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Изучено образование вирусных рибонуклеопротеидов при инкубации 5’-концевых 
транскриптов вируса мозаики альтернантеры с белком оболочки Х-вируса картофеля 
(представители рода Potexvirus). Показано, что кэпирование транскриптов вируса мозаи-
ки альтернантеры оказывает влияние на эффективность их взаимодействия с белком 
оболочки. При этом удаление кэп-структуры у предварительно кэпированных транс-
криптов вируса мозаики альтернантеры не препятствует сборке вирусных рибонуклео-
протеидов. Удаление первых 100 нуклеотидов (вероятного участка инициации сборки) 
не оказало влияния на формирование вирусных рибонуклеопротеидов. Получены до-
полнительные доказательства того, что сборка вирусных рибонуклеопротеидов у потек-
свирусов не зависит от нуклеотидной последовательности РНК.
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Сборка вириона является одним из основных 
этапов инфекционного цикла вирусов различной 
природы. Однако специфический сигнал упаковки 
(участок инициации сборки) до сих пор не охарак-
теризован для большинства вирусов растений со 
спиральной структурой. Изучение сборки вирионов 
и вирусных рибонуклеопротеидов (вРНП) и поиск 
сигналов упаковки вирусных геномов является ак-
туальным и важным для понимания процессов об-
разования вирусной частицы и механизмов взаимо-
действия вирусных белка оболочки (БО) и РНК. 
Ранее в нашей лаборатории было продемонстри-
ровано, что БО спирального Х-вируса картофеля 
(ХВК) (род Potexvirus, семейство Alfaflexiviridae) 
способен in vitro образовывать вРНП не только с 
РНК ХВК, но и с гетерологичными нуклеиновыми 
кислотами [1, 2]. Образующиеся вРНП морфоло-
гически и по трансляционным свойствам идентич-
ны гомологичным вРНП (РНК ХВК — БО ХВК) и 
нативным вирионам ХВК. Было обнаружено, что 
инициация сборки гетерологичных вРНП (чуже-
родная РНК — БО ХВК) in vitro так же, как и го-
мологичных, начинается с 5′-конца молекулы 
РНК и не зависит от специфической нуклеотид-
ной последовательности. Показано, что 5′-конце-
вые некэпированные транскрипты РНК ХВК не 
образуют вРНП при инкубации с БО ХВК in vitro. 
При этом инкубация БО ХВК с кэпированными 
транскриптами потексвирусов приводит к форми-
рованию вРНП, идентичных по структуре и свой-
ствам гомологичным вРНП и нативным вирионам 

ХВК. Таким образом, важным условием сборки 
вРНП in vitro является предварительное кэпирова-
ние нуклеиновой кислоты. Однако удаление кэп-
структуры после предварительного кэпирования 
РНК в дальнейшем не препятствует образованию 
вРНП. Было высказано предположение, что кэп-
структура не является сигналом сборки сама по себе, 
но влияет на 5′-конец молекулы РНК, создавая кон-
формационный сигнал упаковки и способствуя 
эффективному взаимодействию РНК и БО ХВК 
[3, 4].

В настоящей работе влияние кэп-структуры 
на эффективность сборки вРНП было изучено на 
примере другого вируса, относящегося к роду Po-
texvirus — вируса мозаики альтернантеры (ВМАльт). 
Геном ВМАльт представлен одноцепочечной (+) 
РНК длиной 6606 нуклеотидов, несущей на 5′-конце 
кэп-структуру, а на 3′-конце поли(А)-последова-
тельность. РНК ВМАльт содержит пять открытых 
рамок трансляции (ОРТ): 5′-проксимальмальная 
ОРТ транслируется непосредственно с геномной 
РНК с образованием вирусной репликазы. ОРТ 2, 
3, 4 представляют собой характерный для потек-
свирусов так называемый “тройной блок генов”, 
кодирующий три транспортных белка. Продукт 
ОРТ 5 — белок оболочки с молекулярной массой 
22 кДа [5].

Специфический сигнал упаковки для ВМАльт 
на данный момент неизвестен. Данные по подавле-
нию трансляции РНК в составе вРНП свидетель-
ствуют о том, что в случае ВМАльт участок инициа-
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ции сборки также находится на 5′-конце молекулы 
РНК [6, 7].

Показано, что БО ВМАльт в отсутствии РНК 
способен полимеризоваться in vitro в различных 
условиях с образованием вирусоподобных частиц 
(ВПЧ), сходных по своей морфологии с нативны-
ми вирионами или вРНП. Это затрудняет анализ 
сборки вРНП при инкубации 5′-концевых транс-
криптов ВМАльт с БО ВМАльт, поэтому было 
принято решение исследовать сборку вРНП при 
инкубации транскриптов с БО ХВК, который не 
полимеризуется в отсутствие РНК [3, 8]. 

Материалы и методы

Препарат ВМАльт (штамм AltMV-MU, номер 
FJ822136 в системе GenBank [9]) выделяли из зара-
женных растений портулака (Portulaca grandiflora) 
согласно [6]. Белок оболочки ХВК получали мето-
дом солевой депротеинизации, РНК выделяли фе-
нольным методом [6]. 

Для получения вРНП in vitro смешивали РНК 
и белок оболочки и проводили инкубацию в стан-
дартных условиях (в 20 мкл 0,01 М Трис-НСl-бу-
фера pH 7,5 при комнатной температуре в течение 
20 мин) [2].

Образцы для электронной микроскопии были 
приготовлены согласно [2, 3], анализ проводили 
с помощью электронного микроскопа JEM-1011 
(JEOL, Япония).

Образцы для атомно-силовой микроскопии 
были приготовлены и проанализированы, как опи-
сано ранее [3].

Генно-инженерные конструкции и транскрип-
ты были получены, как описано в [3]. кДНК для 
получения 5′-концевого транскрипта ВМАльт, со-
ответствующего с 1-й по 1320-й нт 5′-концу РНК 
ВМАльт, была получена методом ПЦР на матрице 
плазмиды AltMV-19 (копия 1-1639 нт ВМАльт 
(штамм AltMV-MU) под контролем Т7 промотора 
в плазмиде pBluescript SK (+)) с использованием 
следующих пар праймеров: AltMV1-ApaI-fw (5′-cc
ggggcccgaaaagtaaagcaaagcaaaacaaa-3′) и AltMV1320-
PstI-rev (5′-ccgctgcagtaggacagtgacacgtcaac-3′). кДНК 
для получения делеционного 5′-концевого транс-
крипта ВМАльт, соответствующего с 97-го по 
1639-й нт 5′-концу РНК ВМАльт, была получена 
методом ПЦР на матрице плазмиды AltMV-19 
(копия 1-3944 нт РНК ХВК под Т7 промотором 
в pSL1180 (AmpR)) с использованием следующей 
пары праймеров: T7-AltMV-del96-XhoI (5′-cagtctcg
agtaatacgactcactataggcccactttcgttccgttc-3′) и AltMV-
R0-NotI-m (5′-agacttcgcggccgcgtgtgtat-3′). Для по-
лучения конструкции ВМАльт-1320 (1-1320 нт 
РНК ВМАльт) продукты ПЦР амплификации 
были клонированы в плазмиду pGEM5Zf(+) по 
сайтам рестрикции ApaI и PstI. Для получения 
конструкции ВМАльт∆ (97-1639 нт РНК ВМАльт) 
продукты ПЦР амплификации были клонированы 

в плазмиду pSL1180 (AmpR) путем двойной вставки 
в одно клонирование: вектор — pSL1180 (рестрик-
ция по сайтам Xho I и Pst I); вставка-1 — ПЦР-про-
дукт (97-303 нт ВМАльт) (рестрикция по сайтам 
Xho I и Not I); вставка-2 — AltMV-19 (303-1639 нт 
ВМАльт) (рестрикция по сайтам Not I и Pst I). Все 
вставки находились под контролем промотора 
бактериофага Т7 E.coli. Полученными плазмидами 
трансформировали клетки E. coli штамма XL1.

Реакцию транскрипции проводили in vitro с при-
менением реактивов и ферментов (Т7-РНК-поли-
мераза) фирмы “Promega” (США).

Кэпирование транскриптов in vitro проводи-
лось с использованием набора “ScriptCap m7G 
Capping System” фирмы EPICENTRE Biotechnologies 
(США) согласно протоколу производителя.

Декэпирование предварительно кэпированных 
транскриптов проводилось с использованием кис-
лой пирофосфатазы табака (ТАР) фирмы EPICEN-
TRE Biotechnologies (США) по стандартному про-
токолу производителя.

Результаты и обсуждение

Ранее в нашей лаборатории было показано, 
что БО ВМАльт способен к образованию протя-
женных вирусоподобных частиц в отсутствии РНК 
в различных условиях [7]. Такая полимеризация БО 
ВМАльт затрудняет анализ формирования вРНП 
при инкубации БО ВМАльт с 5′-концевыми 
транскриптами РНК ВМАльт. В то же время было 
выявлено, что РНК ВМАльт эффективно взаимо-
действует с БО ХВК с образованием вРНП, по 
размерам и структуре идентичных гомологичным 
вРНП и нативным вирионам ХВК [2]. Поэтому 
для изучения влияния кэп-структуры и нуклео-
тидной последовательности 5′-конца РНК ВМАльт 
РНК (или транскрипт) ВМАльт инкубировали с БО 
ХВК.

Полученный in vitro некэпированный транс-
крипт ВМАльт, соответствующий с 1-го по 1320-й 
нуклеотид 5′-концу геномной РНК ВМАльт 
(ВМАльт-1320), инкубировали с БО ХВК. Методом 
ПЭМ (негативное контрастирование) показано, 
что образования вРНП при этом не происходит 
(рис. 1а). В качестве отрицательного контроля ис-
пользовали БО ХВК, проинкубированный в усло-
виях формирования вРНП в отсутствии РНК (рис. 1г). 
Транскрипт ВМАльт-1320 был кэпирован с по-
мощью кэпирующей системы вируса осповакцины, 
и часть кэпированного транскрипта ВМАльт-1320 
была проинкубирована с БО ХВК, что привело 
к формированию вРНП (рис. 1б). Другая часть пре-
парата кэпированного транскрипта ВМАльт-1320 
была обработана кислой пирофосфатазой табака 
(ТАР) с целью удаления кэп-структуры с 5′-конца 
транскрипта. Декэпирование предварительно кэпи-
рованного транскрипта ВМАльт-1320 не повлияло 
на сборку — при его инкубации с БО ХВК было 
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зафиксировано образование частиц (рис. 1в), 
сходных по морфологии с частицами на рис. 1б. 
Таким образом, кэп-структура влияет на образование 
конформационного сигнала упаковки и формиро-
вание вРНП у 5′-концевых транскриптов геном-
ной РНК другого представителя группы потескви-
русов — ВМАльт — так же, как это было показано 
для ХВК [3, 4]. При использованных условиях по-
лучения вРНП количества БО в инкубационной 
смеси недостаточно для полной упаковки транс-
криптов в нитевидные частицы, сборка происходит 
не полностью [2]. Длина полученных вРНП про-
порциональна длине РНК, входящей в их состав 
[2–4], поэтому вРНП, образующиеся при инкуба-
ции с БО ХВК коротких транскриптов, выглядят 
как короткие палочки.

В отличие от РНК ВМАльт для его близкого 
родственника — вируса мозаики папайи (ВМПап), 
с которым ВМАльт имеет идентичность нуклео-
тидных последовательностей на уровне 79,8 % — 
в экспериментах, проведенных in vitro, участок на-
чала сборки был точно локализован как первые 
47 нуклеотидов на 5′-конце РНК ВМПап [10, 11]. 
Можно было ожидать, что участок начала сборки 
у ВМАльт будет расположен там же, где у ВМПап. 
В связи с этим, помимо кэпированных и декэпиро-
ванных транскриптов, был получен 5′-концевой транс-
крипт ВМАльт с делецией первых 96 нт (ВМАльт∆), 
которые включают в себя сигнал упаковки ВМПап. 
ВМАльт∆ длиной 1542 нуклеотида соответствовал 
с 97-го по 1639-й нуклеотид 5′-конца молекулы 
РНК ВМАльт.

Методами ПЭМ и атомно-силовой микроско-
пии (АСМ) были проанализированы частицы, об-
разующиеся при инкубации БО ХВК с некэпиро-
ванными, кэпированными и декэпированными 
транскриптами ВМАльт∆. На рис. 2 представлены 

результаты анализа с помощью ПЭМ (угловое на-
пыление). Инкубация некэпированного транс-
крипта ВМАльт∆ с БО ХВК не приводит к образо-
ванию частиц (рис. 2а). Полученный результат не 
вызывает удивления, так как в транскрипте был 
удален участок, который, как мы предполагали, 
содержал участок инициации сборки по аналогии 
с ВМПап. Однако при кэпировании данного транс-
крипта и его последующей инкубации с БО ХВК 
было зафиксировано формирование вРНП (рис. 2б). 
Полученный результат свидетельствует о том, что 
последовательность первых 96 нуклеотидов не со-
держит сигнала сборки вРНП для ВМАльт.

Декэпирование ранее кэпированных транскрип-
тов ВМАльт∆ также не препятствует образованию 
вРНП (рис. 2в). В качестве отрицательного конт-
роля был использован свободный БО ХВК, про-
инкубированный в стандартных условиях сборки 
(рис. 2г).

Эти данные были подтверждены методом АСМ, 
который показал отсутствие сборки в случае некэпи-
рованного транскрипта ВМАльт∆ (рис. 3а) и обра-
зование частиц в случае инкубации с БО ХВК 
кэпированного (рис. 3б) или декэпированного 
транскрипта ВМАльт∆ (рис. 3в). Метод АСМ по-
зволяет измерить высоту полученных частиц. При 
инкубации кэпированных и декэпированных транс-
криптов ВМАльт∆ с БО ХВК были образованы час-
тицы со средними высотами 8,4±0,7 и 9,0±1,5 нм 
соответственно (рис. 3  б, в). Высота полученных 
частиц сопоставима со средней высотой вРНП, 
образованных при инкубации геномной РНК ВМАльт 
с БО ХВК, что свидетельствует о схожей морфоло-
гии частиц [2]. При инкубации БО ХВК с некэпи-

Рис. 1. Анализ образования вирусных рибонуклеопротеидов 
при инкубации транскриптов ВМАльт-1320 с БО ХВК in vitro. 
а — Некэпированный транскрипт ВМАльт-1320; б — Кэпиро-
ванный транскрипт ВМАльт-1320; в — Кэпированный транс-
крипт ВМАльт-1320, обработанный ТАР; г — БО в отсутствие 
РНК. Электронные микрофотографии, негативное контрасти-

рование 2% уранилацетатом. Метка 200 нм.

Рис. 2. Анализ образования вирусных рибонуклеопротеидов 
при инкубации транскриптов ВМАльт∆ с БО ХВК in vitro. а — 
Некэпированный транскрипт ВМАльт∆; б — Кэпированный 
транскрипт ВМАльт∆; в — Кэпированный транскрипт 
ВМАльт∆, обработанный ТАР; г — БО в отсутствие РНК. Элек-
тронные микрофотографии, угловое о ттенение металлом 

(Pt+Pd, 7°). Метка 200 нм
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рованными транскриптами ВМАльт∆ или без РНК 
средние высоты агрегатов составили 2,5±0,7 и 
2,5±0,9 нм соответственно (рис. 3а, г). 

На основании представленных результатов 
можно сделать вывод, что 5′-концевые транскрипты 
ВМАльт взаимодействуют с БО ХВК аналогично 
5′-концевым транскриптам ХВК [3, 4]: при инку-
бации с БО ХВК некэпированных транскриптов 
ВМАльт образование вРНП зафиксировать не уда-
лось. При инкубации с БО кэпированных транс-
криптов ВМАльт частицы образуются, а удаление 
кэп-структуры не препятствует сборке — вРНП 
формируются при инкубации декэпированных транс-
криптов ВМАльт с БО ХВК. Делеция возможного 
сайта инициации сборки по аналогии с ВМПап не 
повлияла на результаты: некэпированные транс-
крипты ВМАльт∆ не одевались белком оболочки 
ХВК. Однако после кэпирования делеционных 
мутантов происходило образование вРНП. Таким 
образом, можно заключить, что кэпирование ока-
зывает существенное влияние на процесс форми-
рования вРНП и в случае образования вРНП при 
инкубации БО с 5′-концевыми транскриптами ге-
номной РНК другого потексвируса — ВМАльт. 
Данные, полученные в экспериментах с транс-
криптами ВМАльт∆, позволяют предположить, 
что либо участок начала сборки ВМАльт отличается 
от участка начала сборки ВМПап, либо для ВМАльт, 
как и для ХВК, образование вРНП не зависит от 
нуклеотидной последовательности РНК [2, 6]. 

Скорее всего, кэп не является сигналом упаковки 
или местом инициации сборки вРНП сам по себе, 
так как при этом in vivo могла бы происходить упа-
ковка не только вирусных РНК, но и клеточных 
мРНК. Однако существует вероятность, что он ока-
зывает влияние на структуру 5′-конца вирусной 
РНК потексвирусов, образуя конформационный 
сигнал упаковки, который узнаёт вирусный БО 
при сборке вРНП. 

Таким образом, кэпирование 5′-концевых 
транскриптов ВМАльт оказывает влияние на эф-
фективность их взаимодействия с БО ХВК. Удале-
ние кэп-структуры у предварительно кэпирован-
ных транскриптов ВМАльт аналогично удалению 
кэп-структуры у транскриптов ХВК не приводит 
к подавлению процесса формирования вРНП при 
инкубации с БО ХВК. Получены дополнительные 
доказательства того, что сборка вРНП у потекс-
вирусов не зависит от нуклеотидной последова-
тельности РНК [2–4]. Можно предположить, что 
кэпирование изменяет структуру 5′-конца РНК 
потексвирусов и влияет на образование конфор-
мационного сигнала упаковки, способствуя эф-
фективному связыванию БО и вирусной РНК и 
образованию вирусной частицы.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 14-24-00007). 
Авторы выражают благодарность М.Н. Савватееву 
за помощь в анализе образцов методом атомно-
силовой микроскопии.

Рис. 3. Анализ методом атомно-силовой микроскопии образования вРНП при инкубации транскриптов РНК ВМАльт∆ с БО 
ХВК in vitro. а — Транскрипт ВМАльт∆; б — Кэпированный транскрипт ВМАльт∆; в — Кэпированный транскрипт ВМАльт∆, 

обработанный ТАР; г — БО в отсутствие РНК. Указаны высоты образованных структур (hср) и число измеренных частиц (N)
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STUDY OF POTEXVIRUS RIBONUCLEOPROTEINS’ SIGNAL OF ASSEMBLY 
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Formation of viral ribonucleoprotein particles during incubation of the Alternanthera mosa-
ic virus 5′-end transcripts with Potato virus X (members of the Potexvirus genus) coat protein was 
studied. It was shown that the capping of Alternanthera mosaic virus transcripts affects the effi-
ciency of their interaction with a coat protein. At the same time the removal of the cap structure 
from previously capped Alternanthera mosaic virus transcripts did not prevent viral ribonucleo-
proteins assembly. The removal of the first 100 nucleotides (the likely site for assembly initiation) 
had no effect on the formation of viral ribonucleoproteins. The additional evidences that the po-
texvirus ribonucleoproteins assembly does not depend on the RNA nucleotide sequence were 
obtained.

Keywords: plant viruses, Alternanthera mosaic virus, Potato virus X, viral ribonucleoprotein, 
virion assembly, cap structure.
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