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Методом гель-фильтрации на колонке Sephacryl S-300 показано, что входящий в полиэдры 
вируса ядерного полиэдроза Bombyx mori комплекс РНП А имеет молекулярную массу (Мм) около 
700 кДа. Показано, что РНП А с Мм 788 кДа формируется из двух 13S-ассоциатов полиэдрина с 
Мм 342 кДа, двух полипептидов р14 с Мм 14 кДа, двух малых некодирующих РНК с Мм 21 кДа и 
двух малых некодирующих РНК с Мм 17 кДа. Предлагается модель образования комплекса РНП А из 
составляющих его компонентов. Обсуждается роль комплекса в формировании полиэдра и его роль в 
инфекционном процессе.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: вирус ядерного полиэдроза, Bombyx mori, полиэдрин, малая РНК, РНП-комплекс, 
гель-фильтрация.

Ранее [1] было показано, что две малые 
РНК в составе полиэдров вируса ядер-
ного полиэдроза (ВЯП) Bombyx mori об-

разуют РНП-комплексы с Мм 50 кДа (РНП50) 
и Мм 31 кДа (РНП31). Оба РНП входят в со-
став более крупного комплекса РНП А, кото-
рый при электрофорезе в агарозе в нативных 
условиях имеет подвижность, совместимую с 
подвижностью условной 10S РНК. Интерес-
но было определить Мм комплекса РНП А, 
его архитектуру и роль в формировании кри-
сталлической решетки полиэдров, опираясь 
на известные результаты электронно-микро-
скопических исследований структуры поли
эдров ВЯП Porthetria dispar и Aglais utricae [2]. 
Результаты этих исследований представлены в 
настоящем сообщении.

Mатериалы и методы

Полиэдры. В работе использовали поли
эдры, выделенные из коконов кара-почах: ин-
фицированные ВЯП гусеницы B. mori, успев-
шие свить кокон до своей гибели. Полиэдры 
выделяли из гомогената «гнилых» коконов. 

Раствор полиэдрина. 100 мг полиэдров 
растворяли в течение одного часа при ком-
натной температуре в 4 мл буфера 0,05 М 
(Na2CO3/NaHCO3 + 0,1 M NaCl), рН 10,5 
(буфер  I). Для удаления вирусных частиц 
раствор центрифугировали последователь-
но при 6000  об./мин 10  мин, а затем при 
30 тыс. об/мин – 1 час при 4 °С. 

Получение РНП А. Метод 1. Раствор поли
эдрина диализировали в течение 3,5 час про-

тив подкисленной дистиллированной воды 
(рН  2–3), а затем 20 мин против 0,2 М би-
карбоната аммония (рН 7,8). Выпавший 
осадок полиэдрина отделяли центрифуги-
рованием (6–7  тыс. об./мин, 10 мин) и над
осадочную жидкость диализировали в тече-
ние ночи против 0,07 М фосфатного буфера, 
рН 7,5 (буфер II). Далее, как описано в работе 
[1]. Метод 2. Раствор полиэдрина диализиро-
вали сутки против буфера II, затем 30 мин 
против 0,2 М бикарбоната аммония, рН 7,8. 
Выпавший осадок полиэдрина удаляли низ-
коскоростным центрифугированием (6–7 тыс. 
об./мин, 10 мин). Далее, как в работе [1].

Гель-фильтрация. Использовали ком-
мерческие колонки Sephacryl S-300 (марке-
ры: Thy (Мм 669 кДа), igG (Мм 160 кДа), Ova 
(Мм 43 кДа), Myogl (Мм 17,5 кДа)) и Superose 6 
10/300 GL (маркеры: Thy (Мм  669  кДа), 
Fer (Мм 440 кДа), BSA (Мм 67 кДа), Ribon 
(Мм 13,7 кДа). (Amersham, Pharmacia, Biothech, 
Швеция). Гель-фильтрацию проводили в бу-
ферах I и II (см. выше). Собирали фракции по 
2 мл. 

Определение РНК в пиках осуществляли 
с помощью орциновой реакции и измерением 
отношения А260/А280 в УФ-спектрах. 

УФ-спектры поглощения снимали на 
спектрофотометре «Specord» (ГДР).

Результаты и обсуждение

Выбор коконов кара-почах обусловлен 
тем, что выделенные из них полиэдры не име-
ют протеолитической активности. Полиэдры 
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из других источников (гемолимфа инфици-
рованных гусениц, погибшие в естественных 
условиях гусеницы) содержат щелочную про-
теазу, которая при выделении полиэдрина в 
щелочных условиях расщепляет полипептид-
ную цепь в нескольких местах с образовани-
ем крупных перекрывающихся фрагментов [3]. 
Использование таких полиэдров значительно 
осложнило бы интерпретацию полученных 
данных. 

Для определения Мм РНП А раствор по-
лиэдрина подвергали гель-фильтрации на ко-
лонке Sephacryl S-300. В результате получили 
шесть пиков (рис. 1). Основная масса протеи
на выходила в первых трех пиках. Очевид-
но, что первый пик содержит компоненты с 
Мм 700 кДа, второй – около 350 кДа и тре-
тий – 170 кДа. РНК обнаруживается в первых 
трех фракциях пика 1 и во фракциях пиков 5 и 
6. УФ-спектры объединенных фракций 1–3 (a) 
и фракции 4 (b) пика 1 представлены на рис. 1. 
Отношение А260/А280 равно 1,07 (a) и 0,78 (b). 
Фракции 5–18 (пики 2, 3, 4 и частично 5) име-
ют типичные протеиновые спектры с отноше-
нием А260/А280 равным 0,6–0,7. Из этих данных 
следует, что РНП А присутствует во фракции 
1–3. Вероятно фракция 4 (b) представляет со-
бой димер 13S-субъединицы полиэдрина с Мм 
342 кДа [3]. Такое четкое разделение в преде-
лах пика 1 свидетельствует, что РНП А име-

ет Мм в пределах 700–800 кДа. Точную Мм 
РНП А можно рассчитать, исходя из Мм вхо-
дящих в него компонентов [1]. Было показано, 
что в растворе при рН 10,5 70% полиэдрина 
находится в виде ассоциата с коэффициен-
том седиментации 13S (13S-субъединица) [3]. 
По определению Харрап [2] 13S-субъединица 
представляет собой шестиплечевую узловую 
единицу (six-armed nodal unit). Известно, что 
узловая единица представляет собой додека-
мер полипептидной цепи полиэдрина [4] с Мм 
342  кДа (Мм полипептидной цепи 28,5  кДа 
[3]). Очевидно, что РНП А содержит две еди-
ницы. В состав РНП А входит РНП В, который 
состоит из двух РНП31, каждый из которых 
включает полипептид с Мм 14 кДа и малую 
РНК с Мм 17 кДа [1]. Таким образом РНП В 
имеет Мм 62 кДа. В сумме получаем 746 кДа. 
В полиэдр включается еще малая РНК с Мм 
21  кДа, которая образует комплекс РНП50 с 
полипептидной цепью полиэдрина [1]. Наибо-
лее вероятно, что в РНП А входят две РНК (по 
одной в каждой узловой единице). В итоге сум-
марная Мм РНП А будет составлять 788 кДа. 
Очевидно, что 19S-компонент, обнаруженный 
нами ранее [5] при ультрацентрифугировании 
раствора полиэдрина, по-видимому, представ-
ляет собой РНП А. Исходя из такого расчета 
Мм РНП А и из УФ-спектров (рис. 1), ото-
бранных фракций а и b, мы делаем вывод, что 

Рис. 1. Гель-фильтрация на Sephacryl S-300 раствора полиэдрина ( ) и РНП А (-х-х-х-) в буфере I. 
Гель-фильтрация материала пика 3 в буфере II ( ). А – УФ-спектры фракций a и b пика 1  
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фракция 4 пика 1 (рис. 1) содержит димер уз-
ловой единицы с Мм 684 кДа. Разница в Мм 
РНП А и димера узловой единицы, равная 
100 кДа, предопределяет их частичное разде-
ление в пределах пика 1.

Анализируя далее Мм компонентов поли-
эдрина в пиках рис. 1, мы предположили, что 
пик 2 содержит узловые единицы, а пик 3 – их 
половины (трехплечевой компонент узловой 
единицы с Мм 171 кДа). Очевидно этот ком-
понент с коэффициентом седиментации 8,2S 
обнаружен нами ранее при ультрацентрифуги-
ровании [5]. Пик 4 вероятно содержит димер 
полипептидной цепи полиэдрина (плечо узло-
вой единицы с Мм 57 кДа). Такой компонент 
с коэффициентом седиментации 3,2S также 
обнаружен при ультрацентрифугировании [5]. 
Интересно отметить, что полиэдрин из пика 3 
после диализа против фосфатного буфера и 
последующей гель-фильтрации, обнаружива-
ется в виде димера узловой единицы (рис. 1), 
т.е. (после снижения рH с 10,5 до 7,5) проис-
ходит ступенчатая ассоциация трехплечевого 
компонента полиэдрина с образованием сна-
чала узловой единицы, а затем ее димера. И 
наконец, пик 5 содержит полипептидную цепь 
полиэдрина (Мм 28,5), а пик 6 – смесь ма-
лых РНК и полипептида р14. Предположение о 
том, что пик 5 содержит полипептидную цепь 
полиэдрина, а пики 1–4 ее ассоциаты, под-
тверждается данными электрофореза в ПААГ 
в присутствии DS-Na: все пики дают одну и ту 
же картину (полипептид с Мм 29 кДа, рис. не 
приводится). 

Таким образом, изложенные выше ре-
зультаты подтверждают обнаруженный факт 
[5], что высокомолекулярные агрегаты по-

лиэдрина диссоциируют в процессе гель-
фильтрации. Интересно отметить, что РНП А 
в отличие от полиэдрина не диссоциирует до 
13S-субъединиц при гель-фильтрации раство-
ра полиэдрина. Однако выделенный в чистом 
виде, он диссоциирует при гель-фильтрации в 
зависимости от способа получения и матрицы 
геля. Так, РНП А, выделенный по методу 1, 
диссоциирует при гель-фильтрации до сво-
их компонентов – полипептидной цепи (Мм 
28,5 кДа), р14 (Мм 14 кДа) и двух малых РНК 
(Мм 17 и 21 кДа). Как видно (рис. 1), значи-
тельная часть полиэдрина выходит в виде по-
липептидной цепи одним пиком в диапазоне 
70–78  мл. Ниспадающее плечо в диапазоне 
79–86 мл очевидно представляет собой поли-
пептид р14. РНК обнаруживается во фракциях 
18–23. На рис. 2 видно, что этот же препарат 
РНП А выходит одним пиком в диапазоне от 
16 до 22 мл. Мы предполагаем, что при гель-
фильтрации РНП А диссоциирует до двух 
молекул РНП с Мм 78 кДа, состоящего из 
димера полипептидной цепи (одно плечо уз-
ловой единицы) и РНК с Мм 21  кДа, плюс 
одной молекулы РНП В (Мм 62 кДа) и 10-ти 
молекул димера полипептидной цепи (Мм 
57 кДа). Можно сделать вывод, что при гель-
фильтрации препарата 1 РНП А происходит 
разрушение физических связей протеин-про-
теиновых взаимодействий, ответственных за 
формирование узловой единицы и ассоциа-
цию двух узловых единиц с РНП В. Другими 
словами, разрушаются связи, образованные 
аминокислотными остатками, расположенны-
ми в С-концевом участке полипептидной цепи 
[3]. Целые димеры, образованные за счет про-
теин-протеиновых взаимодействий средних 

Рис. 2. Гель-фильтрация на Superose 6 10/300 GL препарата 1 и препарата 2 РНП А в буфере I 

Рис. 2 Гель-фильтрация через Superose 6 10/300 GL препарата 1 и 

препарата 2 РНП А в буфере I.  
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участков полипептидной цепи полиэдрина. 
РНП А, выделенного по методу 2, диссоции-
рует при гель-фильтрации одним пиком в диа-
пазоне (18–22 мл) и с ниспадающим плечом 
(22–26 мл). Мы предполагаем, что происходит 
диссоциация РНП А полностью до полипеп-
тидной цепи (24 молекулы) и двух молекул р14 
(ниспадающее плечо). Отметим, что при гель-
фильтрации препарата 1 РНП А это плечо от-
сутствует. Очевидно, что при гель-фильтрации 
у препарата, выделенного по методу 2, раз-
рушаются все протеин-протеиновые, а также 
протеин-нуклеиновые взаимодействия. Мож-
но сделать вывод, что в препарате 1 протеин-
протеиновые взаимодействия, ответственные 
за образование димеров, и протеин-нуклеи-
новые взаимодействия более прочные, чем у 
препарата  2. Это можно объяснить тем, что 
препарат 1 проходит через стадию выделения 
при рН 2–3, в то время как при выделении 
препарата 2 значение рН не снижается ниже 
7,5. Можно предположить, что при более низ-
ких значениях рН межмолекулярные взаимо-
действия в препарате  1 РНП А упрочняются 
настолько, что при взаимодействии с матрицей 
при гель-фильтрации они не нарушаются в от-
личие от препарата 2.

Из результатов гель-фильтрации и уль-
трацентрифугирования [5] очевидно, что 
cамыми слабыми являются протеин-протеи-
новые взаимодействия, ответственные за ассо-
циацию узловых единиц. Образованные двумя 
С-концевыми участками 187-244 полипептид-
ной цепи полиэдрина, высокомолекулярные 
ассоциаты разрушаются в первую очередь с 
образованием узловой единицы. Следующи-
ми разрушаются, не без участия щелочной 
протеазы полиэдров [3], протеин-протеино-
вые взаимодействия, образованные этими же 
участками между шестью плечами внутри уз-
ловой единицы. При этом образуются димеры 
полипептидной цепи (одно плечо). Димеры, 
образованные протеин-протеиновыми взаи-
модействиями среднего участка полипептид-
ной цепи 92-121 [3], разрушаются в последнюю 
очередь. Очевидно, что хотя димеры и узловые 
единицы образованы протеин-протеиновыми 
взаимодействиями, природа их различна. Вза-
имодействия средних участков более прочные, 
чем С-концевых. Это предполагается из осо-
бенностей участков аминокислотных после-
довательностей. В димерах РНП-комплексов 
одновременно разрушаются протеин-про-
теиновые взаимодействия средних участ-
ков и протеин-нуклеиновые, образованные 
N-концевым участком полипептидной цепи 

(1-91). В результате ступенчатого разрушения 
физических связей протеин-протеиновых и 
протеин-нуклеиновых ассоциатов реализуют-
ся малые РНК. 

Из изложенных выше данных можно 
представить происходящие в клетке на поздней 
стадии инфекции процессы ассоциации поли
эдрина и сборки полиэдра и предположить роль 
малых РНК (РНП) в этих процессах. На рис. 3 
представлены стадии этого процесса. Поли-
пептидная цепь на рис. 3 изображена в масшта-
бе, где в каждом изгибе расположен аминокис-
лотный остаток Рro: 15 остатков в положениях 
1, 7, 58, 62, 79, 107, 125, 128, 148, 157, 178, 205, 
234, 237, 242. После схождения полипептидной 
цепи полиэдрина с полисом в цитоплазме об-
разуются димеры («плечи») за счет централь-
ного участка полипептидной цепи (обозначен 
синим цветом), ответственного за образование 
димеров [3]. Полипептидные цепи димеров ча-
стично расщепляются по связи Asn121-Ala122 
цитоплазматической протеазой с образова-
нием димеров р14 [1]. Плечи собираются в 
трех-плечевые единицы за счет С-концевых 
участков полипептидной цепи (также отмечен 
синим цветом), ответственных за образова-
ние 13S-субъединицы. Укороченные димеры 
и трех-плечевые единицы мигрируют в ядро. 
Далее процесс формирования полиэдров пред-
полагается на основании проведенных иссле-
дований [2] по диссоциации полиэдров при 
рH 10,5. В ядре трех-плечевые единицы соби-
раются в шестиплечевые (этап 1), которые да-
лее образуют монослойные агрегаты (этап  2). 
К свободным плечам монослойных агрега-
тов присоединяется малая РНК sncRNA-2 с 
Мм  21 кДа к «комплементарному» участку по-
липептидной цепи 75–95 [1] (отмечен красной 
точкой в узловых единицах). Беря за основу, 
что РНП-комплекс А (19S-компонент) состав-
ляет 20% от массы узловых единиц [3], мож-
но рассчитать, что приблизительно на каждые 
десять узловых единиц приходится один ком-
плекс РНП А. Параллельно в ядре к участку 
26–45 (обозначен красным цветом) каждой по-
липетидной цепи димера р14 присоединяется 
малая РНК sncRNA-1 с Мм 17 кДа, образуя 
РНП В. Далее РНП В присоединяется к пле-
чам узловых единиц монослойных агрегатов, 
меченых sncRNA-2, через протеин-протеино-
вые взаимодействия центрального участка по-
липептидной цепи р14 с С-концевым участком 
полипептидной цепи плеча полиэдрина. Мо-
нослойные агрегаты полиэдрина соединяются 
через взаимодействия С-концевых участков 
полипептидной цепи свободных плеч и допол-
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Рис. 3. Гипотетическая модель процессинга и ассоциации полиэдрина в цитоплазме и образования 
РНП В и РНП А при формировании полиэдра в ядре

 

Рис. 3 Гипотетическая модель процессинга и ассоциации полиэдрина в 

цитоплазме и образования РНП В и РНП А в процессе формирования 

полиэдра в ядре. 

ЦИТОПЛАЗМА

р29 (полиэдрин)

протеаза

ЯДРО

РНП В

sncRNA-1

sncRNA-2

РНП A

2

1

3

N

C

C

N

p14

експериментальні роботи



ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2012, т. 84, № 1 65

Рис. 4. Узел сшивки с помощью РНП В двух плеч 
узловых единиц РНП А, меченых sncRNA  

Рис. 4 Узел сшивки с помощью РНП В двух плеч узловых единиц РНП А, 
меченых sncRNA. нительно «сшиваются» РНП В, образуя куби-

ческую кристаллическую решетку полиэдров 
(этап 3). Из представленной модели форми-
рования полиэдра очевидно, что РНП А об-
разуется в процессе формирования. На рис. 4 
показан узел сшивки с помощью РНП В моно-
слойных агрегатов.

Таким образом, мы предполагаем, что 
малые РНК (которые входят в состав РНП) 
выполняют структурную функцию при фор-
мировании полиэдров ВЯП B. mori на заклю-
чительной стадии инфекции. При формирова-
нии полиэдров в них включаются вирионы. В 
результате гибели гусениц при их разложении 
полиэдры выходят во внешнюю среду и по-
глощаются здоровыми гусеницами в процес-
се питания. Так происходит распространение 
инфекции. Возникает вопрос – а происходит 
ли передача только вирионов или передается 
также РНП А? Если да, то какова роль малых 
РНК в репликации вирусов в клетках первич-
ной инфекции? 

На основании вышеизложенного мы пред-
лагаем гипотезу передачи РНП А или малых 
РНК в процессе распространения инфекции. 
При растворении полиэдров в условиях повы-
шенного рН кишечника наряду с вирионами в 
результате разрушения наиболее слабых про-
теин-протеиновых взаимодействий между уз-
ловыми единицами высвобождается РНП А. 
В условиях раствора полиэдрина в кишечнике 
РНП А не диссоциирует и вместе с нуклеокап-
сидом проникает в клетки первичной инфек-
ции кишечника. При прохождении клеточной 
мембраны разрушаются протеин-протеиновые 
взаимодействия между шестью плечами узло-
вой единицы РНП А и в клетку проникают 
димеры полиэдрина, РНП В и РНП78 (ком-
плекс димера полиэдрина Мм 57 кДа с РНК 
Мм 21 кДа). При прохождении ядерной мем-
браны разрушаются протеин-нуклеиновые 
взаимодействия в РНП и протеин-протеино-
вые взаимодействия в димерах и в ядро наря-
ду с ДНК проникают малые РНК. Какова же 
их функция? Это интригующий вопрос, для 
ответа на который необходимо проводить спе-
циальные исследования. Одно только можно 
предположить, что они выполняют функцию 
специфическую для ВЯП B. mori, поскольку в 
геноме ВЯП A. californica мы подобных РНК не 
обнаружили [6]. Из результатов исследования 
кристаллической структуры полиэдра ВЯП 
А.  californica методом рентгеноструктурного 
анализа с разрешением 2,2 Å можно видеть, 
что полиэдры также не содержат малых РНК 
[7].

Стехіометрія РНП-комплексу 
поліедрів вірусу ядерного 
поліедрозу тутового 
шовкопряда Bombyx mori

Т. В. Ширина, М. Т. Бобровська, 
Е. А. Козлов

Інститут молекулярної біології 
і генетики НАН України, Київ;

e-mail: e.a.kozlov@imbg.org.ua

Методом гель-фільтрації на колонці 
Sephacryl S-300 показано, що присутній в 
поліедрах вірусу ядерного поліедрозу Bombyx 
mori комплекс РНП А має молекулярну масу 
(Мм) близько 700 кДа. Показано, що РНП А 
з Мм 788 кДа складається з двох 13S-асоціатів 
поліедрину з Мм 342 кДа, двох поліпептидів 
р14 з Мм 14 кДа, двох малих некодуючих 
РНК з Мм 21 кДа та двох малих некодуючих 
РНК з Мм 17 кДа. Запропоновано модель ут-
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ворення комплексу РНП А зі складових його 
компонентів. Обговорюється роль комплексу в 
формуванні поліедра та його можлива роль у 
процесі інфекції.

К л ю ч о в і  с л о в а: вірус ядерного 
поліедрозу, Bombyx mori, поліедрин, мала РНК, 
РНП-комплекс, гель-фільтрація.

RNP-complex stoichiometry of 
Bombyx mori nuclear polyhedrosis 
virus polyhedra
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E. A. Коzlov
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S u m m a r y

By gel-filtration through Sephacryl S-300 it 
was shown that RNP A complex present in poly-
hedra of Bombyx mori nuclear polyhedrosis virus 
has molecular weight (Mw) about 700 kDa. It was 
shown that RNP A with Mw 788 kDa is composed 
of two polyhedrin 13S-associates with Mw 342 kDa, 
two p14 polypeptide with Mw 14 kDa, two 21 kDa 
small non-coded RNAs and two 17  kDa small 
non-coded RNAs. The model of RNP A forma-
tion from components making it is proposed. The 

complex role in the course of polyhedron forma-
tion and its role in the course of infection are dis-
cussed.

K e y  w o r d s: nuclear polyhedrosis virus, 
Bombyx mori, polyhedrin, small RNA, RNP-com-
plex, gel-filtration.
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