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Методы криоэлектронной микроскопии незаменимы в области структурных исследова-
ний оболочечных вирусов – опасных патогенов человека и животных, но требуют высо-
коспециализированного оборудования, а также тщательной пробоподготовки. В настоя-
щей работе использованы возможности просвечивающего электронного микроскопа 
JEOL JEM-2100, дополненного скрининговым держателем, и представлены предвари-
тельные данные криоэлектронной микроскопии для штаммов вирусов гриппа A и B, 
а  также SARS-CoV-2, инактивированного бета-пропиолактоном. Анализ изображений 
позволяет: (1) отличить «пустые» вирусные частицы от «полных» (содержащих нуклео-
капсид); (2) визуализовать липидный бислой оболочки вириона; (3) у вирионов вируса 
гриппа идентифицировать поверхностные антигены и слой белка М1 в комплексе с вну-
тренним монослоем липидной мембраны; (4) различить S-шипы разной морфологии на 
поверхности инактивированных вирионов SARS-CoV-2. Разработанный подход обеспе-
чивает хорошее качество изображений для исследований как фундаментального, так 
и прикладного характера. 
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Среди оболочечных РНК-содержащих виру-
сов много опасных патогенов человека и живот-
ных. Вирусы гриппа принадлежат к семейству 
Orthomyxoviridae. Наибольшее значение для эпи-
демиологического процесса в человеческой попу-
ляции играют штаммы вируса гриппа А и В.  
Геном представлен восемью сегментами (-)РНК 
в комплексе с нуклеопротеином и белками поли-
меразного комплекса. В липопротеиновую обо-
лочку, окружающую нуклеокапсид, интегрирова-
ны три трансмембранных вирусных белка: 
мажорный гемагглютинин (НА), формирующий 
гомотримерные цилиндрообразные «шипы»; ме-
нее представленная нейраминидаза (NA) – тетра-
мерные структуры с гибкой тонкой ножкой 
и  большой «головой»; минорный белок М2. Ос-
новной структурный белок вириона М1 образует 

матриксный слой, по разным гипотезам либо  
примыкающий к липидной мембране вириона  
изнутри, либо частично в нее интегрирован-
ный  [1,  2]. Морфология вирионов вируса гриппа 
полиморфна. Помимо сферических и эллипсоид-
ных, в вирусной суспензии (чаще в первичных 
изолятах, реже в лабораторных штаммах) могут 
присутствовать филаментозные частицы, длина 
которых превосходит ширину в 3–4 раза и бо-
лее [3]. Такие частицы обладают преимуществами 
при инфицировании верхних дыхательных путей. 

Вирус SARS-CoV-2, вызвавший крупнейшую 
пандемию XXI века, принадлежит к семейству 
Coronaviridae и имеет несегментированный (+)
РНК-геном. Поверхностный антиген коронавиру-
са – S-белок – встроен в оболочку вириона по-
средством трансмембранного домена. М-белок 
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имеет трансмембранные домены и не образует ма-
триксный слой под мембраной. После контакта 
с рецептором гомотримерные S-шипы перестраи-
ваются, запуская процесс слияния мембран, обе-
спечивающий проникновение вирусного генома 
в  цитоплазму клетки [4]. Особенность S-шипов, 
в  отличие от НА вируса гриппа (обусловлен- 
ная особенностями жизненного цикла вируса)  
заключается в том, что S-шипы даже при физио-
логическом рН = 7,4 могут довольно легко деста-
билизироваться [5]. «Преждевременный» переход 
спайков из префузионной в постфузионную кон-
формацию в составе вакцинных препаратов может 
не только приводить к снижению выработки ней-
трализующих антител, но и вызывать крайне 
опасное явление антител-зависимого усиления 
инфекции (АЗУИ) [6]. Ранее было высказано 
предположение, что нежелательное воздействие 
на конформацию S-шипов оказывает бета-пропи-
олактон – реагент, используемый в производстве 
инактивированных вакцин [7].

Методы криоэлектронной микроскопии  
(криоЭМ) и томографии (криоЭТ) на сегодняш-
ний день являются ведущими в структурной  
биологии оболочечных вирусов [2, 3, 7, 8]. Нега-
тивное контрастирование препаратов может при-
водить к искажению формы вирионов из-за по-
верхностного натяжения при высушивании на 
сетке. КриоЭМ позволяет избегать таких побоч-
ных эффектов и  выявляет тонкую внутреннюю 
структуру вириона. Однако для исследований тре-
буется высокоспециализированное дорогостоящее 
оборудование и тщательная пробоподготовка. 
В  настоящей работе мы использовали модельные 
объекты – вирусы гриппа A, B и SARS-CoV-2, 
инактивированный бета-пропиолактоном, с це-
лью оптимизации условий приготовления препа-
ратов и получения предварительных данных 
о морфологии и структуре вирионов на базе про-
свечивающего электронного микроскопа, допол-
ненного скрининговым держателем. 

Материалы и методы
Лабораторный штамм вируса гриппа A/Пуэр-

то-Рико/8/34 (H1N1) и референсный штамм  
B/Пхукет/3073/13 («Ямагатская» эволюционная 
линия) выращивали в аллантоисной полости 
10-дневных куриных эмбрионов при 37°C (48 ч) 
и 34°C (72 ч) соответственно. Аллантоисную жид-
кость освобождали от фрагментов клеток («освет-
ляли») низкоскоростным центрифугированием, 
вирусную суспензию осаждали на ультрацентри-
фуге Beckman (ротор JA-25.50, 23500 об./мин, 
75 мин, 4°C), осадок вируса суспендировали в бу-
фере STE (100 мМ NaCl, 10 мМ Трис-НСl, 1 мМ 
ЭДТА, рН = 7,4) и очищали через 20%-ную (w/v) 
сахарозу в STE (ротор SW41, 24000 об./мин, 
90  мин, 4°C). Осадок суспендировали в буфере 
STE до концентрации ~4–5 мг/мл по белку.

Штамм коронавируса hCoV-19/Russia/
Moscow-PMVL-12/2020 (EPI_ISL_572398) пасси-
ровали в клетках перевиваемой линии Vero-Е6. 
Вирус культивировали в течение 96 ч при 37°C 
в атмосфере 5% CO2, контролируя лизис клеток, 
«осветляли» при 6000 об./мин (40 мин, 4°C) 
и  очищали на ультрацентрифуге через 20%-ную 
(w/v) сахарозу в фосфатно-солевом буфере 
(рН = 7,4) (ротор Beckman SW28, 28000 об./мин, 
90 мин, 4°C). Очищенный вирус в фосфатно-со-
левом буфере инактивировали бета-пропиолак-
тоном (AlfaAesar/Thermo Fisher Scientific, CAS 
57-57-8; 1:1000) и пропускали через фильтры 
Amicon Ultra 100 до достижения концентрации 
вируса ~1–3 мг/мл по белку.

Препарат (3 мкл) наносили на медные сеточ-
ки с дырчатой углеродной подложкой Lacey 
(TedPella, США), предварительно обработан- 
ные тлеющим разрядом в установке EasyGlow 
(TedPella, США). При нанесении препарат под-
держивался при температуре 4°C в атмосфере 
с  относительной влажностью 95%. Заморозка 
в жидком этане выполнена на установке EM GP2 
(Leica Microsystems, Германия).

КриоЭМ-анализ проводили на микроскопе 
JEM-2100 (JEOL, Япония) с ускоряющим  
напряжением 200 кВ и источником LaB6. Изо-
бражения получены с помощью детектора пря-
мого обнаружения электронов DE-20 (Direct 
Electron, США) и  криотрансферного держателя 
Gatan Elsa. Исследования проводились на базе 
центра коллективного пользования «Электрон-
ная микроскопия в науках о жизни» при  
Московском государственном университете 
(Уникальная научная установка «Трехмерная 
электронная микроскопия и спектроскопия»,  
ID RFMEFI61919X0014).

Результаты и обсуждение
На рис. 1 представлены данные криоЭМ-

анализа штаммов A/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1) 
(А) и  B/Пхукет/3073/13 (Б). Обе популяции ви-
руса преимущественно включали сферические 
или овальные частицы, со средним диаметром 
80–120  нм. В препаратах лабораторного штамма 
A/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1) изредка встреча-
лись филаментозные частицы, что согласуется 
с данными Фуджиеши [2].

На поверхности вирионов вируса гриппа 
видна плотная «шуба» шипов гликопротенов 
(рис. 1А, Б), среди которых легко идентифициро-
вать цилиндрообразные гомотримерные структу-
ры НА, собранные в кластеры (рис. 1А, Б – чер-
ные стрелки; В, Г – контур). Можно также 
предположить наличие единичных тонких шипов 
нейраминидазы (рис. 1А, Б, белые стрелки) 
и  «смешанных» кластеров НА и NA (рис. 1А, Б, 
белые дуги). Однако убедительно шипы NA визу-
ализуются только методами криоЭТ [3]. 
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Рис. 1. КриоЭМ анализ вируса гриппа штаммов A/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1) (А; В) и B/Пхукет/3073/13 (Б; Г). В, Г – увеличен-
ные фрагменты, выделенные рамками на панелях А и Б соответственно. Черные стрелки – гемагглютинин (НА); белые стрел-
ки – предположительно нейраминидаза (NA); белые дуги – смешанные кластеры HA и NA; черная дуга – шипы гликопротеи-
нов отсутствуют; звездочка – дефектная вирусная частица; белые наконечники стрел – слой белка М1 вместе с внутренним 
монослоем липидной мембраны; черные наконечники стрел – бислойная липидная мембрана в отсутствие белка М1. Вспомога-
тельным контуром на панелях В, Г выделены гомотримерные «шипы» НА. Масштабный штрих: 100 нм (А, Б), 50 нм (В, Г).
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У большинства вирионов вируса гриппа видна 
типичная слоистая структура матрикса на вну-
тренней стороне мембраны [2]: внутренний ли-
пидный монослой «сливается» со слоем белка М1, 
и лишь внешний липидный монослой ярко очер-
чен. Толщина оболочки (измеренная от наружно-
го контура липидного монослоя до внутреннего 

контура матрикса) составляет ~10–11 Å, что мень-
ше, чем сумма длины оси молекулы М1 (по дан-
ным мало-углового рентгеновского рассеяния, 
МУРР, в среднем ~10–11 нм [9]) и толщины ли-
пидного бислоя (~4 нм). Даже в случае наклона 
глобулы М1 в составе вирусной оболочки эти пара-
метры указывают на крайне вероятное частичное 

Рис. 2. КриоЭМ анализ коронавируса штамма hCoV-19/Russia/Moscow-PMVL-12/2020 (EPI_ISL_572398), инактивированного 
бета-пропиолактоном. А–Г – микрофотографии вирионов; Д – увеличенный фрагмент, выделенный рамкой на панели В. Бе-
лые наконечники стрел – шипы S-белка предположительно в префузионной конформации (flail-like); белые стрелки – шипы 
S-белка предположительно в постфузионной конформации (needle-like). Вспомогательными контурами на панели Д выделены 
S-шипы в конформации «пре-фьюжен» (желтый) и «пост-фьюжен» (розовый). Масштабный штрих: 100 нм (А–Г), 50 нм (Д).
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интегрирование М1 в липидную мембрану. Ранее 
такой же вывод был нами сделан на основании 
данных МУРР белка М1 после инкубации с липо-
сомами [10]. 

У некоторых вирионов в матриксном слое об-
наруживаются «пробелы», или он вовсе отсутству-
ет (рис. 1А). Такие дефектные частицы наглядно 
демонстрируют структурную и функциональную 
роль М1-белка – «связующего звена» между по-
верхностными гликопротеинами, мембраной 
и  нуклеокапсидом [1]. В зонах, где отсутствует 
М1, хорошо визуализуется двойной контур липид-
ного бислоя, шипов меньше, а нуклеокапсид за-
полняет не весь внутренний объем. 

На рис. 2 (А–Г) представлены изображения 
вирионов SARS-CoV. По сравнению с «шубой» 
шипов на поверхности вирионов вируса гриппа, 
спайки коронавируса немного длиннее и располо-
жены в среднем гораздо реже. Липидный бислой, 
в отличие от типичных вирионов вируса гриппа, 
у  SARS-CoV-2 всегда визуализуется как четкая 
двойная линия, что согласуется с отсутствием ма-
триксного слоя у коронавирусов. 

Анализ криоизображений позволяет выявить 
S-шипы различной морфологии: крупные треу-
гольные и более тонкие структуры (рис. 2В, Д).  
Ранее в препаратах вирионов, инактивированных 
бета-пропиолактоном, после негативного контра-
стирования мы наблюдали шипы треугольной фор-
мы (flail-like), что указывало на нативную конфор-
мацию «pre-fusion», но встречались также шипы 
в виде «иголок» (needle-like) – по-видимому, в кон-
формации «post-fusion» [11]. В отличие от бета-про-
пиолактона, другие инактивирующие агенты (па-
раформальдегид, ультрафиолетовое излучение) не 
вызывали существенного изменения морфологии 
S-шипов [11, 12]. Мы полагаем, что последующий 
детальный 2D-анализ формы шипов на криоЭМ 
изображениях с помощью специализированных 

пакетов программ (single particle analysis) поможет 
более достоверно различить конформации и прове-
сти их статистическую обработку, что представля-
ется перспективным для контроля качества разра-
батываемых инактивированных коронавирусных 
вакцин.

Заключение
Нативная морфология и структура вирионов 

оболочечных вирусов разных семейств изучена «в 
первом приближении» с помощью простейшего 
варианта криоЭМ – на просвечивающем микро-
скопе, усиленном дополнительными возможно-
стями скринингового держателя. Мы смогли 
(1) отличить «пустые» вирусные частицы от «пол-
ных» (содержащих нуклеокапсид); (2) визуализо-
вать липидный бислой оболочки вириона; (3) у ви-
рионов вируса гриппа идентифицировать шипы 
гликопротеинов и матриксный слой – М1-белок 
в  комплексе с внутренний монослоем липидной 
мембраны; (4) различить у вирионов SARS-CoV-2 
шипы S-белка разной морфологии, предположи-
тельно находящихся в префузионной или постфу-
зионной конформации. Таким образом, качество 
изображений вирионов в целом сопоставимо с дан-
ными криоЭМ, полученными на высоко специали-
зированном оборудовании, хотя, безусловно, гиб-
кие структуры (например, шипы NA вируса 
гриппа) требуют криоЭТ-анализа [2, 3, 7]. Приме-
ненный подход целесообразно использовать для 
отработки протоколов пробоподготовки и получе-
ния предварительных данных криоЭМ.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского фонда фундаментальных исследо-
ваний (проект № 20-54-14006). Исследования 
проведены без использования животных и без 
привлечения людей в качестве испытуемых. Авто-
ры заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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Cryo-electron microscopy of enveloped viruses 
using upgraded transmission electron microscope:  
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Cryo-electron microscopy (cryo-EM) is indispensable for the structural studies of enveloped 
viruses – dangerous pathogens of humans and animals. Yet, it requires highly specialized 
equipment as well as careful sample preparation. In this work, the capabilities of transmission 
electron microscope JEOL JEM-2100 equipped with cryo-transfer holder are used, and 
preliminary cryo-EM data for influenza A and B virus strains and SARS-CoV-2 inactivated with 
beta-propiolactone are presented. Image analysis allows: (1) to distinguish “empty” viral 
particles from “full” ones (containing nucleocapsid); (2) to visualize the lipid bilayer of the viral 
envelope; (3) identify influenza virus surface antigens and the M1 protein layer combined with 
the inner lipid monolayer; (4) distinguish different morphology of S-spikes on the surface of 
inactivated SARS-CoV-2 virions. The developed approach provides good image quality for both 
fundamental and applied research.

Keywords: influenza A and B viruses, hemagglutinin, matrix M1 protein, SARS-CoV-2, S-protein, 
beta-propiolactone, cryo-EM 
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