ÐÍÊ óïàêîâàíà â áåëîê. Ïðè óâåëè÷å-
íèè ðÍ îò 7,5 äî 8,5 â 0,01 Ì Òðèñ-HCl áóôåðå ýôôåêòèâíîñòü ñáîðêè çà-
ìåòíî ïîâûøàëàñü, òî åñòü óâåëè÷èâàëñÿ íàáîð ïðîäóêòîâ ñ áîëüøåé ìî-
ëåêóëÿðíîé ìàññîé (ñì. ðèñ. 1, äîðîæêè 2, 4, 6). Â èíêóáàöèîííîì áóôåðå 
0,001 Ì Òðèñ-HCl íàáîð ïðîäóêòîâ ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿëñÿ ñ èçìåíåíèåì 
ðÍ (ñì. ðèñ. 1, äîðîæêè 3, 5, 7), íî ïðè ðÍ 8,5 èíòåíñèâíîñòü ïîëîñû ñ 
ñàìîé âûñîêîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé îêàçàëàñü ìàêñèìàëüíîé (ñì. ðèñ. 1, 
äîðîæêà 7). Òàêèì îáðàçîì, ÐÍÊ ÕÂÊ â óêàçàííûõ óñëîâèÿõ ýôôåêòèâíî 
ñâÿçûâàëàñü ñ ÁÎ, ôîðìèðóÿ ÂÏ×, â êîòîðûõ áîëüøàÿ ÷àñòü ãåíîìíîé 
ÐÍÊ áûëà óïàêîâàíà â ñïèðàëüíóþ îáîëî÷êó. Âàæíî îòìåòèòü ñëåäóþùèé 
ôàêò: õîòÿ èíòåíñèâíîñòü ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ îáðàçîâàâøèìñÿ ÂÏ× 
ðàçíîé äëèíû, ìåíÿëàñü â çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé èíêóáàöèè, ïîëîæåíèå 
ýòèõ ïîëîñ ïðè ýëåêòðîôîðåçå â 1 % àãàðîçíîì ãåëå îñòàâàëîñü íåèçìåí-
íûì. Ñîçäàâàëîñü âïå÷àòëåíèå, ÷òî ïðè ñáîðêå ÁÎ ñ ÐÍÊ ÕÂÊ â íàïðàâ-
ëåíèè 5´→3´ íà îïðåäåëåííûõ ó÷àñòêàõ ìîëåêóëû íóêëåèíîâîé êèñëîòû 
âîçíèêàþò ñòîï-ñèãíàëû, ïðåîäîëåíèå êîòîðûõ ñòàíîâèëîñü âîçìîæíûì 
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ïðè èçìåíåíèè èîííîé ñèëû è ðÍ èíêóáàöèîííîãî áóôåðà. 
Ïðè èçó÷åíèè ìîðôîëîãèè ÂÏ×, ïîëó÷åííûõ â óñëîâèÿõ ýôôåê-

òèâíîé ñáîðêè (0,001 Ì áóôåð Òðèñ-ÍCl, ðÍ 8,5), ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðî-
ñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè (ðèñ. 2, Á) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî 
ÂÏ× ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ÷àñòèöû ðàçíîé äëèíû, èäåíòè÷íûå ïî äèà-
ìåòðó è ñòðóêòóðå âèðèîíàì ÕÂÊ (ñì. ðèñ. 2, À). ÂÏ× îêàçàëèñü êîðî÷å, 
÷åì âèðèîíû ÕÂÊ, òî åñòü ÷àñòü ìîëåêóëû ãåíîìíîé ÐÍÊ â ñîñòàâå ÂÏ× 
íå ñâÿçàíà ñ ÁÎ. 

 

À Á 

  
Â  

 

Ðèñ. 2. Ýëåêòðîííûå ìèêðîôîòîãðàôèè íà-
òèâíûõ âèðèîíîâ Õ-âèðóñà êàðòîôåëÿ (ÕÂÊ) 
(À), âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèö (ÂÏ×), ïîëó÷åí-
íûõ in vitro â ðåçóëüòàòå ñáîðêè èç ÐÍÊ è 
áåëêà îáîëî÷êè ÕÂÊ (Á), è ãèñòîãðàììà ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ÂÏ× ïî äëèíå (Â) (ïðîñâå÷è-
âàþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ìèêðî-
ñêîï JEOL JEM-1011, «JEOL Ltd.», ßïîíèÿ; 
óñêîðÿþùåå íàïðÿæåíèå 80 êÂ; êîíòðàñòè-
ðîâàíèå 2 % ðàñòâîðîì óðàíèëàöåòàòà).  
 

Íà ãèñòîãðàììå ìîæíî âû-
äåëèòü 8 äèñêðåòíûõ ïèêîâ, êîòî-
ðûå ñîîòâåòñòâóþò ÷àñòèöàì ñ äëè-
íîé 60, 90, 160, 220, 300, 360, 420 è 

460 íì (ñì. ðèñ. 2, Â). Ýòè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòîì àíàëèçà ìåòî-
äîì òîðìîæåíèÿ â ãåëå (ñì. ðèñ. 1, äîðîæêà 7), êîòîðûé ïîêàçàë, ÷òî ïîëó-
÷åííûå ÂÏ× ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé äèñêðåòíûé íàáîð ÷àñòèö, ãåòåðîãåííûõ ïî 
ðàçìåðó. Ñ ó÷åòîì òîãî, ÷òî ó ÕÂÊ â âèðèîí äëèíîé 515 íì óïàêîâàíà ÐÍÊ 
ðàçìåðîì 6435 íò, ÂÏ× óêàçàííîé äëèíû ìîãóò ñîäåðæàòü ôðàãìåíòû ÐÍÊ 
ðàçìåðîì ñîîòâåòñòâåííî 800, 1100, 2000, 2700, 3700, 4500, 5200 è 5700 íò. 

Äëÿ òîãî ÷òîáû îõàðàêòåðèçîâàòü ó÷àñòêè ãåíîìíîé ÐÍÊ, íàõîäÿùèå-
ñÿ â ñîñòàâå ÂÏ×, ÷àñòèöû îáðàáàòûâàëè ÌÍ â óñëîâèÿõ, êîãäà ÐÍÊ, ñâÿ-
çàííàÿ ñ ÁÎ â ñîñòàâå ÂÏ×, çàùèùåíà îò âîçäåéñòâèÿ íóêëåàçû. Ïðè ýëåê-
òðîôîðåòè÷åñêîì ðàçäåëåíèè ïîëó÷åííûõ ïîñëå ýòîãî îáðàçöîâ ÐÍÊ áûë âû-
ÿâëåí íàáîð ôðàãìåíòîâ ðàçìåðîì îò 800 äî 5700 íò (ðèñ. 3, À, äîðîæêà 1). Ñ 
öåëüþ âûÿñíåíèÿ, ÿâëÿþòñÿ ëè ïîëó÷åííûå ôðàãìåíòû 5´-êîíöåâûìè, êàæ-
äûé èç íèõ âûäåëèëè èíäèâèäóàëüíî (ñì. ðèñ. 3, À, äîðîæêè 2-9) è èñïîëü-
çîâàëè â êà÷åñòâå ìàòðèöû â ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè (ÎÒ) ñ ïîñëå-
äóþùåé ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèåé (ÏÖÐ). Äëÿ ÎÒ èñïîëüçîâàëè îëè-
ãîäåçîêñèðèáîíóêëåîòèä, êîìïëåìåíòàðíûé îáëàñòè 950-981-ãî íò ÐÍÊ ÕÂÊ. 
Äëÿ àìïëèôèêàöèè 5´-êîíöåâîãî ðàéîíà ÐÍÊ ÕÂÊ ìåòîäîì ÏÖÐ èñïîëüçî-
âàëè ïðÿìîé è îáðàòíûé ïðàéìåðû, ñîîòâåòñòâóþùèå ó÷àñòêàì 21-40-é è 
950-981-é íò ÐÍÊ ÕÂÊ. Îæèäàåìûé ïðîäóêò àìïëèôèêàöèè (ñì. ðèñ. 3, Á) 
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áûë ïîëó÷åí íà îñíîâå áîëüøèíñòâà ôðàãìåíòîâ (ñì. ðèñ. 3, äîðîæêè 2-8). 
Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâèë ôðàãìåíò ÐÍÊ, äëèíà êîòîðîãî ñîãëàñíî ìàðêåðàì 
ìåíüøå 876 íò (ñì. ðèñ. 3, À, äîðîæêà 9), òî åñòü ó íåãî îòñóòñòâóåò îáëàñòü 
ñâÿçûâàíèÿ ñ îáðàòíûì ïðàéìåðîì, ñîîòâåòñòâóþùèì îáëàñòè 950-981-ãî íò 
ÐÍÊ ÕÂÊ. Òàêèì îáðàçîì, â ñîñòàâå ÂÏ× ÐÍÊ ïðåäñòàâëåíà 5´-êîíöåâûìè 
ôðàãìåíòàìè ãåíîìà ÕÂÊ. Ýòî ïîäòâåðæäàåò, ÷òî èíèöèàöèÿ ñáîðêè âèðèîíà 
ïðîèñõîäèò íà 5´-êîíöå ìîëåêóëû ÐÍÊ è ïðîäîëæàåòñÿ êîîïåðàòèâíî â íà-
ïðàâëåíèè îò 5´- ê 3´-êîíöó ìîëåêóëû. 

Ðèñ. 3. Àíàëèç ôðàãìåíòîâ ÐÍÊ Õ-
âèðóñà êàðòîôåëÿ (ÕÂÊ), âûäåëåííûõ 
èç ðåêîíñòðóèðîâàííûõ in vitro âèðóñî-
ïîäîáíûõ ÷àñòèö (ÂÏ×) ðàçíîé äëè-
íû ïîñëå îáðàáîòêè ïîñëåäíèõ ìèêðî-
êîêêîâîé íóêëåàçîé: À — ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå, Á — ÏÖÐ ñ îá-
ðàòíîé òðàíñêðèïöèåé (ÎÒ-ÏÖÐ) ñîîò-
âåòñòâóþùèõ èíäèâèäóàëüíûõ ôðàã-
ìåíòîâ ÐÍÊ; 1 — íàáîð ôðàãìåíòîâ 
ÐÍÊ, âûäåëåííûé èç ÂÏ× (À), 2-9 —
èíäèâèäóàëüíûå ôðàãìåíòû ÐÍÊ, 10 —
òÐÍÊ, èñïîëüçîâàííàÿ â êà÷åñòâå ñî-
îñàäèòåëÿ (À); Ì — ìàðêåðû ìîëåêó-
ëÿðíîé ìàññû ÄÍÊ (Á). Ñòðåëêàìè
îòìå÷åíû ìàðêåðû äëèíû ÐÍÊ, íò (À) 
è ÄÍÊ, ï.í. (Á). Ýëåêòðîôîðåç â 1 % 
àãàðîçíîì ãåëå, îêðàøèâàíèå áðîìè-
ñòûì ýòèäèåì. Ïðè ÎÒ-ÏÖÐ èñïîëü-
çîâàëè ïðÿìîé è îáðàòíûé ïðàéìåðû, 
êîìïëåìåíòàðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì 
íóêëåîòèäîâ ÐÍÊ ÕÂÊ â ïîëîæåíèè 
ñîîòâåòñòâåííî 21-40 è 950-981.  

Ðàíåå S.J. Kwon ñ ñî-
àâò. (7), èñïîëüçóÿ ìåòîä SE-
LEX, âûäåëèëè ðÿä ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé ÐÍÊ, èìåþùèõ
íàèáîëüøåå ñðîäñòâî ñ ÁÎ
ÕÂÊ. Ïðè êîìïüþòåðíîì ìî-

äåëèðîâàíèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîëó÷åííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñïîñîá-
íû îáðàçîâûâàòü èäåíòè÷íûå ïî ñòðóêòóðå øïèëüêè. Ìû ïðåäïîëîæèëè, 
÷òî àíàëîãè÷íûå øïèëüêè ìîãóò ðàñïîëàãàòüñÿ âäîëü âñåé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ãåíîìíîé ÐÍÊ ÕÂÊ è âëèÿòü íà âçàèìîäåéñòâèå ÁÎ ñ ÐÍÊ. 

Êîìïüþòåðíûé àíàëèç âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ÐÍÊ ÕÂÊ â ðàéîíàõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ 3´-êîíöàì èíäèâèäóàëüíûõ 
ôðàãìåíòîâ ÐÍÊ, âûäåëåííûõ èç ÂÏ× ðàçíîé äëèíû, âûÿâèë âîçìîæíîñòü 
ôîðìèðîâàíèÿ ïîäîáíûõ ÐÍÊ-øïèëåê. Íà ðèñóíêå 4 ïðåäñòàâëåíû øïèëå÷-
íûå ñòðóêòóðû, êîòîðûå ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü íà 3´-êîíöå èíäèâèäóàëüíûõ 
ôðàãìåíòîâ (ñì. ðèñ. 3) 1100, 2700, 5200 è 5700 íò, ðàññ÷èòàííîé íà îñíîâàíèè 
ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ÂÏ× ïî äëèíå (ñì. ðèñ. 2, Â). Âåðîÿòíîñòü îáðà-
çîâàíèÿ òàêèõ ÐÍÊ-øïèëåê áûëà ïîêàçàíà è äëÿ èíäèâèäóàëüíûõ ôðàãìåíòîâ 
äðóãîé äëèíû (800, 2000, 3700 è 4500 íò, äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). 

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îáíàðóæåííûå íàìè øïèëüêè âûïîë-
íÿþò ðîëü «ñòîï-ñèãíàëîâ», ïðåïÿòñòâóþùèõ êîîïåðàòèâíîé ñáîðêå ÂÏ×. 
Ðàíåå ñîîáùàëîñü, ÷òî ÁÎ ïîòåêñâèðóñîâ îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ ïëàâèòü 
âòîðè÷íóþ ñòðóêòóðó ÐÍÊ (15). Äëÿ ïðåîäîëåíèÿ ñòîï-ñèãíàëîâ ÁÎ äîë-
æåí çàäåðæàòüñÿ íà òàêîì ó÷àñòêå ÐÍÊ, ðàñïëàâèòü øïèëüêó, è òîëüêî 
ïîñëå ýòîãî áóäåò ïðîäîëæåí ïðîöåññ ñáîðêè âèðèîíà.  
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Ðèñ. 4. Ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå ïðåäïîëàãàåìîé âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû íà 3´-êîíöåâûõ ó÷àñò-
êàõ ôðàãìåíòîâ ÐÍÊ X-âèðóñà êàðòîôåëÿ, âûäåëåííûõ èç âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèö ðàçíîé äëè-
íû: à — 1078-1117 íò, á — 2705-2757 íò, â — 5125-5183 íò, ã — 5730-5792 íò. Ãðàäàöèè ñåðî-
ãî öâåòà îòðàæàþò ñèëó âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó íóêëåîòèäàìè. Èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷åíû ñ ïî-
ìîùüþ The mfold Web Server (http://mfold.rit.albany.edu/). 

Èòàê, ïîêàçàíî, ÷òî ïðè èíêóáàöèè ÐÍÊ Õ-âèðóñà êàðòîôåëÿ 
(ÕÂÊ) ñ áåëêîì îáîëî÷êè (ÁÎ) ÕÂÊ â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ (èîííàÿ ñèëà, 
ðÍ) îáðàçóåòñÿ îäèí è òîò æå íàáîð âèðóñîïîäîáíûõ ÷àñòèö (ÂÏ×) äèñ-
êðåòíîãî ðàçìåðà. Îäíàêî êîëè÷åñòâî òàêèõ ÂÏ× ìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè 
îò óñëîâèé èíêóáàöèè. Ìàêñèìàëüíî ýôôåêòèâíîé ñáîðêè (ÂÏ× ïðèáëè-
æàëèñü ïî ðàçìåðàì ê íàòèâíîìó âèðèîíó) óäàëîñü äîñòèãíóòü â áóôåðå ñ 
íèçêîé èîííîé ñèëîé ïðè ðÍ 8,5. Èç ÂÏ× âûäåëåíû ó÷àñòêè ÐÍÊ, çà-
ùèùåííûå áåëêîâîé ñïèðàëüþ. Ïîêàçàíî, ÷òî âñå îíè — 5´-êîíöåâûå 
ôðàãìåíòû ãåíîìíîé ÐÍÊ, èìåþùèå ðàçíóþ äëèíó. Ïîëó÷åíû äîïîëíè-
òåëüíûå äîêàçàòåëüñòâà òîãî, ÷òî ñáîðêà âèðèîíîâ ÕÂÊ èíèöèèðóåòñÿ íà 
5´-êîíöå ÐÍÊ è êîîïåðàòèâíî ïðîäîëæàåòñÿ ïî íàïðàâëåíèþ îò 5´- ê 3´-
êîíöó ìîëåêóëû. Ïðè àíàëèçå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ôðàãìåí-
òîâ ÐÍÊ, âûäåëåííûõ èç ÂÏ× â ðàéîíàõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ 3´-êîíöó ìî-
ëåêóëû, îáíàðóæåíû ó÷àñòêè, ãäå âîçìîæíî ôîðìèðîâàíèå ÐÍÊ-øïèëåê, 
êîòîðûå ìîãóò èãðàòü ðîëü ñòîï-ñèãíàëîâ, ïðåïÿòñòâóþùèõ íåïðåðûâ-
íîé êîîïåðàòèâíîé ñáîðêå ÂÏ×. Âåðîÿòíî, èçìåíåíèå óñëîâèé èíêóáà-
öèè âëèÿåò íà ñïîñîáíîñòü ÁÎ ïëàâèòü è ïðåîäîëåâàòü ÐÍÊ-øïèëüêè.  
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A b s t r a c t  

Potato virus X (Potexvirus) is an important pathogen of number of economically significant 
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agricultural plants of the Solanaceae family. Potato virus X (PVX) virions are flexible filamentous 
particles 515 nm in length and 13.5 nm in diameter with a helical structure. PVX genome consists of 
a single-stranded RNA (6435 nucleotides) which is capped and polyadenylated. The study of various 
stages of the infection process of plant viruses during infection, including the assembly of viral 
particles is of great practical interest. Identification of these mechanisms can be the basis for 
developing new approaches in virus-free crop production. Herein, the initial stages of potato virus X 
(PVX) virion assembly were examined on the example of virus-like particles (VLPs) produced by 
incubation of  PVX RNA with PVX coat protein (CP) in vitro. The formation of identical set of 
VLP with discrete size under different incubation conditions (ionic strength, pH) was shown. 
However, the amount of VLP of a different size changes depending on incubation conditions. Most 
efficient VLP similar to the native virion size assembly has been achieved in a buffer of low ionic 
strength at pH 8.5. PVX RNA fragments from 800 to 5700 nt in length which were protected by coat 
protein within VLPs were isolated. Their individual analysis confirmed that all of them represent the 
5´-terminal fragments of the genomic PVX RNA of different lengths. Thus, it was revealed that 
RNAs within VLP are genomic RNA 5´-terminal fragments of different lengths. PVX virions 
assembly initiation at the RNA 5´-end which is cooperatively extending in the 5´- to 3´-end direction 
was confirmed. Nucleotide sequence analysis of RNA fragments isolated from VLP of different sizes 
showed that sites capable to form RNA hairpins were discovered near the RNA 3´-end. They could 
act as «stop-signals» that prevent CP and RNA interaction and continuous cooperative assembling 
PVX VLP and virions. Probably, CP could «melt» RNA hairpins more or less efficiently and 
overcome «stop-signals» during the viral particles formation, depending on the conditions of 
incubation with the RNA in vitro. 

 

Êeywords: plant viruses, potato virus X, virus-like particles, RNA, coat protein, virion assambly. 
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