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Изучение структуры вирионов фитовирусов и вирусных белков оболочки, а также возмож-
ностей их модификации и структурной перестройки крайне важно для разработки абсолютно 
новых подходов для создания биотехнологической продукции, в том числе медицинского на-
значения. Вирусы растений обладают безусловным преимуществом при получении новых 
функциональных и биологически активных материалов, в частности кандидатных вакцин, так как 
они не патогенны для млекопитающих, в том числе для человека. В настоящем обзоре основ-
ное внимание сосредоточено на характеристике и применении в биотехнологии сферических 
частиц (СЧ) — платформ нового типа, полученных в результате структурной перестройки виру-
сов растений. СЧ не имеют структурных аналогов среди икосаэдрических вирусов и представ-
ляют собой новый тип биогенных платформ. Сборка иммуногенных комплексов СЧ-антиген in 
vitro открывает перспективы недорогого и быстрого получения разнообразных вакцинных пре-
паратов.
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Вирусы растений в качестве инструментов 
биотехнологий

Вирусы растений, состоящие из идентичных 
субъединиц белка оболочки (БО) и РНК, могут при-
меняться в качестве строительных блоков-матриц 
для создания различных бионеорганических мате-
риалов: нанотрубок, нанопроводников, наноэлек-
тродов, наноконтейнеров, для инкапсидации неор-
ганических соединений и получения неорганических 
нанокристаллов [1]. В силу своей химической и 
биологической полифункциональности вирусные 
частицы могут быть модифицированы с сохране-
нием их структуры как химически, так и методами 
генной инженерии. Вирусы растений абсолютно 
безопасны для человека и сельскохозяйственных 
животных, так как растения и животные не содер-
жат общих патогенов [2].

Полногеномные вирионы вирусов растений 
могут использоваться в качестве платформ для при-
соединения к их поверхности чужеродных анти-
генных детерминант. По данным Акоста-Ранирез 
с соавт. [3], вирус мозаики папайи (ВМП) в смеси 
с антигеном Salmonella typhi способен стимулировать 
иммунный ответ на целевой антиген. Аналогичные 
результаты могут быть получены с применением 
вирусоподобных частиц (ВПЧ), полученных при 
экспрессии БО ВМП в клетках E. coli [4, 5]. Имею-
щиеся сведения о структуре БО многих вирусов 
позволяют направленно присоединять целевой по-
липептид к концевым аминокислотам, локализован-
ным на поверхности вирусной частицы. В частности, 
структура белковых субъединиц вируса табачной 
мозаики (ВТМ) изучена достаточно детально, что 

позволяет локализовать положение разных ами-
нокислот на поверхности вирусных частиц [6, 7]. 
Присоединение (химическим или генно-инженер-
ным способом) активного чужеродного белка/пеп-
тида к поверхности субъединиц БО самореплици-
рующегося вируса позволяет использовать такие 
конструкции в качестве инструментов для прямой 
реализации активности чужеродного белка/пептида 
в составе модифицированного вируса. Так были 
сконструированы частицы ВТМ, несущие на С-кон-
це субъединиц БО крупный фрагмент протеина А, 
сохранивший способность связывать моноклональ-
ные антитела при их очистке [8], или созданы части-
цы Х-вируса картофеля, несущие молекулы фер-
мента липазы на N-конце субъединиц [9].

Создание на основе полноразмерных геномов 
фитовирусов векторов, содержащих в своем составе 
последовательности чужеродных антигенов, при 
экспрессии которых в растениях образовываются 
вирусные частицы, несущие на своей поверхности 
антигенные детерминанты патогенов человека, от-
крыло новые возможности в получении безопас-
ных кандидатных вакцинных препаратов [10–13].

Важным направлением практической реализа-
ции этих принципов является создание вакцинных 
препаратов с использованием самореплицирующих-
ся частиц, несущих на своей поверхности в каче-
стве целевого пептида антигенную детерминанту 
(эпитоп) патогена или иной функционально актив-
ный полипептид. Так, были созданы химерные фор-
мы геномов тобамо- и потексвирусов, продуциру-
ющие вирусные или вирусоподобные частицы, 
несущие эпитопы патогенов [2, 14, 15]. Химерный 
ВТМ, созданный на основе слияния субъединиц 
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БО с эпитопом М2е вируса гриппа А человека, 
в опытах на лабораторных животных обладал про-
текторной активностью, т.е. являлся кандидатной 
вакциной [16].

Преимущества вакцин, созданных на основе 
включения эпитопа в ген БО, перед аттенуирован-
ными химически инактивированными вирусами и 
субъединичными вакцинами определяются ис-
ключением возможности реверсий и рекомбина-
ций патогена, а также получением высоких титров 
антител при иммунизации животных в отсутствие 
адъювантов ввиду высокой иммуногенности ви-
русных частиц [16]. 

Создание вирусов-векторов может быть достиг-
нуто в результате замены одного или части генов 
(деконструкции вируса) на ген(ы) целевого белка. 
Удаление генов межклеточного транспорта и БО 
полностью блокирует транспорт вируса по расте-
нию, сохраняя способность РНК реплицироваться 
в форме репликона. В отсутствие традиционного 
межклеточного транспорта доставка вирусов-век-
торов в клетки растения и массовое накопление 
целевого белка достигается с помощью агробакте-
риальной инфильтрации вируса вектора [17]. На-
работка целевых белков в растениях не требует 
применения дорогостоящих культуральных сред, 
аппаратуры и системы стерильности, в результате 
чего стоимость белков, получаемых в растении, 
в 10–30 раз ниже стоимости аналогичных белков, 
получаемых в бактериальных или животных клет-
ках [18]. Сконструированы различные варианты 
векторов этого типа [12].

Удобным объектом для конструирования декон-
структивных векторов является вирус Х картофеля 
(ХВК) и другие потексвирусы. Вирусы-векторы на 
основе генома потексвирусов использовались для 
продукции в растениях целевых белков различного 
происхождения, включая вирус иммунодефицита 
человека I [19], антигены Mycobacterium tuberculosis 
[20] и миелоцитокины [21]. 

Известны и так называемые аффинно-конью-
гированные антигенные системы. Такие системы 
включают в себя рекомбинантные вирусы с БО, 
несущим участок связывания чужеродного целево-
го белка. В этих случаях ген вирусного БО следует 
генетически модифицировать введением вставок 
или делеций для получения аффинных участков 
связывания целевых субстанций белковой природы. 
Например, в БО ВТМ вводили реактивный лизин 
в N-концевой участок для связывания вирусной 
частицы с биотином. В независимых опытах полу-
чали зеленый флуоресцентный белок, ковалентно 
связанный со стрептавидином. В результате специ-
фического авидин-биотин взаимодействия полу-
чали частицы вируса, декорированного зеленым 
флуоресцентным белком медузы. Использование 
аффинно-коньюгированных систем обладает рядом 
недостатков: относительно невысокая биологиче-
ская активность, сложность и многоступенчатость 
процедуры приготовления. Необходимо получить 

модифицированный биотином БО вируса биотин 
либо стрептавидин-меченный целевой белок, кроме 
того, необходима сложная многоступенчатая очист-
ка комплекса “вирус-биотин-стрептавидин-целе-
вой белок” [22].

Перспективным для использования в качестве 
платформы при создании высокоиммуногенных 
комплексов и продукции антител к целевому ан-
тигену является рекомбинантный ядерный антиген 
вируса гепатита В (HBcAg). Выполняя роль носи-
теля чужеродных антигенных детерминант, HBcAg 
образует симметричные икосаэдрические (30 нм) 
частицы, придавая высокую иммуногенность встро-
енным чужеродным антигенным детерминантам. 
Метод освоен на продукции растительным виру-
сом-вектором рекомбинантного HBcAg-носителя 
со вставкой эпитопов M2e вируса гриппа А [23, 24], 
эпитопов гликопротеина Е1 вируса краснухи [25]. 
Введение чужеродных пептидных фрагментов как 
в N-, так и в С-концевую часть HBcAg не нарушает 
процесса его самосборки, и при этом пептиды 
оказываются экспонированными на поверхности 
молекулы.

Целью настоящей работы является обсуждение 
структуры и уникальных свойств принципиально 
нового типа платформ — сферических частиц, об-
разуемых при кратковременном нагревании спи-
ральных вирусов растений (с высвобождением РНК) 
и способных адсорбировать на поверхности самые 
разные антигенные детерминанты, образуя высо-
коиммуногенные вакцинные комплексы СЧ-им-
муноген.

Структурная перестройка спиральных вирусов 
растений в сферические частицы-платформы

Лауффер и Прайс [26] доказали, что тепловая 
инактивация ВТМ сопровождается денатурацией 
вирусного БО. Особенностью ВТМ является высо-
кий уровень термостабильности: инфекционность 
вируса частично сохраняется даже после инкубации 
инфекционного сока в течение 10 мин при 90ºC. 
Было показано, что инактивация инфекционности 
ВТМ непосредственно связана с денатурацией ви-
русного БО. Около 60 лет назад было показано, 
что при нагревании ВТМ в течение 10 сек при 
98°C палочковидные вирионы перестраиваются 
в округлые частицы, объем которых соответствует 
объему нативного вируса [27]. К сожалению, эта 
работа не была продолжена, и структура продук-
тов перестройки ВТМ не была исследована.

В последние годы детальное изучение струк-
турной перестройки спиральных частиц ВТМ (и не-
которых других спиральных вирусов) с образовани-
ем сферических частиц было проведено группой 
вирусологов МГУ. В частности, было показано, 
что размеры СЧ варьировали в широких пределах 
и по большей части не соответствовали по объему 
нативным частицам ВТМ (53 нм). СЧ нерастворимы 
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в воде, гетерогенны по размерам, но идентичны 
по форме. СЧ находятся в форме стабильных кол-
лоидных растворов или в виде относительно ста-
бильных суспензий (в зависимости от размеров СЧ). 
Размеры СЧ варьируют от наночастиц (диаметр 
50–150 нм) до микрочастиц (диаметр 150–800 нм). 
Было показано, что размер СЧ зависит от приме-
няемой исходной концентрации вируса, т.е. раз-
меры частиц могут контролироваться [28].

СЧ образуются в результате термической де-
натурации и конформационной перестройки БО 
нативных частиц ВТМ. Точнее, СЧ состоят из тер-
мически денатурированных субъединиц БО, спе-
цифически собираемых в сфероид в результате 
двухступенчатой сборки. Электронно-микроско-
пический анализ позволил выявить по крайней 
мере две фазы сборки СЧ. На первой стадии (при 
90°С) образовывались гантеливидные структуры, 
у которых часть палочки уже преобразована в 
форму, приближающуюся к сферической на обоих 
или на одном конце вириона (рис. 1, а). На этом 
этапе сборки присутствовало также значительное 
количество дискретных частиц неправильной фор-
мы и разных размеров (рис. 1, б), которые в даль-
нейшем трансформировались в СЧ при 94–98°С 
(рис. 1, в, г) [28].

Показано, что СЧ исключительно стабильны. 
Так, СЧ не изменяют форму и размеры, не слива-
ются и не агрегируют друг с другом при хранении 
и ряде обработок, включая повторное заморажива-
ние до –20°C с последующим оттаиванием, повтор-
ное нагревание до 98°C и охлаждение, осаждение 
центрифугированием при 10 000хg и ресуспенди-
рование, а также хранение в течение длительного 
времени (более года) при 4°C и при комнатной 
температуре. Последнее, по-видимому, объясняется 

тем, что формирование СЧ осуществляется при 
98°C, т.е. в условиях стерилизации [28].

Следует заметить, что образование СЧ проис-
ходит не только с применением спиральных час-
тиц нативного ВТМ. С равным успехом СЧ могли 
быть получены с применением препаратов любых 
агрегатных форм БО ВТМ, включая 20S двойной 
диск, 4S тример субъединиц и даже мономерную 
форму БО ВТМ. В соответствии с нашими ожида-
ниями СЧ формировались из реполимеризован-
ных спиральных частиц БО, не содержащих РНК. 
Особенность получения СЧ с применением про-
межуточных агрегатов БО ВТМ, не содержащих 
РНК, состояла в том, что формирование СЧ в таких 
системах происходило при пониженной по срав-
нению с нативным вирусом температуре (65°С, а не 
94–98°С) [28].

При термической денатурации ВТМ субъеди-
ницы белка оболочки приобретают конформацию, 
которая является благоприятной для образования 
частиц сферической формы различного размера. 

Ряд структурных особенностей белка СЧ-плат-
форм был охарактеризован с применением методов 
кругового дихроизма, флуоресцентной микроско-
пии и спектроскопии комбинационного рассея-
ния света [29]. Было обнаружено, что структура 
белка СЧ значительно отличается от структуры БО 
в составе нативного ВТМ. Трансформация ВТМ–СЧ 
сопровождается конформационной перестройкой 
субъединиц нативного БО ВТМ, который содер-
жат около 50%, в то время как в составе СЧ содер-
жание α-спиралей резко снижено при значитель-
ном увеличении содержания фракции β-структур. 
Показано, что белок СЧ активно реагирует с тио-
флавином Т, что указывает на образование амило-
идподобных структур [29]. Термическая денатура-

Рис. 1. Образование сферических частиц (CЧ) из вируса табачной мозаики (ВТМ) в процессе термической перестройки: (а–б) 
переходные формы, являющиеся предшественниками СЧ. Просвечивающая электронная микроскопия, окрашивание 2% уранил 
ацетатом; (в–г) сферические частицы, полученные при нагревании до 94°С препаратов нативного ВТМ с исходной концентра-

цией вируса 1 мг/мл; (в) 10 мг/мл (г). Сканирующая электронная микроскопия [28]
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ция и изменение конформации субъединиц белка 
оболочки делает их нерастворимыми в воде и при-
водит к их ассоциации с образованием СЧ. Весьма 
вероятно, что денатурация БО ВТМ сопровожда-
ется увеличением степени гидрофобности поверх-
ности СЧ [29]. 

Перестройка спиральных вирионов с образо-
ванием СЧ наблюдалась при термической обра-
ботке и других вирусов растений со спиральной 
структурой. В частности, показано, что нитевидные 
частицы ХВК перестраиваются в СЧ при термоде-
натурации вирионов [30]. По-видимому, феномен 
структурной реорганизации с образованием СЧ уни-
версален для таксономически разных спиральных 
вирусов.

Сборка in vitro иммуногенных комплексов 
из СЧ-платформ и чужеродных антигенов

Демонстрация индукции иммунного ответа 
является ключевым этапом при создании вакцин-
ного препарата. В серии опытов Карпова с соавт. 
[31] сформировали и охарактеризовали комплек-
сы, состоящие из СЧ и чужеродного “целевого” 
компонента (белок/эпитоп), связанного с поверх-
ностью СЧ-платформы.

Следует отметить, что в отличие от частиц на-
тивного ВТМ СЧ-платформы оказались способны 
активно адсорбировать на поверхности разнообраз-
ные чужеродные белки [31]. Таким образом, со-
стояние денатурированного БО ВТМ оказалось 
весьма благоприятным для неспецифической ад-
сорбции на поверхности СЧ структурно и функ-
ционально неродственных белков. Ниже перечис-
лены некоторые антигены, которые эффективно 
связываются с поверхностью СЧ-платформ, обра-
зуя иммуногенные композиции: белок оболочки 
ХВК, N-терминальный эпитоп M2e трансмембран-
ного поверхностного белка M2 вируса гриппа че-
ловека A; полипептид гемагглютинина вируса 
гриппа А человека; тетраэпитоп A гликопротеина 
Е1 вируса краснухи [31]. 

Эти и другие результаты показывают, что СЧ-
платформа может использоваться в качестве плат-
формы для презентации различных чужеродных 
антигенов на ее поверхности [31–34]. 

С применением методов флуоресцентной ми-
кроскопии, а также иммуноэлектронной микро-
скопии было установлено, что чужеродные анти-
гены, а также ферменты и флуоресцентные белки 
типа зеленого флуоресцентного белка медузы свя-
зываются с поверхностью СЧ-платформ. Связанные 
с поверхностью СЧ чужеродные антигены активно 
реагируют со специфическими антителами, сви-
детельствуя о том, что антигенная специфичность 
этих белков не изменялась после их адсорбции на 
поверхности СЧ (рис. 2, а, б) [31].

В целом полученные результаты позволили 
заключить, что СЧ представляют собой универ-
сальные частицы-платформы, адсорбирующие на 
поверхности различные чужеродные антигены с 
образованием иммуногенных комплексов. Следо-
вательно, комплексы “СЧ–иммуноген” могут рас-
сматриваться как кандидатные вакцины, форми-
руемые in vitro.

Важно заметить, что уровни титров антител 
к целевым антигенам (БО ХВК) возрастали при 
смешивании с частицами СЧ-платформы до им-
мунизации. Обычно этот эффект проявлялся наи-
более сильно, если чужеродный антиген был кова-
лентно связан с поверхностью СЧ-платформ [31]. 
Полученные результаты свидетельствовали о том, 
что СЧ-платформы способны стимулировать гумо-
ральный иммунный ответ на введение чужеродных 
белков, т.е. СЧ-платформы обладают выраженной 
адъювантной активностью [31].

Брукман с соавт. [35] изучили некоторые био-
логические свойства СЧ, полученных при терми-
ческой денатурации ВТМ. Авторы выяснили, что 
нативные вирионы ВТМ и СЧ одинаково распре-
деляются по организму, при этом вирионы ВТМ 
циркулируют в организме дольше, чем СЧ. Кроме 
того, авторы показали, что присутствие СЧ в крови 
не приводит к гемолизу или свертываемости крови.

Рис. 2. Схема визуализации посадки рекомбинантных белков на сферическую частицу с помощью метода иммуноэлектронной 
микроскопии (а); иммуноэлектронная микроскопия композиций СЧ-БО ХВК. В качестве первичных антител были использованы 
иммуноглобулины к БО ХВК, в качестве вторичных антител — видоспецифичные антитела, конъюгированные с коллоидным 

золотом (б) [31]
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Сборка иммуногенных комплексов 
из СЧ-платформ и нативных изометрических 
вирусов

Было показано, что СЧ способны адсорбиро-
вать на своей поверхности не только молекулы 
белков, но и интактные вирионы изометрических 
вирусов размером от 30 до 50 нм, включая каули-
мовирусы, энтеровирусы, кардиовирусы [36]. Таким 
образом, установлено, что интактные вирионы 
разной природы и размеров способны неспецифи-
чески адсорбироваться на поверхности СЧ. Ар-
хитектура таких комплексов была исследована 
с помощью сканирующего микроскопа высокого 
разрешения, было показано, что поверхность СЧ 
покрыта икосаэдрическими вирионами. Большая 
часть экспериментов была поставлена с вирусом 
мозаики цветной капусты (ВМЦК) с диаметром 
около 50 нм. Были получены два вида комплексов 
СЧ–ВМЦК: в одном случае икосаэдрический ви-
рус фиксировали на поверхности формальдегидом, 
в другом формальдегид не добавляли. В отдельной 
серии экспериментов иммунохимическим методом 
было показано, что в комплексе СЧ–ВМЦК, ста-
билизированном формальдегидом, СЧ недоступны 
для взаимодействия со специфическими антитела-
ми, полученными к СЧ, что, по-видимому, связано 
с тем, что вирионы ВМЦК маскируют поверхность 
СЧ. В опытах на лабораторных животных было 
показано, что иммуногенность комплексов СЧ–
ВМЦК, обработанных формальдегидом, была не-
высока и не отличалась от иммуногенности кон-
троля (вирионы ВМЦК). Однако иммуногенность 
комплексов СЧ–ВМЦК, не фиксированных фор-
мальдегидом, была высокой. Можно предположить, 
что антигенные и адъювантно активные участки 
СЧ-платформ оказываются экранированы в составе 
комплексов СЧ с изометрическим вирусом, фик-
сированным формальдегидом. Отсутствие фикса-
ции формальдегидом несколько дестабилизирует 
комплекс, частично делая доступными адъювантно 
активные участки СЧ-платформ и повышая имму-
ногенность вирусного компонента [36].

Ранее было установлено [28], что иммуноген-
ность СЧ-платформ почти и 20 раз выше иммуно-
генности нативного ВТМ. Недавно Карпова с соавт. 
[31] сообщили, что СЧ-платформы, генерируемые 
при термоденатурации ВТМ, проявляют адъювант-
ную активность при связывании чужеродных анти-
генов или при смешивании СЧ, или с нативными 
вирионами [36]. Таким образом, конформацион-
ные изменения в белке ВТМ серьезно изменяют 
адсорбционные свойства СЧ-платформ по сравне-
нию с нативными вирионами.

Композиции, состоящие из СЧ-платформ, на 
поверхности которых адсорбированы или связаны 
с поверхностью ковалентно чужеродные белки-
иммуногены, потенциально имеют ряд преиму-

ществ перед аттенуированными, химически инак-
тивированными и субъединичными вакцинами. 
Этот подход исключает возможность патогенных 
реверсий и рекомбинаций, так как композиции 
СЧ-антиген собираются из генетически инертных 
компонентов. Вакцины, полученные на основе 
CЧ, будут биологически безопасны, так как чело-
век и сельскохозяйственные животные не имеют 
общих патогенов с растениями. Важная особен-
ность СЧ-платформ и композиций, полученных 
на их основе, — стабильность и практически пол-
ное отсутствие агрегации суспензии при хране-
нии. Белки различного аминокислотного состава 
и размеров и даже целые вирионы могут быть ис-
пользованы для создания комплексов благодаря 
уникальным адсорбционным свойствам СЧ. Им-
муногенность СЧ-платформ почти в 20 раз выше 
иммуногенности нативного ВТМ, и они обладают 
высокой адъювантной активностью [28, 31, 36].

Ранее мы предположили, что уникальные 
свойства СЧ позволят расширить круг областей их 
применения в нанонехнологиях биологии и техники 
[37–40]. В соответствии с этим предположением 
Брукман с соавт. [41] сообщили, что генерируемые 
ВТМ СЧ, модифицируемые ионами (хелатами) га-
долиния, могут применяться в качестве контраст-
ных агентов для магнитно-резонансной томогра-
фии. При этом было показано, что у сферических 
частиц уровень релаксационной релаксации был 
значительно выше, чем у нативных частиц ВТМ. 
Другие авторы показали возможность связывания 
золотых наночастиц диаметром 15 нм на поверх-
ности СЧ [42]. Таким образом, сферические час-
тицы, полученные при термической денатурации 
ВТМ, имеют большой практический потенциал 
в области биомедицинских исследований.

Заключение

В настоящей работе основное внимание со-
средоточено на характеристике и применении 
в биотехнологии феномена структурной перестрой-
ки спиральных фитовирусов в сферические части-
цы (СЧ) — платформы нового типа. Размеры СЧ, 
формируемых при термической структурной пере-
стройке, зависят от исходной концентрации натив-
ного спирального вируса. Уникальная особенность 
СЧ-платформ — способность неспецифически 
сорбировать на своей поверхности структурно и 
функционально различные антигены. СЧ-плат-
формы высоко иммуногенны и обладают выражен-
ной адъювантной активностью. Иммуногенность 
антигенных детерминант в присутствии СЧ значи-
тельно возрастает как в составе комплекса, в кото-
ром СЧ ковалентно связаны с антигеном, так и 
при их простом смешивании. Сборка иммуноген-
ных комплексов СЧ–антиген in vitro открывает 
перспективы недорогого и быстрого получения 
разнообразных вакцинных препаратов. Частицы 
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СЧ уникальны, не имеют структурных аналогов 
среди икосаэдрических вирусов и представляют 
собой новый тип биогенных платформ.

* * *

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 14-24-00007).
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NEW TYPE PLATFORMS FOR IN VITRO VACCINES ASSEMBLY 

J.G. Atabekov, N.A. Nikitin, O.V. Karpova

Studying of plant virions and viral coat proteins structure, and also possibilities of their 
modification and structural remodeling are extremely important for development of absolutely new 
approaches to creation of biotechnological products, including health products. Plant viruses have clear 
advantage for obtaining new functional and biologically active materials, inter alia candidate vaccines, 
due to the fact that plant viruses are not pathogenic for mammals, including humans. The present 
review focuses attention on characteristic and applying in biotechnology of spherical particles (SP) — 
the new type platforms generated by structural remodeling of plant viruses. SPs have no structural 
analogs among the icosahedral viruses and represent the new type of biogenic platforms. Assembly of 
immunogenic complexes of SP-antigen in vitro opens perspectives of inexpensive and rapidly produced 
various vaccines.

Key words: helical viruses, spherical particles, platforms, complexes with antigen of interest, 
immunogenicity, adjuvant properties, review. 
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