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Разработан бездетергентный протокол очистки префузионного S-белка коронавируса 
с использованием сополимера стирола и малеиновой кислоты (styrene maleic anhydride, 
SMA). Экспрессия S-белка осуществлялась в клетках HEK293T. Для очистки и подго-
товки к микроскопированию S-белка использовали два способа солюбилизации: в де-
тергенте NP-40 и в составе SMA. Полученные препараты были исследованы в электрон-
ном микроскопе, частицы очищенных S-белков были классифицированы. Анализ 
двумерных проекций частиц показал, что применение липодисков для солюбилизации 
приводит к меньшей подвижности очищенного белка на подложке, по сравнению с бел-
ком в детергенте, что в дальнейшем может способствовать получению более высоких 
разрешений при изучении структуры мембранных белков. 
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Введение
Вирус SARS-CoV-2, появившись в 2019 г., 

продолжает эволюционировать, возникают его 
новые штаммы, способные избегать антител [1], 
выработанных как во время болезни, так и в ответ 
на вакцинацию и при применении лекарственных 
препаратов на их основе [2]. 

Гликозилированный мембранный S-белок ви-
руса, который располагается на поверхности обо-
лочки вируса в виде тримера, состоит из эктодо-
мена, трансмембранного домена (transmembrane 
domain, TM) и короткого внутриклеточного цито-
плазматического фрагмента (C-terminal domain, 
CTD). Эктодомен в свою очередь включает  
сигнальный пептид (аминокислоты 1–13), 
N-концевой домен, а также субъединицы S1 и S2, 
между которыми находится сайт расщепления  
фурином. В соcтав субъединицы S1 входит  
рецептор-связывающий домен (receptor-binding 
domain, RBD), который и опосредует проникно-
вение вируса в клетки при взаимодействии с ре-
цепторами ангиотензинпревращающего фермента 

2 (angiotensin-converting enzyme 2, ACE2) [3]. Свя-
зывание рецептора дестабилизирует S-белок, на-
ходящийся в префузионной конформации, что 
приводит к отщеплению субъединицы S1 и пере-
ходу субъединицы S2 в стабильную постфузион-
ную конформацию [4]. 

В нативных условиях мембранные S-белки 
встроены в липидный бислой, окружающий ну-
клеокапсид, участвующий в поддержании ста-
бильности их структуры [5]. Недавно структура 
нативного полноразмерного S-белка была получе-
на с низким разрешением в составе вирусной 
мембраны методом электронной томографии, 
была продемонстрирована гибкость участка, сое-
диняющего эктодомен с ТМ [6]. Однако для более 
подробных структурных и функциональных ис-
следований S-белки приходится изолировать от 
липидной мембраны, сохраняя при этом их  
стабильность и активность. Эта задача требует  
специальных подходов, позволяющих сохранить 
конформацию белка близкой к нативной [7]. В на-
стоящее время существует множество способов 
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солюбилизации мембранных белков. Классиче-
ский метод – использование детергентов [8]. Од-
нако при этом некоторые мембранные белки под-
вергаются деградации или утрачивают свою 
функцию при включении в мицеллы детерген-
тов  [9]. В последнее время активно начали ис-
пользоваться подходы, включающие замену детер-
гентов стабилизирующими агентами, такими как 
амфиполы [10], бицеллы и липидные везику-
лы [11], нанодиски [12], что способствует выделе-
нию мембранных белков в комплексе с липидами 
или позволяет смоделировать липидное окруже-
ние изучаемого белка. Особо стоит отметить ис-
пользование для этих целей сополимера стирола 
и  малеиновой кислоты (styrene maleic anhydride, 
SMA), образующих т.н. липодиски [7, 13]. В отли-
чие от детергентов, которые, удаляют большую 
часть липидов в непосредственной близости от 
мембранного белка, SMA позволяет выделять бел-
ки, сохраняя часть мембранного окружения [14]. 
В  ходе данной работы мы разработали протокол 
для очистки полноразмерного S-белка коронови-
руса с помощью SMA. 

Материалы и методы
Конструкция плазмиды. В работе была  

использована плазмида pcDNA3.1-SARS2-Spike 
(Addgene plasmid #145032), кодирующая ген пол-
норазмерного S-белка с С9-тагом на С-конце 
(GenBank: QHD43416.1, штамм Wuhan-Hu-1) 
(рис. 1). Для выделения белка с применением аф-
финной хроматографии в последовательность 
данной плазмиды были внесены следующие изме-
нения: аффинный C9-таг был заменен на 1D4-таг, 
который располагается также на С-конце после-
довательности. Правильность внесенных измене-
ний и отсутствие нуклеотидных замен в последо-
вательности полноразмерного S-белка были 
проверены секвенированием. Плазмиду нараба-
тывали в штамме Escherichia coli XL10. Для выде-
ления плазмидной ДНК использовали коммерче-
ский набор Maxiprep (Quagen, Германия).

Экспрессия белка. Для тpанзиентной экспрес-
сии полноразмерного гликозилированного S-белка 
SARS-Cov-2 использовали линию эукариотических 
клеток HEK293T. Клетки культивировали с исполь-
зованием питательной среды DMEM (ПанЭко, 
 Россия) с высоким содержанием глюкозы, с добав-
лением 10% эмбриональной бычьей сыворотки 
(HyClone, США). Клетки трансформировали каль-
ций-фосфатным методом с использованием плаз-
миды pcDNA3.1-SARS2-Spike. После трансфекции 
клетки культивировали в течение 72 ч при 37°С 

и  уровне СО2 5%. В дальнейшем вcе пpоцедуpы 
проводили на льду или при 4°C в пpиcутcтвии 
ингибитоpов пpотеаз PIC (Roche, Германия). 

Иммуноокрашивание эукариотических клеток 
антителами. Иммуноокрашивание проводили че-
рез 72 ч после трансфекции по протоколу, описан-
ному на сайте Abcam (https://www.abcam.com/kits/
immunostaining-in-ihc). В качестве первичных ан-
тител использовали моноклональные антитела 
против 1D4-тага (ab98887 Abcam, США) и RBD 
(PA-114451, Invitrogen, Тайвань). Все первичные 
антитела использовались в разведении 1:500. В ка-
честве проявляющих применяли антитела, конъю-
гированные с красителями Alexa488 или Alexa555. 
Ядра окрашивали красителем DAPI. Регистрацию 
флуоресцентного сигнала проводили на микро-
скопе Axio lab.A1 (Zeiss, Германия).

Солюбилизация и очистка S-белка с использова-
нием детергента NP-40. К клеткам HEK293T,  
экспрессирующим S-белок, добавляли лизирую-
щий буфер А (около 5 мл буфера на 1 г клеточного 
осадка), содержащий 100мМ Трис-HCl pH 8,0; 
50 мМ NaCl; 1 мМ ЭДТА; 1% NP-40 и ингибиторы 
протеаз. Лизирование и солюбилизацию проводи-
ли в течение 1 ч на льду. Далее отделяли ядерную 
фракцию центрифугированием при 1000g в тече-
ние 10 мин при +4°С. Супернатант отбирали в чи-
стую пробирку и проводили солюбилизацию в 1% 
NP-40 в течение 2–3 ч на льду.

Очиcтку белка пpоводили c помощью аффин-
ной xpоматогpафии на активиpованной N-гидро-
ксисукцинимидом агаpозе (NHS Act Sepharose® 4 
Fast Flow, Cytiva) с конъюгированными 1D4 анти-
телами по протоколу, описанному ранее [14].  
Образцы элюций отбирали для анализа методом 
иммуноблотинга.

Иммуноблоттинг. После электрофореза гель 
инкубировали в Semi-dry Transfer Buffer (48 мМ 
Трис, 39 мМ глицин, 20% этанол) на качалке в те-
чение 15 мин. Отдельно инкубировали нитроцел-
люлозную мембрану и ватман в том же буфере. 
Перенос проводили на приборе Trans-Blot Turbo 
Transfer System (Bio-Rad, США), используя следу-
ющие характеристики – время переноса 45 мин, 
1  А, 25 V. После переноса мембрану окрашивали 
пунцовым красным, после чего отмывали фосфат-
но-солевым буфером (phosphate-buffered saline, 
PBS). Далее проводили блокирование в забивоч-
ном буфере (5% бычьего сывороточного альбуми-
на в PBST – PBS с Tween 20) в течение 1 ч при 
комнатной температуре на качалке, после чего 
мембрану промывали буфером PBST 3 × 1 мин. 
Далее производили окрашивание первичными  

Рис. 1. Схема генетической конструкции, кодирующей S-белок. 

https://www.abcam.com/kits/immunostaining-in-ihc
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антителами в течение 1 ч при комнатной темпера-
туре. Окрашивание вторичными антителами также 
проводили в течение 1 ч при комнатной температу-
ре. Мембрану отмывали сначала 3 раза в  PBST, 
а затем 1 раз в PBS. Далее мембрану инкубировали 
в растворе для проявки (1706431, Bio-Rad, США) 
в течение 5 мин. Регистрацию хемилюминесцент-
ного сигнала производилась на ChemiDoc XRS+ 
с  использованием программного обеспечения 
ImageLab (BioRad, США).

Выделение мембранной фракции, солюбилизация 
и очистка S-белка с использованием SMA. Клетки 
размораживали на льду, после чего ресуспензиро-
вали в буфере A с добавлением ингибиторов про-
теаз. Для эффективного лизиса, клетки инкубиро-
вали в буфере A в течение 1–2 ч и прогоняли через 
иглу 29G. Далее осаждали ядерную фракцию цен-
трифугированием на 1000g при +4°С в течении 
10 мин. Солюбилизацию супернатанта проводили 
в 2,5% SMA (SMALP200, Orbiscope, Нидерланды) 
в течение 2–3 ч на качалке при +4°С. Для отделе-
ния солюбилизированной фракции проводили 
центрифугирование при 100000g 10 мин. Суперна-
тант связывали с аффинной смолой в течение 
ночи. Не связавшийся образец собирали в отдель-
ную пробирку, а смолу промывали трижды буфе-
ром А с добавлением ингибиторов протеаз. Элюи-
рование буфером, содержащим 500 мМ 1D4 
пептида (16201, CubeBiotech, США) и ингибиторы 
протеаз в буфере А, проводили в течение 1 ч на ка-
чалке при +4°С.

Электронная микроскопия. Образцы очищен-
ного белка (3 мкл) наносили на гидрофилизиро-
ванные в приборе (PELCO easiGlow™) медные 
сетки, покрытые подложкой из формвара стаби-
лизированной углеродом (300 mesh формвар/угле-
родное покрытие) (Ted Pella, США). Анализ сеток 
с полученными образцами производился с ис-

пользованием аналитического просвечивающего 
электронного микроскопа Jem2100 (JEOL, Япо-
ния) при ускоряющем напряжении 200 кВ. Размер 
микрографий составлял 4864 × 3648 пикселей, 
разрешение – 1,9 Å/пикс.

Анализ изображений. Сбор частиц S-белка  
производили в полуавтоматическом режиме c ис-
пользованием нейронной сети в программе 
crYOLO  [24]. Координаты частиц импортировали 
в CryoSparc [15], где проводилась двумерная клас-
сификация. После этапа 2D-классификации про-
изводили отбор классовых сумм, содержащих про-
екции целевых белков. 

Результаты и обсуждение
Очистка S-белка коронавируса SARS-CoV-2  

в  детергенте и SMA. Клеточную линию HEK293T 
трансфицировали плазмидой, кодирующей ген 
полноразмерного S-белка. Эффективность транс-
фекции оценивали методом иммуноокрашивания 
клеток с использованием антител к аффинному 
тагу (1D4). Эффективность трансфекции составила 
около 80%. Очистку S-белка проводили в соответ-
ствии с двумя протоколами (см. материалы и мето-
ды). Результативность очистки белка подтверждали 
методом иммуноблоттинга (рис. 2А, Б). Получен-
ные данные говорят об эффективности использо-
ванного протокола очистки S-белка при солюби-
лизации в 1% NP-40, предложенного ранее [17], 
а также разработанного нами протокола с исполь-
зованием SMA (рис.  2Б). Следует отметить, что 
при использовании SMA, выход целевого белка 
был выше (рис. 2Б).

Иммуноокрашивание показало, что S-белок 
равномерно распределен в мембране клеток 
(рис.  2В). Подобные данные хорошо согласуются 
со способностью S-белка экспрессироваться в эм-
бриональных клетках (HEK293) [16].

Рис. 2. Результаты экспрессии и очистки S-белка в детергенте и SMA. А – Иммуноблоттинг образцов, собранных в процессе 
очистки S-белка с использованием детергента NP-40. Б – Иммуноблоттинг образцов, собранных в процессе очистки S-белка 
с использованием SMA. Стрелками отмечены полосы, соответствующие полноразмерному S-белку SARS-CoV-2. В – Иммуно- 
окрашивание клеток HEK293T, экспрессирующих полноразмерный S-белок.
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Анализ электронномикроскопических изобра-
жений S-белка. После очистки в детергенте 
и SMA полноразмерный S-белок был исследован 
методом просвечивающей электронной микро-
скопии (ПЭМ) с негативным контрастом. Всего 
было собрано 111852 частиц с 426 микрографий 
для белка в детергенте и 48214 частиц с 436 фото-
графий для белка в SMA. На рис. 3А и Б изобра-
жены примеры двумерных классовых сумм, пред-
ставляющих собой усредненные проекции 
исследуемых белков в различных мембранных 
миметиках и по-разному ориентированные на 
подложке. Размеры частиц составляют около 
15 нм, что соответствует префузионному состоя-
нию S-белка [18].

Полноразмерный S-белок коронавируса 
SARS-CoV-2 является очень гибкой молеку-
лой  [19, 20], что необходимо для его взаимодей-
ствия с клеточными рецепторами ACE2. На  
подложке он также располагается в разных кон-
формациях. Мы измерили угол между экто- 
и мембранным доменом у разных классов (рис. 3В) 
для того, чтобы проверить наличие стабильных 
конформаций. Так как классы представляют собой 
усредненное изображение многих идентичных мо-
лекул, то, измерив угол для одного класса, можно 
получить соответствующую величину для набора 
частиц. Обнаружено, что частицы S-белка, выде-
ленные в липодисках, имеют преимущественно 
угол между экто- и мембранным доменами 180°, 

Рис. 3. Сравнение двумерных классовых сумм, полученных после обработки изображений S-белков, очищенных двумя способа-
ми. А – S-белок, очищенный в детергенте NP-40; Б – S-белок, очищенный с использованием SMA. Масштабный отрезок – 
20 нм. В – Схема измерения угла между экто- и мембранным доменами. Г – Распределение углов между мембранным доменом 
и эктодоменом у S-белка в исследованных наборах данных. Синие столбики – очистка с помощью детергента, оранжевые стол-
бики – с помощью SMA. 
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тогда как частицы, солюбилизованные с помощью 
детергента, имеют два пика – 25% частиц согнуты 
под углом 140°, а 35% – не изогнуты (рис. 3Г). Ин-
тересно отметить, что угол 40° показан в недавних 
работах китайских ученых  [21,  22], как наиболее 
вероятное отклонение от нормали для S-белка 
в составе инактивированных вирионов.

Таким образом, при использовании липоди-
сков изолированные молекулы S-белков оказыва-
ются более стабильными и менее подвержены из-
гибам, что вероятно, может в дальнейшем 
способствовать получению реконструкции более 
высокого разрешения с помощью крио-ПЭМ. По-
лученные результаты позволяют утверждать, что 
использование SMA в качестве солюбилизирую-

щего агента представляет собой перспективный 
метод очистки мембранных S-белков для получе-
ния трехмерных структур с помощью метода элек-
тронной микроскопии.
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SHORT COMMUNICATION

Stabilization of full-length S-protein of SARS-Cov-2 coronavirus 
in SMA polymer for electron microscopy study
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A detergent-free protocol for purification of the coronavirus prefusion S-protein using styrene-
maleic acid copolymer (SMA) was developed. Expression of the S-protein was carried out in 
HEK293T cells. Two solubilization methods were used to purify and prepare the S-protein for 
microscopy: in NP-40 detergent and as part of SMA. The resulting preparations were examined 
in an electron microscope, and the particles of purified S-proteins were classified. Analysis of 
two-dimensional projections of the particles showed that the use of lipodiscs for solubilization 
leads to lower mobility of the purified protein on the substrate, compared to the protein in the 
detergent, which may further contribute to obtaining higher resolutions when studying the 
structure of membrane proteins.

Keywords: electron microscopy, structural biology, single particle analysis, SARS-CoV-2, 
solubilization, detergent, SMA
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