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Èññëå äî âà ëè ðîëü  pif1 –  áåë êà îá îëî÷êè âè ðó ñà ÿäåð íî ãî ïî ëè ýä ðî çà S. littoralis  â ïðî öåñ ñå ïðî íèê íî -
âå íèÿ âè ðó ñà â êî ëîí ÷à òóþ êëåò êó  êè øå÷ íè êà íà ñå êî ìî ãî. Ïî êà çà íî, ÷òî äå ëå òè ðî âà íèå pif1 èç âè -
ðóñ íî ãî ãå íî ìà íå áëî êè ðó åò ïðî öåññ ñëè ÿ íèÿ âè ðóñ íîé è êëå òî÷ íîé ìåì áðàí, äå òåê òè ðó å ìî ãî
ìå òî äîì âîñ ñòà íîâ ëå íèÿ ôëó î ðåñ öåí öèè îêòà äå öèë-ðî äà ìèí-Â-õëî ðè äà. Ñ ïðè âëå ÷å íè åì òåõ íè êè
ÎÒ-ÏÖÐ ïî êà çà íî, ÷òî ôóíê öè åé pif1 ÿâ ëÿ åò ñÿ îá ñëó æè âà íèå îä íî ãî èëè íå ñêîëü êèõ ýòà ïîâ æèç -
íåí íî ãî öèê ëà âè ðó ñà, ïðåä øåñ òâó þ ùèõ ïðî íèê íî âå íèþ âè ðóñ íîé ÄÍÊ â ÿäðî, ïðåä ïî ëî æè òåëü íî
òà êèõ, êàê èí òåð íà ëè çà öèÿ íóê ëå î êàï ñè äà, åãî òðàíñ ïîð òè ðîâ êà, îñâî áîæ äå íèå âè ðóñ íîé ÄÍÊ èç
êàï ñè äà è åå âíåä ðå íèå â ÿäðî. 

Êëþ ÷å âûå ñëî âà: ïðî íèê íî âå íèå âè ðó ñà â êëåò êó, áà êó ëî âè ðóñ, pif1. 

Ââå äå íèå. Íåñ ìîò ðÿ íà îãðîì íîå ðàç íî îá ðà çèå âè -
ðó ñîâ, ñïî ñî áû ïðî íèê íî âå íèÿ èõ â êëåò êó ñõîä íû.    
Â ÷àñ òíîñ òè, ïðî íèê íî âå íèå â êëåò êó âñåõ èç ó÷åí -
íûõ îá îëî ÷å÷ íûõ âè ðó ñîâ îñíî âà íî íà ñëè ÿ íèè âè -
ðóñ íîé è êëå òî÷ íîé ìåì áðàí [1]. Ýòîò ïðî öåññ îá -
ñëó æè âà åò ñÿ áåë êà ìè ïðè êðåï ëå íèÿ è ñëè ÿ íèÿ,
ÿâ ëÿ þ ùè ìè ñÿ êîì ïî íåí òà ìè âè ðóñ íîé îá îëî÷ êè.
Êàê èç âåñ òíî, ãî ìî ëî ãèÿ ìåæ äó áåë êà ìè ñëè ÿ íèÿ
ðàç íûõ âè ðó ñîâ îò ñó òñòâó åò, ïðè ýòîì èõ ñòðóê òóð -
íûå ïðå îá ðà çî âà íèÿ â ïðî öåñ ñå ñëè ÿ íèÿ ìåì áðàí
õà ðàê òå ðè çó þò ñÿ îá ùè ìè ÷åð òà ìè, ÷òî ïî çâî ëÿ åò
ïðåä ïî ëî æèòü îá ùóþ êîí ñåð âà òèâ íóþ ìî äåëü
ïðî öåñ ñà, îïè ñà íèþ  êî òî ðîé ïî ñâÿ ùå íî ìíîãî îá -
çî ðîâ ïî ñëåä íèõ ëåò [2]. 

Ñëå äó åò îò ìå òèòü, ÷òî áîëü øàÿ ÷àñòü äàí íûõ ïî 
ìå õà íèç ìó ñëè ÿ íèÿ ïî ëó ÷å íà ïðè èç ó÷å íèè ìåë êèõ
ÐÍÊ-ñî äåð æà ùèõ âè ðó ñîâ,  ó êî òî ðûõ íà ëè ÷èå îä -
íî ãî áåë êà ñëè ÿ íèÿ ÿâ ëÿ åò ñÿ íå îá õî äè ìûì è äîñ òà -

òî÷ íûì äëÿ îá åñ ïå÷åíèÿ âñåõ ýòàïîâ ïðî öåñ ñà.
Êðóï íûå ÄÍÊ-ñî äåð æà ùèå îá îëî ÷å÷ íûå âè ðó ñû
ñî ñëîæ íîé ñòðóê òó ðîé èìå þò  ïðî èñ õîæ äå íèå è 
ýâî ëþ öè îí íóþ èñ òî ðèþ, îò ëè÷ íûå îò ìåë êèõ âè ðó -
ñîâ [3]. Èç-çà ñâî åé ñëîæ íîñ òè ïðî öåññ ïðî íèê íî -
âå íèÿ ýòèõ âè ðó ñîâ â êëåò êó îñòà åò ñÿ ïðàê òè ÷åñ êè
íå è çó ÷åí íûì, õî òÿ âîâ ëå ÷åí íîñòü â  ñëè ÿ íèå ìåì -
áðàí öå ëî ãî êîì ïëåê ñà âè ðóñ íûõ áåë êîâ ïî çâî ëÿ åò
ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ìåõàíèçì ýòîãî
ïðîöåññà ìîæåò íå ñîâïàäàòü ñ ãåíåðàëüíîé
ïàðàäèãìîé.

Áà êó ëî âè ðó ñû, ÿâ ëÿ ÿñü ïà òî ãå íà ìè íà ñå êî ìûõ,
íå èí ôåê öè îí íû äëÿ ìëå êî ïè òà þ ùèõ, ÷òî äå ëà åò èõ  
óäîá íîé ìî äåëüþ ïðè èç ó÷å íèè ïðî öåñ ñà ïðî íèê -
íî âå íèÿ â êëåò êó êðóï íûõ âè ðó ñîâ ñî ñëîæ íîé
ñòðóê òó ðîé. Áà êó ëî âè ðó ñû èìå þò áî ëåå äëè òåëü -
íóþ ýâî ëþ öè îí íóþ èñ òî ðèþ, ÷åì âè ðó ñû òåï -
ëîêðîâ íûõ, â ñâÿ çè ñ ýòèì èí òå ðåñ íî èç ó÷èòü ñïî -
ñîá  èõ ïðî íèê íî âå íèÿ â êëåò êè êàê íà è áî ëåå àð -
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õàè÷íûé. Ïî ìè ìî ýòî ãî, íå êî òî ðûå ñïå öè ôè ÷åñ êèå 
ñâî éñòâà áà êó ëî âè ðó ñîâ ïðåä ïî ëà ãà þò íà ëè ÷èå
îñîáûõ ñïî ñî áîâ èõ ïî ïàä àíèÿ â êëåò êó. Óíè êàëü -
íûì ñâîéñòâîì áà êó ëî âè ðó ñîâ ÿâ ëÿ åò ñÿ ñó ùåñ òâî -
âà íèå äâóõ ôîðì âè ðóñ íûõ ÷àñ òèö, ôîð ìè ðó þ ùèõ -
ñÿ íà ðàç íûõ ñòà äè ÿõ æèçíåííîãî öèêëà è
îòëè÷àþùèõñÿ ïî ïðîèñõîæäåíèþ è ñîñòàâó
ìåìáðàí, òðîïèçìîì ê ðàçíûì êëåòêàì è ñïîñîáîì
ïðîíèêíîâåíèÿ â ýòè êëåòêè.

Òàê íà çû âà å ìûå BV (budded virus) ÷àñ òè öû ôîð -
ìè ðó þò ñÿ íà ðàí íèõ ýòà ïàõ æèç íåí íî ãî öèê ëà âè -
ðó ñà.  BV ïðî íè êà þò â êëåò êó â ðå çóëü òà òå ýí äî öè -
òî çà [4]. Îáî ëî ÷å÷íîìó áåëêó  gp64, îá åñ ïå ÷è âà -
þùåìó ïðè êðåï ëå íèå è ñëè ÿ íèå BV ñ ìåì áðà íîé
ýí äî ñî ìû, ïðè ñó ùè ñâîéñòâà ñòàí äàð òíî ãî áåë êà
ñëè ÿ íèÿ. Îáñëó æè âà å ìûé èì ïðî öåññ õà ðàê òå ðè çó -
åò ñÿ íà ëè ÷è åì îá ùèõ ÷åðò ñ òà êî âûì, îïè ñàí íûì
äëÿ äðó ãèõ âè ðó ñîâ [5], ÷òî ïî çâî ëÿ åò ïðåä ïî ëî -
æèòü åãî ñî îò âå òñòâèå îá ùåï ðè íÿ òîé ìî äå ëè. ×àñ -
òè öû BV îò âå ÷à þò çà ñèñ òåì íîå èí ôè öè ðî âà íèå
âñåõ îðãà íîâ è òêà íåé íà ñå êî ìî ãî.

PDV ÷àñ òè öû ôîð ìè ðó þò ñÿ íà çà êëþ ÷è òåëü íûõ 
ñòà äè ÿõ èí ôåê öè îí íî ãî ïðî öåñ ñà. Èõ íà çâà íèå
(polyhedra derived virus) îò ðà æà åò âêëþ ÷åí íîñòü
÷àñ òèö â áåë êî âóþ êàï ñó ëó – ïî ëè ýäð. Íóê ëå î êàï -
ñè äû PDV îò âå òñòâåí íû çà ïåð âè÷ íîå èí ôè öè ðî âà -
íèå êî ëîí ÷à òûõ êëå òîê êè øå÷ íè êà, îíè âíåä ðÿ þò ñÿ 
â öè òîï ëàç ìó â ðå çóëü òà òå ïðÿ ìî ãî ñëè ÿ íèÿ îá îëî -
÷åê âè ðó ñîâ è ìåì áðàí ìèê ðî âîð ñè íîê ýòèõ êëå òîê
[6]. Ìå õà íèçì ïðî öåñ ñà íå èç âåñ òåí, áå ëîê ñëè ÿ íèÿ
PDV íå èäåí òè ôè öè ðî âàí.  Îáî ëî÷ êà PDV íà è áî -
ëåå èç ó÷åí íî ãî ïðåä ñòà âè òå ëÿ áà êó ëî âè ðó ñîâ – âè -
ðó ñà ÿäåð íî ãî ïî ëè ýä ðî çà (ÂßÏ) Àutographa
californica (Añ) âêëþ ÷à åò îêî ëî 44 áåë êîâ, êî äè ðó å -
ìûõ âè ðó ñîì [7]. Ïî êà çà íî, ÷òî êàê ìè íè ìóì ÷å òû -
ðå èç íèõ ÿâ ëÿ þò ñÿ àá ñî ëþò íî íå îá õî äè ìû ìè â
ïðî öåñ ñå âíåä ðå íèÿ íóê ëå î êàï ñè äà â êëåò êó – òðè
òàê íà çû âà å ìûõ ôàê òî ðà ïå ðî ðàëü íîé èí ôåê öè îí -
íîñ òè – pif1 [8], pif2 [9], pif3 [10] è ð74 [11]. Äå ëå òè -
ðî âà íèå ãå íîâ óïî ìÿ íó òûõ áåëêîâ âå äåò ê óòðà òå
èí ôåê öè îí íîñ òè PDV. Ãå íû ýòèõ áåë êîâ ïðè -
ñóòñòâó þò â ãå íî ìàõ àá ñî ëþò íî âñåõ (áî ëåå 30) ñåê -
âå íè ðî âàí íûõ áà êó ëî âè ðó ñîâ, ÷òî ïðåä ïî ëà ãà åò
êîí ñåð âà òèâ íûé ìå õà íèçì ïðî íèê íî âå íèÿ â êëåò êó  
ÐDV. Óñòà íîâ ëå íî, ÷òî pif3 íå ó÷àñ òâó åò â ïðî öåñ -
ñàõ ïðè êðåï ëå íèÿ è ñëè ÿ íèÿ, åãî ðîëü îñòà åò ñÿ íå -

èç âåñ òíîé, òîã äà êàê pif1, pif2 è ð74 ÿâ ëÿ þò ñÿ áåë êà -
ìè, ñïî ñî áñòâó þ ùè ìè ïðè êðåï ëå íèþ [10, 12].
Àâòîðàìè óêà çàí íûõ ðà áîò ïî êà çà íî, ÷òî ýô ôåê -
òèâ íîñòü ïðè êðåï ëå íèÿ äå ëå öè îí íûõ ìó òàí òîâ ïî
ýòèì ãå íàì  â òðè ðàçà cíè æå íà  â ñðàâ íå íèè ñ âè ðó -
ñîì äè êî ãî òè ïà. Ïðè ýòîì ïðè êðå ïèâ øèé ñÿ âè ðóñ
ïðî ÿâ ëÿ åò ñïî ñîá íîñòü ê ñëè ÿ íèþ ñ ìåì áðà íà ìè
êëå òîê ìèê ðî âîð ñèí êè, äå òåê òè ðó å ìî ìó ìå òî äîì
âîñ ñòà íîâ ëå íèÿ ôëó î ðåñ öåí öèè îêòà äå öèë-ðî äà -
ìèí-Â-õëî ðè äà (R18), ÷òî, ïî ìíå íèþ àâ òî ðîâ, ïî -
çâî ëÿ åò èñ êëþ ÷èòü âîç ìîæ íîñòü íå ïîñ ðå äñòâåí íî -
ãî  âîâ ëå ÷å íèÿ ýòèõ áåë êîâ â ïðî öåññ ñëè ÿ íèÿ. Ïðè
ýòîì îñòà åò ñÿ íå ïî íÿò íûì, ïî ÷å ìó ïðè êðåï ëå íèå è
ñëè ÿ íèå îä íîé òðå òè âè ðóñ íûõ ÷àñ òèö íå âå äåò ê
ïðî äóê òèâ íîé èí ôåê öèè. 

 Íàñ òî ÿ ùàÿ ðà áî òà ïî ñâÿ ùå íà äàëü íåé øå ìó
ôóíê öè î íàëü íî ìó èç ó÷å íèþ  îä íî ãî èç ôàê òî ðîâ
èí ôåê öè îí íîñ òè ÂßÏ Spodoptera littoralis (Spli), à
èìåí íî – pif1. Â ýêñ ïå ðè ìåí òàõ in vitro èñ ñëå äî âà íà 
ñïî ñîá íîñòü ê ñëè ÿ íèþ äå ëå öè îí íî ãî ìó òàí òà ïî
äàí íî ìó ãå íó, à òàê æå ïðè ïî ìî ùè òåõ íè êè ÏÖÐ
ñäå ëà íà ïî ïûò êà ïðè áëè çèòü ñÿ ê îò âå òó íà âîï ðîñ –
êà êîé èç ýòà ïîâ âè ðóñ íî ãî  öèê ëà áëî êè ðî âàí îò ñó -
òñòâè åì ïðî äóê òà ýòî ãî ãå íà?

Ìà òå ðè à ëû è ìå òî äû. Âè ðóñ è íà ñå êî ìûå.
B ýêñ ïå ðè ìåí òàõ èñ ïîëü çî âàí ÂßÏ Sðli äè êî ãî òè -
ïà øòàì ìà Ì2 è ïî ëó ÷åí íûé ðà íåå íà îñíî âå ýòî ãî
øòàì ìà áëÿ øå÷ íûé èçî ëÿò Spli D4 ñ äå ëå öè åé ïî ãå -
íó  pif1 [8]. Â ýêñ ïå ðè ìåíòàõ èñ ïîëü çî âà ëè ëè ÷è íîê  
Spli ðàç íûõ âîç ðàñ òîâ, âû ðà ùåí íûõ â óñëî âè ÿõ èí -
ñåê òà ðèÿ ïðè èñ êóññòâåí íîì âñêàð ìëè âà íèè. Ëè ÷è -
íîê çà ðà æà ëè, ñêàð ìëè âàÿ èì ñóñ ïåí çèþ ïî ëè ýä ðîâ 
èëè î÷è ùåí íûõ PDV ñ äî áàâ ëå íè åì 10 % ñà õà ðî çû.

Î÷èñ òêà ïî ëè ýä ðîâ è  PDV ÷àñ òèö. Ïî ëè ýä ðû è
PDV ÷àñ òè öû î÷è ùà ëè â ñî îò âå òñòâèè ñ ïðî öå äó -
ðîé, îïè ñàí íîé Áðà ó íà ãå ëåì è ñî àâò. [13]. 40 ã ëè -
÷è íîê, ïî ãèá øèõ îò ÿäåð íî ãî ïî ëè ýä ðî çà, ãî ìî ãå -
íè çè ðî âà ëè â 100 ìë ðàñ òâî ðà 0,1 % SDS, ãî ìî ãå íàò
ôè ëüòðî âà ëè ÷å ðåç íå ñêîëü êî ñëî åâ ìàð ëè.  Ïî ëè -
ýä ðû îñàæ äà ëè öåí òðè ôó ãè ðî âà íè åì ôè ëüòðà òà
ïðè 6000 îá/ìèí â òå ÷å íèå 10 ìèí. Îñà äîê ñóñ ïåí -
äè ðî âà ëè â ðàñ òâî ðå 0,15 M NaCl è öåí òðè ôó ãè ðî -
âà ëè â òîì æå ðå æè ìå.  Ðå ñóñ ïåí äè ðî âà ëè îñà äîê â
âî äå è íà ñëà è âà ëè íà ñòó ïåí ÷à òûé (50–60 %, ïî
ìàñ ñå) ãðà äè åíò êîí öåí òðà öèè ñà õà ðî çû. Ïîñ ëå
öåí òðè ôó ãè ðî âà íèÿ íà ïðî òÿ æå íèè 1 ÷ ïðè
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25000 îá/ìèí îò áè ðà ëè ïî ëè ýä ðû, ñêîí öåí òðè ðî -
âàí íûå íà ãðà íè öå ðàç äå ëà ôàç. Ñóñ ïåí çèþ  ðàç áàâ -
ëÿ ëè âî äîé â íå ñêîëü êî ðàç è ïî ëè ýä ðû îñàæ äà ëè
öåí òðè ôó ãè ðî âà íè åì ïðè 10000 îá/ìèí â òå ÷å íèå
20 ìèí. Ïî ëó ÷åí íûé îñà äîê ðå ñóñ ïåí äè ðî âà ëè â
ìà ëîì îá ú å ìå âî äû, äî âî äÿ êîí öåí òðà öèþ  äî 5×109

ïî ëè ýä ðîâ â 1 ìë. 
PDV îñâî áîæ äà ëè èç ïî ëè ýä ðîâ, ïðè áàâ ëÿÿ ê

900 ìêë ñóñ ïåí çèè 300 ìêë 0,2 Ì Na2CO3 è èí êó áè -
ðóÿ ñóñ ïåí çèþ â òå ÷å íèå 15 ìèí ïðè êîì íàò íîé
òåì ïå ðà òó ðå. Íåé òðà ëè çî âà ëè ñóñ ïåí çèþ äî áàâ ëå -
íè åì 0,1 Ì òðèñ-HCl, pH 7,4. Îò íå ðàñ òâî ðåí íûõ
ïî ëè ýä ðîâ èç áàâ ëÿ ëèñü öåí òðè ôó ãè ðî âà íè åì ïðè
5000 îá/ìèí â òå ÷å íèå 5 ìèí â öåí òðè ôó ãå
Eppendorf. Ñó ïåð íà òàíò íà ñëà è âà ëè íà ñòó ïåí ÷à -
òûé ãðà äè åíò (20–60 %)  êîí öåí òðà öèè ñà õà ðî çû.
Ïîñ ëå öåí òðè ôó ãè ðî âà íèÿ â òå ÷å íèå 1 ÷ ïðè 90000
g îò áè ðà ëè ïî ëî ñó íà ãðà íè öå ðàç äå ëà ôàç, ñî äåð æà -
ùóþ PDV ÷àñ òè öû. Ñóñ ïåí çèþ PDV ðàç áàâ ëÿ ëè â
3–4 ðàçà âî äîé è âè ðóñ íûå ÷àñ òè öû îñàæ äà ëè  öåí -
òðè ôó ãè ðî âà íè åì â òå ÷å íèå 30 ìèí ïðè 90000 g.
Îñà äîê îñòî ðîæ íî ðå ñóñ ïåí äè ðî âà ëè â îõëàæ äåí -
íîì áó ôå ðå PBS (137 ìM NaCl, 2,7ìM KCl, 10 ìM
Na2HPO4, 1 ìM KH2O4, pH 7,4). 

Êî ëè ÷åñ òâî PDV ïîä ñ÷è òû âà ëè, ðó êî âî äñòâó -
ÿñü êðè òå ðè åì Âîë êìàí [14], ñî ãëàñ íî êî òî ðî ìó
1 ìêã âè ðóñ íûõ áåë êîâ ñî îò âå òñòâó åò 1,8×109 PDV
÷àñ òèö. Êîí öåí òðà öèþ  áåë êîâ PDV îïðå äå ëÿ ëè
ïðè ïî ìî ùè BSA assay kit («Pierse», ÑØÀ) ïî
èíñòðóê öèè ïðî èç âî äè òå ëÿ. 

Ôëó î ðåñ öåí òíîå ìå ÷å íèå PDV ÷àñ òèö. Ôëó î -
ðåñ öåí òíóþ ìåò êó R18 ââî äè ëè â âè ðóñ íóþ îá -
oëî÷ êó ïî îïè ñàí íî ìó  ìå òî äó [15].  7 ìêë ñïèð òî -
âî ãî ðàñ òâî ðà R18 (1 ìêã/ìë) äî áàâ ëÿ ëè ê 500 ìêë
ñóñ ïåí çèè PDV, ñî äåð æà ùåé 1 ìã/ìë âè ðóñ íûõ áåë -
êîâ. Ïðå ïà ðàò èí êó áè ðî âà ëè â òåì íî òå ïðè êîì íàò -
íîé òåì ïå ðà òó ðå â òå ÷å íèå 1 ÷, ðàç áàâ ëÿ ëè â 3 ðàçà
áó ôå ðîì PBS è öåí òðè ôó ãè ðî âà ëè â öåí òðè ôó ãå
Eppendorf ïðè ìàê ñè ìàëü íîé ñêî ðîñ òè â òå ÷å íèå
30 ìèí ïðè òåì ïå ðà òó ðå 4 oÑ. PDV äâàæ äû îò ìû âà -
ëè â òðåõ îá ú å ìàõ PBS, îñà äîê ìå ÷å íûõ PDV ñóñ -
ïåí äè ðî âà ëè â 500 ìêë  PBS.

Ïî ëó ÷å íèå ïðå ïà ðà òîâ ìåì áðàí íûõ âå çè êóë èç
êëå òîê êè øå÷ íè êà. Ñðåä íèå îò äå ëû êè øå÷ íè êîâ
ceìèä íåâ íûõ ëè ÷è íîê áû ëè èç ú ÿ òû ïðè ïî ìî ùè
ìèê ðî õè ðóð ãè ÷åñ êèõ èíñòðó ìåí òîâ è ëó ïû è ïîä -

âåð ãíó òû îá ðà áîò êå ñî ãëàñ íî ìå òî äó [16]. 500 ìã
ïðå ïà ðà òà òêà íè êè øå÷ íè êà ãî ìî ãå íè çè ðî âà ëè íà
ëüäó â 200 ìêë áó ôå ðà À (300 ìÌ ìàí íè òîë, 5 ìÌ
ÝÄÒÀ, 17 ìÌ òðèñ-ÍÑl, pH 7,5) c äî áàâ ëå íè åì êîê -
òåé ëÿ èí ãè áè òî ðîâ ïðî òå àç («Promega», ÑØÀ) â
ïðî áèð êå Eppendorf ïðè ïî ìî ùè âíà ÷à ëå ïåñ òè êà, à
çà òåì – íà áî ðà èãî ëîê ðàç íî ãî äè à ìåò ðà (îò 23 äî
26 G).  Äà ëåå ïðè áàâ ëÿ ëè 4,5 ìë áó ôå ðà À ñ èí ãè áè -
òî ðà ìè ïðî òå àç è 4,5 ìë 24 ìÌ MgCl2 è èí êó áè ðî âà -
ëè ãî ìî ãå íàò íà ëüäó â òå ÷å íèå 15 ìèí. Öåí òðè ôó -
ãè ðî âà ëè ãî ìî ãå íàò ïðè 5000 îá/ìèí â òå ÷å íèå
15 ìèí ïðè òåì ïå ðà òó ðå 4 oÑ. Ñó ïåð íà òàíò îò áè ðà -
ëè è öåí òðè ôó ãè ðî âà ëè ïðè 19000 îá/ìèí â òå ÷å íèå 
30 ìèí ïðè òåì ïå ðà òó ðå 4 oÑ. Îñà äîê ðå ñóñ ïåí äè ðî -
âà ëè â òîì æå îá ú å ìå áó ôå ðà À è MgCl2 è ïî âòî ðÿ ëè 
ïðî öå äó ðó âû ñî êîñ êî ðîñ òíî ãî öåí òðè ôó ãè ðî âà -
íèÿ. Ïî ëó ÷åí íûé îñà äîê ìåì áðàí íûõ âå çè êóë ðå -
ñóñ ïåí äè ðî âà ëè â ìà ëîì îá ú å ìå PBS áó ôå ðà. 

Ìî íè òî ðèíã ñëè ÿ íèÿ ìåì áðàí. Ñëè ÿ íèå âè ðóñ -
íîé îá îëî÷ êè ñ êëå òî÷ íîé ìåì áðà íîé ðå ãèñ òðè ðî -
âà ëè, êàê îïè ñà íî äëÿ ÂßÏ Àñ [17], ïî ìå òî äó, îñíî -
âàí íî ìó íà âîñ ñòà íîâ ëå íèè ôëóî ðåñ öåí öèè R18,
âñòðî åí íî ãî â âè ðóñ íóþ îá îëî÷ êó â êîí öåí òðà öèè,
âû çû âà þ ùåé ñà ìî ãà øå íèå ôëóî ðåñ öåí öèè [18].
10 ìêë ñóñ ïåí çèè ìåì áðàí íûõ âå çè êóë (1 ìã/ìë)
ñìå øè âà ëè ñ ðàç ëè÷ íû ìè êî ëè ÷åñ òâà ìè Ì2 èëè D4
PDV (îò 1×109  äî 1×1010), îá ú å ìû  îá ðàç öîâ äî âîäèëè
äî 200 ìêë áó ôå ðîì PBS. Îáðàç öû èí êó áè ðî âà ëè â
òåì íî òå ïðè òåìïåðàòóðå 27 oÑ â òå ÷å íèå 4 ÷ ñ ïî êà -
÷è âà íè åì. Çà òåì îá ú åì êàæ äî ãî îá ðàç öà äî âîäèëè
äî 1 ìë áó ôå ðîì PBS è èí òåí ñèâ íîñòü ôëó î ðåñ öåí -
öèè èç ìå ðÿ ëè ïðè ïî ìî ùè ñïåê òðîô ëó î ðè ìåò ðà
Cary eclipse («Varian», ÑØÀ) ïðè äëè íå âîë íû âîç -
áóæ äå íèÿ 560 íì è äëè íå âîë íû ýìèñ ñèè 590 íì.
Èíòåí ñèâ íîñòü ôëóî ðåñ öåí öèè êàæ äî ãî îá ðàç öà
èç ìåðÿëè ïî âòîð íî ïî ñëå äîáàâ ëå íèÿ òðè òî íà
Õ-100 äî êîíå÷íîé êîí öåí òðà öèè 1 %. Ïðîöåíò
âîññòàíîâëåíèÿ ôëó î ðåñ öåí öèè ïîä ñ÷è òûâàëè ïî
ñòàíäàðòíîé ôîðìóëå: 

% ( ) / ( ),âîññòàíîâëåíèÿ =100 × - -F F F Fs t0 0

ãäå  Fs – èí òåí ñèâ íîñòü ôëó î ðåñ öåí öèè îá ðàç öà;
F0 – èí òåí ñèâ íîñòü ôëó î ðåñ öåí öèè ìå ÷å íûõ PDV;
Ft – èí òåí ñèâ íîñòü ôëó î ðåñ öåí öèè îá ðàç öà  ïî ñëå
äî áàâ ëå íèÿ òðè òî íà Õ-100. 
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Âû äå ëå íèå ÐÍÊ èç êëå òîê êè øå÷ íè êà. Èñòî÷ íè -
êîì ÐÍÊ ñëóæèëè òêà íè ñðåä íèõ îò äå ëîâ êè øå÷ íè -
êà, èç ú ÿ òûå èç çà ðà æåí íûõ ëè ÷è íîê. ÐÍÊ âû äå ëÿ ëè
ïðè ïî ìî ùè RNA easy Protect mini kit («Qiagen»,
ÑØÀ) ñî ãëàñ íî èíñòðóê öèè ïðî èç âî äè òå ëÿ.

Aìïëè ôè êà öèÿ ó÷àñ òêà ãå íà egt ïðè ïî ìî ùè
ÎT-ÏÖÐ. Äëÿ ïî ëó ÷å íèÿ êÄÍÊî âûõ êî ïèé ãå íîâ
ïðè ïî ìî ùè îá ðàò íîé òðàíñ êðèï òà çû èñ ïîëü çî âà ëè 
ïðå ïà ðà òû  ÐÍÊ, âû äå ëåí íûå èç êè øå÷ íè êîâ èí ôè -
öè ðî âàí íûõ íà ñå êî ìûõ. Â ðå àê öèè  ÏÖÐ èñ ïîëü çî -
âà ëè ïðàé ìå ðû, ãî ìî ëî ãè÷ íûå N-êîí öå âîé îá ëàñ òè  
ãå íà egt ÂßÏ Spli: ïðÿ ìîé –  TCACAGTCT-
GGTGGT è îá ðàò íûé – CGCTGAGACCTTTGA.
Ðå àê öèè îá ðàò íîé òðàíñ êðèï öèè è àì ïëè ôè êà öèè 
ïðî âî äè ëè, èñ ïîëü çóÿ êîì ïî íåí òû One Step
RT-PCR kit («Qiagen») â ñî îò âå òñòâèè ñ èíñòðóê öè -
åé ïðî èç âî äè òå ëÿ. 

Ðå çóëü òà òû è îá ñóæ äå íèå. Èññëå äî âà íèå êè íå -
òè êè ñëè ÿ íèÿ  îá îëî ÷åê ÐDV  âè ðó ñîâ Spli M2 è D4 ñ
ìåì áðà íà ìè  êëå òîê êè øå÷ íè êà. Ìå òîä âîñ ñòà íîâ -
ëå íèÿ ôëóî ðåñ öåí öèè R18 øè ðî êî èñ ïîëü çóþò ïðè
èñ ñëå äî âà íèè ñëè ÿ íèÿ ìåì áðàí. Îí îñíî âàí íà òîì, 
÷òî âñòðà è âà íèå â áè ëè ïèä íûé ñëîé ìî ëå êóë ôëþ î -
ðîõ ðî ìà R18 â îïðå äå ëåí íîé êîí öåí òðà öèè ïðè âî -
äèò ê ýô ôåê òó òàê íà çû âà å ìî ãî ñà ìî ãà øå íèÿ ôëó î -
ðåñ öåí öèè, âû çâàí íî ãî âçà è ìî äå éñòâè åì áëèç êî -
ðàñ ïî ëî æåí íûõ ìî ëå êóë. Ñëè ÿ íèå ìå ÷å íûõ
ìåì áðàí ñ íå ìå ÷å íû ìè âûçûâàåò ïå ðåðàñ ïðå äå ëå -
íèå R18 ìåæ äó äî íîð íîé è ðå öè ïè åí òíîé ìåì áðà -

íà ìè. Ðå çóëü òà òîì ýòî ãî ÿâ ëÿ åò ñÿ  «ðàç áàâ ëå íèå»
ìåò êè, ñíè æå íèå åå êîí öåí òðà öèè, ÷òî ñî ïðî âîæ äà -
åò ñÿ âîñ ñòà íîâ ëå íè åì ôëóî ðåñ öåí öèè. 

Âîñ ñòà íîâ ëå íèå ôëóî ðåñ öåí öèè, ðå ãèñ òðè ðó å -
ìîå ïðè ïî ìî ùè ñïåê òðîô ëó î ðè ìåò ðà, èñ ïîëü çî âà -
íî íà ìè äëÿ èñ ñëå äî âà íèÿ êè íå òè êè ñëè ÿ íèÿ ìå -
÷åíûõ PDV ÷àñ òèö ñ ìåì áðàí íû ìè âå çè êó ëà ìè, âû -
äå ëåí íû ìè èç ïðåïàðàòîâ ñðåäíåãî êèøå÷íèêà
íàñåêîìûõ. 

Ðàç ëè÷ íûå êî ëè ÷åñ òâà âè ðóñ íûõ ÷àñ òèö, ìå ÷åí -
íûõ  R18, èí êó áè ðî âà ëè â ñìå ñè ñ 10 ìêã ìåì áðàí -
íûõ âå çè êóë â òå ÷å íèå 4 ÷ ïðè òåì ïå ðà òó ðå 27 oÑ.
Âîçðàñòàíèå êî ëè ÷åñ òâà PDV Ì2 îò 1×109 äî 8×109 ñî -
ïðî âîæ äàåòñÿ ïðî ïîð öè î íàëü íûì ïî âû øå íè åì
ïðî öåí òà ñëè ÿ íèÿ ìåì áðàí, äå òåê òè ðó å ìîãî êàê
óâå ëè ÷å íèå âîñ ñòà íîâ ëå íèÿ ôëó î ðåñ öåí öèè îò 11
äî 88 % ñî îò âå òñòâåí íî (ðèñ. 1). Äàëü íåé øåå óâå ëè -
÷å íèå êî ëè ÷åñ òâà PDV äî 1×1010  ïðè âî äèò ê íå çíà -
÷è òåëü íî ìó ïëà òî îá ðàç íî ìó âîç ðàñ òà íèþ ïðî öåí -
òà âîñ ñòà íîâ ëå íèÿ ôëó î ðåñ öåí öèè äî 95 %, ÷òî ÿâ -
ëÿåòñÿ ñâè äå ò åëüñòâîì íà ñû ùå íèÿ. Ïî äîá íàÿ
òåí äåí öèÿ ïî âû øå íèÿ óðîâ íÿ âîñ ñòà íîâ ëå íèÿ
ôëóî ðåñ öåí öèè ñ óâå ëè ÷å íè åì êî ëè ÷åñ òâà âè ðóñ -
íûõ ÷àñ òèö íà áëþ äà åò ñÿ è äëÿ ÐDV D4, ÷òî ïîä -
òâåð æäàåò ôàêò ñëè ÿ íèÿ îá îëî÷ êè äå ëå öè îí íî ãî
ìó òàí òà ñ ìåì áðàí íû ìè âå çè êó ëà ìè. Ïðè ýòîì ïðè -
áëè çè òåëü íî â 2,5 ðàça áîëü øå âè ðóñ íûõ ÷àñ òèö ïî
ñðàâ íå íèþ ñ âè ðó ñîì äè êî ãî òè ïà íå îá õî äè ìî áû -
ëî äëÿ äîñ òè æå íèÿ îä íî ãî è òî ãî æå óðîâ íÿ âîñ ñòà -
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Ðèñ. 1. Çà âè ñè ìîñòü ïðî öåí òà âîñ ñòà íîâ -
ëå íèÿ ôëó î ðåñ öåí öèè îò êî ëè ÷åñ òâà
PDV ÷àñ òèö: 1 – M2 PDV; 2 – D4 PDV.
Âîç ðàñ òà þ ùèå êî ëè ÷åñ òâà ìå ÷å íûõ  R18 
ÐDV Ì2 èëè  PDV  D4 ñìå øè âà ëè ñ 10
ìêã ìåì áðàí íûõ âå çè êóë è èí êó áè ðî âà -
ëè â òå ÷å íèå 4 ÷ ïðè òåì ïå ðà òó ðå 27 oÑ



íîâ ëå íèÿ ôëó î ðåñ öåí öèè. Êàê óïî ìè íà ëîñü âû øå,
èñ ñëå äî âà íèå ãå íà pif1, ïðî âå äåí íîå íà ìî äå ëÿõ
ÂßÏ Spli è ÂßÏ Ac, ïðî äå ìî íñòðè ðî âà ëî, ÷òî ôå íî -
òè ïè ÷åñ êîå ïðî ÿâ ëå íèå ýòèõ ãå íîâ îäè íà êî âî ó
îáîèõ âè ðó ñîâ – èõ äå ëå òè ðî âà íèå âå äåò ê óòðà òå
èí ôåê öè îí íîñ òè PDV [8, 10]. 

Â íà ñòî ÿ ùåé ðà áî òå ïî êà çà íî, ÷òî äå ëå öèÿ ýòî ãî 
ãå íà íå ïðå ïÿ òñòâó åò ñëè ÿ íèþ îá îëî÷ êè ÂßÏ Spli ñ
êëå òî÷ íîé ìåì áðà íîé, ÷òî òàê æå íà õî äèò ñÿ â ñî îò -
âå òñòâèè ñ äàí íû ìè, ïî ëó ÷åí íû ìè äëÿ ÂßÏ Àñ
[10]. Àâòîðàìè óïî ìÿ íó òîé ðà áî òû ïî êà çà íî, ÷òî
ïðî öåíò âîñ ñòà íîâ ëå íèÿ ôëó î ðåñ öåí öèè â ïðî öåñ ñå 
ñëè ÿ íèÿ äå ëå öè îí íî ãî ìó òàí òà ÂßÏ Àñ ñ ìåì áðà -
íà ìè êëå òîê ðå äó öè ðî âàí â òðè ðàçà ïî ñðàâ íå íèþ ñ 
âè ðó ñîì äè êî ãî òè ïà. Ýòî îá ú ÿñ íÿ åò ñÿ òåì,  ÷òî â
òðè ðàçà ìåíü øå ìó òàí òíûõ âè ðóñ íûõ ÷àñ òèö ïðè -
êðå ïè ëîñü ê ìèê ðî âîð ñèí êàì. Ìû íå èç ó÷à ëè ýô -
ôåê òèâ íîñ òè ïðè êðåï ëå íèÿ Spli ê ìåì áðà íàì, êàê
ýòî ñäå ëà íî äëÿ ÂßÏ Àñ, îäíà êî ìîæ íî ïðåä ïî ëî -
æèòü, ÷òî ñíè æå íèå ýô ôåê òèâ íîñ òè ñëè ÿ íèÿ  D4
PDV â 2,4 ðàçà  ïî ñðàâ íå íèþ ñ Ì2  òàê æå ÿâ ëÿ åò ñÿ
ðå çóëü òà òîì óìåíüøåíèÿ ýô ôåê òèâ íîñ òè ïðè êðåï -
ëå íèÿ ýòî ãî âè ðó ñà. Òà êèì îá ðà çîì, pif1 ÂßÏ Spli
ìîæ íî ñ÷è òàòü ôóíê öè î íàëü íûì àíà ëî ãîì pif1
ÂßÏ Àñ, à èìåí íî – ôàê òî ðîì ïðè êðåï ëå íèÿ. Êîñ -
âåí íûì ïîä òâåð æäå íè åì ýòî ìó ñëó æèò òàê æå  àá ñî -
ëþò íàÿ êîí ñåð âà òèâ íîñòü ÷å òû ðåõ ôàê òî ðîâ ïðî -
íèê íî âå íèÿ PDV â êëåò êó, ïîä ðà çó ìå âà þ ùàÿ åäè -
íûé ìå õà íèçì ïðî íèê íî âå íèÿ,  ïî ñêîëü êó îá ùèé
ìå õà íèçì òðå áó åò ñîîòâåòñòâåííî êîí ñåð âà òèâ íîñ -
òè ôóíêöèé åãî èñïîëíèòåëåé. 

Èññëå äî âà íèå íà ëè ÷èÿ â ÿä ðàõ èí ôè öè ðî âàí íûõ
êëå òîê êè øå÷ íè êà ÄÍÊ ÐDV. Ïîñ êîëü êó äå ëå öè îí -
íûå ìó òàí òû, õî òÿ è ñ ìåíü øåé ýô ôåê òèâ íîñ òüþ,
íî âñå æå ïðè êðåï ëÿ þò ñÿ ê  ìåì áðà íàì êëå òîê è
ñëè âà þò ñÿ ñ íè ìè, ïðè ÷åì èí ôåê öè îí íûé ïðî öåññ
îêà çû âà åò ñÿ áëî êè ðî âàí íûì,  ñëå äó åò äî ïóñ òèòü,
÷òî íà ðÿ äó ñ ôóíê öè åé ïðè êðåï ëå íèÿ pif1 ó÷àñ òâó -
åò òàê æå  â çà ïóñ êå äðó ãèõ ïðî öåñ ñîâ æèç íåí íî ãî
öèê ëà âè ðó ñà. Òå î ðå òè ÷åñ êè ìîæ íî ïðåä ïî ëî æèòü,
÷òî ôóíê öè åé pif1 ÿâ ëÿ åò ñÿ îá ñëó æè âà íèå êà êî -
ãî-ëè áî èç ýòà ïîâ èí ôè öè ðî âà íèÿ, ñëå äó þ ùå ãî çà
ñëè ÿ íè åì ìåì áðàí, à èìåí íî: âíåä ðå íèÿ íóê ëå î -
êàï ñè äà â öè òîï ëàç ìó ìèê ðî âîð ñèí êè, òðàíñ ïîð òà
åãî ê ÿä ðó, ïðå îäî ëå íèÿ âè ðóñ íîé ÄÍÊ áàðü å ðà
ÿäåð íîé ìåì áðà íû, ðåï ëè êà öè èÄÍÊ, òðàíñ êðèï -

öèè è òðàíñ ëÿ öèè âè ðóñ íûõ ãå íîâ, ôîð ìè ðî âà íèÿ
íóê ëå î êàï ñè äîâ, âû õî äà íóê ëå î êàï ñè äîâ èç êëåò -
êè. Ó÷àñ òèå  pif1 â äàëü íåé øèõ ñî áû òè ÿõ ïðåä ñòàâ -
ëÿ åò ñÿ ìà ëî âå ðî ÿò íûì, ïî ñêîëü êó  BV ÷àñ òè öû ñ
äå ëå òè ðî âàí íûì ãå íîì pif1, áó äó ÷è èíú å öè ðî âàí -
íû ìè íà ñå êî ìûì, âû çû âà þò íîð ìàëü íûé èí ôåê -
öèîí íûé ïðî öåññ [8].

Îáùå èç âåñ òíûì ÿâ ëÿ åò ñÿ ôàêò, ÷òî ïðî ìî òî ðû 
ðàí íèõ áà êó ëî âè ðóñ íûõ ãå íîâ óçíà þò ñÿ  ôåð ìåí -
òíû ìè ñèñ òå ìà ìè  êëå òîê-õî çÿ åâ, è òðàíñ êðèï öèÿ
ýòèõ ãå íîâ îñó ùå ñòâëÿ åò ñÿ õî çÿé ñêîé ÄÍÊ-ïî ëè -
ìå ðà çîé. Ðàí íèå ïðî ìî òî ðû ôóíê öè î íè ðó þò ïî ñëå
òðàíñ ôåê öèè â êëåò êè íà ñå êî ìûõ è íå òðå áó þò ïðî -
äóê òîâ âè ðóñ íûõ ãå íîâ äëÿ ïîä äåð æà íèÿ ñâî åé àê -
òèâ íîñ òè [19, 20]. Îïè ðà ÿñü íà ïðè âå äåí íûå äàí -
íûå îá îñî áåí íîñ òÿõ ðàí íèõ áà êó ëî âè ðóñ íûõ ïðî -
ìî òî ðîâ, ìû ïðåä ïî ëî æè ëè, ÷òî îò ñó òñòâèå
òðàíñ êðèï òîâ áà êó ëî âè ðóñ íûõ ðàí íèõ ãå íîâ â ÿä ðå
êëå òîê êè øå÷ íè êà ìî æåò ñëó æèòü äî êà çà ò åëüñòâîì  
îò ñó òñòâèÿ â ÿä ðå âè ðóñ íîé ÄÍÊ. 

Äëÿ ïðî âåð êè íà ëè ÷èÿ âè ðóñ íîé ÄÍÊ â ÿä ðå çà -
ðà æåí íûõ êëå òîê áûë ïðî âå äåí ñëå äó þ ùèé ýêñ ïå -
ðè ìåíò. Øåñ òèä íåâ íûõ ëè ÷è íîê Spli çà ðà æà ëè
âñêàð ìëè âà íè åì èì âû ñî êî êîí öåí òðè ðî âàí íîé
ñóñ ïåí çèè  ïî ëè ýä ðîâ PDV Ì2 èëè  D4  (3×109 ïî ëè -
ýä ðîâ â 1 ìë). ×å ðåç 7 ÷ ïî ñëå èí ôè öè ðî âà íèÿ íà ñå -
êî ìûõ äå êà ïè òè ðî âà ëè, ñðåä íèå îò äå ëû êè øå÷ íè -
êîâ èç û ìà ëè è îñâî áîæ äà ëè îò ñî äåð æè ìî ãî. Èç
ñðåä íèõ îò äå ëîâ êè øå÷ íè êà âû äå ëÿ ëè òî òàëü íóþ
ÐÍÊ. Ïðè ïî ìî ùè îá ðàò íîé òðàíñ êðèï òà çû íà
îñíî âå ýòèõ ïðå ïà ðà òîâ ïî ëó ÷åí ïóë êÄÍÊî âûõ êî -
ïèé ìàò ðè÷ íûõ ÐÍÊ. Ðå àê öè èþ àì ïëè ôè êà öèè  íà 
îñíî âå  ïðàé ìå ðîâ, ãî ìî ëî ãè÷ íûõ N-êîí öå âîé îá -
ëàñ òè ðàí íå ãî ãå íà egt, èñ ïîëü çî âà ëè äëÿ äî êà çà ò -
åëüñòâà íà ëè ÷èÿ èëè îò ñó òñòâèÿ êÄÍÊî âîé êî ïèè
ýòî ãî ãå íà â èñ ñëå äó å ìûõ îá ðàç öàõ. Ïî ëî æè òåëü -
íûé ðå çóëü òàò çà ðå ãèñ òðè ðî âàí â ðå àê öèè àì ïëè -
ôè êà öèè ñ èñ ïîëü çî âà íè åì â êà ÷åñ òâå ìàò ðè öû ïðå -
ïà ðà òà êÄÍÊ íà ñå êî ìûõ, èí ôè öè ðî âàí íûõ âè ðó -
ñîì Ì2 (ðèñ. 2). Íå îä íîê ðàò íîå ïðî âå äå íèå
ðå àê öèè ÏÖÐ íà îñíî âå  ïðå ïà ðà òîâ êÄÍÊ íà ñå êî -
ìûõ, èí ôè öè ðî âàí íûõ âè ðó ñîì D4, ïðî äå ìî íñòðè -
ðî âà ëî îò ñó òñòâèå â íèõ ãå íà âè ðóñ íîé ÐÍÊ-ïî ëè -
ìå ðà çû.  Ïî ëó ÷åí íûå ðå çóëü òà òû ñâè äå ò åëüñòâó þò
î òîì, ÷òî  ÄÍÊ âè ðó ñà ñ äå ëå òè ðî âàí íûì ãå íîì
ðif1 íå äîñ òè ãà åò ÿä ðà. Ñëå äî âà òåëü íî, ìîæ íî ñäå -
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ëàòü âû âîä, ÷òî ôóíê öèÿ ðif1 ñî ñòî èò â îá ñëó æè âà -
íèè ýòà ïîâ èí ôè öè ðî âà íèÿ, ïðåä øåñ òâó þ ùèõ ïðî -
íèê íî âå íèþ âè ðóñ íîé ÄÍÊ â ÿä ðî, ïðåä ïî ëî æè -
òåëü íî òà êèõ, êàê âíåä ðå íèå íóê ëå î êàï ñè äà â
öè òîï ëàç ìó ìèê ðî âîð ñèí êè, åãî òðàíñ ïîðò ê ÿä ðó
èëè âíåä ðå íèå ÄÍÊ âè ðó ñà â ÿä ðî. 

Ïîñ êîëü êó pif1 ÿâ ëÿ åò ñÿ îá îëî ÷å÷ íûì áåë êîì, à 
íå êîì ïî íåí òîì íóê ëå î êàï ñè äà,  òðóä íî äî ïóñ òèòü
åãî íå ïîñ ðå äñòâåí íîå ó÷àñ òèå â òðàíñ ïîð òå èëè
îñâî áîæ äå íèè ÄÍÊ. Â ýòîì ñëó ÷àå ïðà âî ìåð íà ãè -
ïî òå çà î òîì, ÷òî pif1, ñî å äè íÿ ÿñü ñî ñïå öè ôè ÷åñ êè -
ìè ðå öåï òî ðà ìè, ìî æåò çà ïóñ êàòü ñèã íàëü íûå ïó òè
êëåò êè, îá åñ ïå ÷è âà þ ùèå âû ïîë íå íèå äàí íûõ
ôóíê öèé [10]. Â ïîä òâåð æäå íèå ýòîé ãè ïî òå çû
Îêõà âà è ñî àâò. ïðè âî äÿò òîò ôàêò, ÷òî ïî ñëå äî âà -
òåëü íîñòü àìè íî êèñ ëîò pif1 ÂßÏ Àñ ñî äåð æèò
RGD-ìî òèâ, ïðè ñó ùèé áåë êàì-ëè ãàí äàì èí òåã ðè -
íîâ (èìåí íî èí òåã ðè íû ÿâ ëÿ þò ñÿ òðàíñ äóê òî ðà ìè
âíåê ëå òî÷ íûõ ñèã íà ëîâ). Íå ñòà âÿ ïîä ñî ìíå íèå
ïðè íöè ïè àëü íóþ âîç ìîæ íîñòü ïðî âå äå íèÿ â êëåò -
êó ñèã íà ëà ïî ñðå äñòâîì pif1, ìû õî òèì ïðè ýòîì
ïîä ÷åð êíóòü, ÷òî íà ëè ÷èå ìî òè âà â ïî ñëå äî âà òåëü -
íîñ òè àìè íî êèñ ëîò  ÿâ ëÿ åò ñÿ íå îá õî äè ìûì, íî íå -
äîñ òà òî÷ íûì ôàê òî ðîì, ÷òî áû ñó äèòü î òîì, äå -
éñòâè òåëü íî ëè ýòîò ìî òèâ ôóíê öè î íà ëåí. Äî ïîë -

íè òåëü íûì ïîä òâåð æäå íè åì ôóíê öè î íàëü íîé çíà -
÷è ìîñ òè ìî òè âà ìî æåò áûòü åãî êîí ñåð âà òèâ íîñòü
ó áåë êîâ-ãî ìî ëî ãîâ. Â áàí êå ãå íîâ ê íà ñòî ÿ ùå ìó
âðå ìå íè ïðåä ñòàâ ëå íû  ïî ñëå äî âà òåëü íîñ òè áåë êîâ 
pif1 áî ëåå ÷åì 30 áà êó ëî âè ðó ñîâ. Ïðî âå äåí íûé íà -
ìè àíà ëèç àìè íî êèñ ëîò íîé ïî ñëå äî âà òåëü íîñ òè
ýòèõ áåë êîâ âû ÿ âèë îò ñó òñòâèå êîí ñåð âà òèâ íî ãî
RGD-ìî òè âà. Àìèíîêèñëîòíàÿ ïî ñëå äî âà òåëü íîñòü 
pif1 ÂßÏ Spli âî îá ùå íå ñî äåð æèò òà êî ãî ìî òè âà,
÷òî ñòà âèò ïîä ñî ìíå íèå åãî ôóíê öè î íàëü íóþ çíà -
÷è ìîñòü è ó ÂßÏ Àñ. Ïðî äîë æàÿ äèñ êóñ ñèþ ñ
Îêõà âà è ñî àâò., õî òèì ïîä ÷åð êíóòü ïðå æäå âå ìåí -
íîñòü èñ êëþ ÷å íèÿ ôóíê öèè ñëè ÿ íèÿ èç ñïèñ êà âîç -
ìîæ íûõ ôóíê öèé pif1. Íàì ïðåä ñòàâ ëÿ åò ñÿ  âå ðî ÿò -
íûì  ïðåä ïî ëî æå íèå î òîì, ÷òî pif1 ìî æåò áûòü íå -
ïîñ ðå äñòâåí íûì èñ ïîë íè òå ëåì  ïðî öåñ ñà ñëè ÿ íèÿ
ìåì áðàí. Ñîâ ðå ìåí íàÿ ïà ðà äèã ìà ñëè ÿ íèÿ, ïðè ìå -
íè ìàÿ êàê äëÿ èñ êó ññòâåí íûõ áè ëè ïèä íûõ ñëî åâ,
òàê è äëÿ áå ëîê-ñî äåð æà ùèõ áè î ëî ãè ÷åñ êèõ ìåì -
áðàí, ïðåä ïî ëà ãà åò íà ëè ÷èå íå ñêîëü êèõ ñòà äèé ýòî -
ãî ïðî öåñ ñà [21]. Îäíîé èç âàæ íûõ ñòà äèé ïðî öåñ ñà
ÿâ ëÿ åò ñÿ   ñî ñòî ÿ íèå ïî ëóñ ëè ÿ íèÿ, õà ðàê òå ðè çó þ -
ùå å ñÿ òåì, ÷òî îá ú å äè íÿ þò ñÿ âíåø íèå ñëîè áè ëè -
ïèä íî ãî êîì ïëåê ñà, â òî âðå ìÿ êàê âíóò ðåí íèå
îñòà þò ñÿ èí òàê òíû ìè. Ñëå äó þ ùåå çà ýòèì ñî ñòî ÿ -
íè åì  îá ú å äè íå íèå âíóò ðåí íèõ ñëî åâ ïðè âî äèò ê
ïî ëíî ìó ñëè ÿ íèþ, â ðå çóëü òà òå ÷å ãî ôîð ìè ðó åò ñÿ
ïî ðà è ñìå øè âà åò ñÿ âîä íîå ñî äåð æè ìîå äâóõ êîì -
ïàð òìåí òîâ, äî ýòî ãî ìî ìåí òà ðàç äå ëåí íûõ ìåì -
áðà íà ìè. Âàæ íî ïîä ÷åð êíóòü, ÷òî âîñ ñòà íîâ ëå íèå
ôëó î ðåñ öåí öèè R18 ïî çâî ëÿ åò äå òåê òè ðî âàòü ïå -
ðåðàñ ïðå äå ëå íèå ôëþ î ðîõ ðî ìà ìåæ äó ëè ïè äà ìè
äî íîð íîé è ðå öè ïè åí òíîé ìåì áðàí, íî ïðè ýòîì íå -
âîç ìîæ íî îïðå äå ëèòü, ïî ëíîå èëè íå ïîë íîå ñëè ÿ -
íèå ìåì áðàí îò ðà æà åò äàí íûé ïðî öåññ. ×òî áû ðàç -
ëè ÷èòü ýòè ñòà äèè îá û÷ íî  íà ðÿ äó ñ èç ó÷å íè åì ðàñ -
ïðå äå ëå íèÿ æè ðî ðàñ òâî ðè ìûõ êîì ïî íåí òîâ ìåì-
áðàí èñ ïîëü çó þò àíà ëèç ðàñ ïðå äå ëå íèÿ èõ âî äî ðàñ -
òâî ðè ìûõ ñî ñòàâ ëÿ þ ùèõ [22]. Äëÿ áîëü øè íñòâà
èçó÷åí íûõ âè ðó ñîâ íà ëè ÷èå îä íî ãî áåë êà ñëè ÿ íèÿ
ÿâ ëÿ åò ñÿ äîñ òà òî÷ íûì äëÿ  îá ñëó æè âà íèÿ âñåõ ñòà -
äèé ïðî öåñ ñà, ïî ý òî ìó â ðàì êàõ ñó ùåñ òâó þ ùåé ìî -
äå ëè pif1 íå ìî æåò ðàñ ñìàò ðè âàòü ñÿ êàê êàí äè äàò íà 
ðîëü áåë êà ñëè ÿ íèÿ. Îäíà êî ïî ñëåä íèå äàí íûå, ïî -
ëó ÷åí íûå ïðè èñ ñëå äî âà íèè ãåð ïåñ âè ðó ñîâ, çà ñòàâ -
ëÿ þò ïðåä ïî ëî æèòü, ÷òî ó ñëîæ íûõ ÄÍÊ-ñî äåð æà -
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Ðèñ. 2. Ýëåê òðî ôî ðå òè ÷åñ êèé àíà ëèç ïðî äóê òîâ àì ïëè ôè êà öèè
êÄÍÊî âûõ êî ïèé ÐÍÊ, âû äå ëåí íîé èç  êëå òîê êè øå÷ íè êà çà ðà -
æåí íûõ íà ñå êî ìûõ: 1 – ìàð êåð 1 kb («Fermentas»); 2 – ïî çè òèâ -
íûé êîí òðîëü (àì ïëè ôè êà öèÿ î÷è ùåí íîé ÄÍÊ ÂßÏ Ì2); 3, 4 –
íà ñå êî ìûå, çà ðà æåí íûå PDV M2; 5, 6 – íà ñå êî ìûå, çà ðà æåí íûå  
PDV D4



ùèõ âè ðó ñîâ  ìå õà íè êà ñëè ÿ íèÿ ìî æåò áûòü îò ëè÷ -
íîé îò îïè ñàí íîé. 

Ó ãåð ïåñ âè ðó ñîâ ñëè ÿ íèå îá åñ ïå ÷è âà åò ñÿ êîì -
ïëåê ñîì èç ÷å òû ðåõ êîí ñåð âà òèâ íûõ áåë êîâ – gD,
gH, gL, gB, äå éñòâó þ ùèõ ïî ñëå äî âà òåëü íî: gD ÿâ -
ëÿ åò ñÿ ïðè êðå ïè òåëü íûì áåë êîì, êîì ïëåêñ gHL
îáåñ ïå ÷è âà åò ïî ëóñ ëè ÿ íèå, a gB çà âåð øà åò ïðî öåññ
ñëè ÿ íèÿ, â ðå çóëü òà òå êî òî ðî ãî îá ðà çó åò ñÿ ïî ðà
[23]. Ïî àíà ëî ãèè ñ ãåð ïåñ âè ðó ñà ìè âïîë íå ïðà âî -
ìåð íî ïðåä ïî ëî æèòü, ÷òî èìåí íî íå ïîë íîå ñëè ÿ -
íèå ìî æåò ñëóæèòü áàðü åðîì äëÿ ïðî íèê íî âå íèÿ
íóê ëå î êàï ñè äà â êëåò êó, à pif1, âå ðî ÿò íî, îêà çû âà -
åò ñÿ èñ ïîë íè òå ëåì (èëè îäíèì èç èñ ïîë íè òå ëåé)
ïðî öåñ ñà ïî ëíî ãî ñëè ÿ íèÿ.  Ñëå äó åò îò ìå òèòü, ÷òî
õî òÿ ïðî öåññ ñëè ÿ íèÿ ãåð ïåñ âè ðó ñîâ ïðî õî äèò ïî
áî ëåå ñëîæ íîé ñõå ìå, áåë êè êîì ïëåê ñà èìå þò õà -
ðàê òå ðèñ òè êè, îá ùèå àá ñî ëþò íî äëÿ âñåõ áåë êîâ
ñëè ÿ íèÿ. Îäíîé èç òà êèõ õà ðàê òå ðèñ òèê ÿâ ëÿ åò ñÿ
íà ëè ÷èå ãëè êî çè ëè ðî âà íèÿ. Â îò ëè ÷èå îò âñåõ èç -
âåñ òíûõ áåë êîâ ñëè ÿ íèÿ pif1 íå ãëè êî çè ëè ðî âàí [8], 
÷òî áóä òî áû ñòà âèò ïîä ñî ìíå íèå åãî ôóíê öèþ êàê
áåë êà ñëè ÿ íèÿ. Îäíà êî ñó ùåñ òâó þò ñâè äå ò åëüñòâà
òî ãî, ÷òî ãëè êîï ðî òå è íû íå âîâ ëå ÷å íû â ïðî öåññ
ñëè ÿ íèÿ PDV. 

Èçâåñ òíî, ÷òî îá ðà áîò êà òó íè êà ìè öè íîì èí ôè -
öè ðî âàí íûõ êëå òîê îá û÷ íî âå äåò ê îò ñó òñòâèþ  èëè 
çíà ÷è òåëü íî ìó ñíè æå íèþ èí ôåê öè îí íîñ òè âè ðó ñà, 
ïî ëó ÷åí íî ãî èç ýòèõ êëå òîê, ïî ñêîëü êó òó íè êà ìè -
öèí íà ðó øà åò ïðî öåññ ãëè êî çè ëè ðî âà íèÿ áåë êîâ
ñëè ÿ íèÿ.  Òîã äà êàê ýòî îïðàâ äàí íî äëÿ BV [24], îá -
ðà áîò êà òó íè êà ìè öè íîì íå âëè ÿ åò íà èí ôåê öè îí -
íîñòü PDV [25]. Êðî ìå òî ãî, íå êî òî ðûå äå òà ëè  ïðî -
öåñ ñà ñëè ÿ íèÿ PDV îò ëè ÷à þò åãî îò òà êî âî ãî, îïè -
ñàí íî ãî äëÿ äðó ãèõ âè ðó ñîâ. Ó âñåõ èç ó÷åí íûõ
âè ðó ñîâ  íå îïîñ ðå äî âàí íîå ýí äî öè òî çîì ñëè ÿ íèå
âè ðóñ íîé è êëå òî÷ íîé ìåì áðàí  ÿâ ëÿ åò ñÿ íå çà âè ñè -
ìûì îò ðÍ.  Ýôôåê òèâ íîñòü æå ñëè ÿ íèÿ  ÐDV âîç -
ðàñ òà åò ñ ðîñ òîì ðÍ, äîñ òè ãàÿ ìàê ñè ìó ìà ïðè çíà -
÷å íè ÿõ 9–11 [17]. Ñíè æå íèå òåì ïå ðà òó ðû äî 4 oÑ
ÿâ ëÿ åò ñÿ îá ùåï ðè ìå íÿ å ìûì ìå òî äîì äëÿ áëî êè ðî -
âà íèÿ ïðî öåñ ñà ñëè ÿ íèÿ, îäíàêî òàêàÿ òåì ïå ðà òó ðà
ïåð ìèñ ñèâíà äëÿ ñëè ÿ íèÿ  ÐDV ñ ìåì áðà íà ìè ìèê -
ðî âîð ñè íîê [17]. 

Âû øå èç ëî æåí íîå ïî çâî ëÿ åò ïðåä ïî ëî æèòü, ÷òî 
íà ïó òè èç ó÷å íèÿ ïðî íèê íî âå íèÿ â êëåò êó  PDV áó -
äóò îò êðû òû äî ñèõ ïîð íå èç âåñ òíûå ìå õà íèç ìû

ýòî ãî ïðî öåñ ñà, îá ñëó æè âà å ìûå êîì ïëåê ñîì áåë -
êîâ ñëè ÿ íèÿ íî âî ãî òè ïà. 

Äàëü íåé øåå èñ ñëå äî âà íèÿ èí ôåê öè îí íî ãî ïðî -
öåñ ñà PDV ñ ïðè âëå ÷å íè åì ñðåäñòâ ýëåê òðî ííîé
ìèê ðîñêî ïèè, à òàê æå ìî íè òî ðèíã ñòå ïå íè ñëè ÿ íèÿ 
ìåì áðàí ïðè ïî ìî ùè âî äî ðàñ òâî ðè ìûõ êðà ñè òå -
ëåé, ïî çâî ëèò ïîäòâåðäèòü èëè îïðîâåðãíóòü
ãèïîòåçó î òîì, ÷òî èìåííî pif1 ÿâ ëÿ åò ñÿ áåë êîì
ñëèÿíèÿ íîâîãî òèïà. 

O. Yu. Reviakina, I. M. Kikhno

A role of Spodoptera littoralis nuclear polyhedrosis virus envelope

protein pif 1 in the process of primary infection of insect midgut

Summary

A role of the envelope protein pif 1 of Spodoptera littoralis nuclear
polyhedrosis virus in the process of viral penetration into the
midgut columnar cell of the insect has been investigated.  It has
been shown that pif1 deletion from viral genome does not block
viral and cell membrane fusion detected by octadecyl-
rhodamin-B-chloride fluorescence dequenching assays.  The use of
RT PCR techniques allowed to demonstrate that pif1 was predicted
to be an executor of some step(s) of viral life cycle upstream of viral
DNA entry into the nucleus, presumably such as nucleocapsid
internalization, nucleocapsid transport, viral DNA release from
capsid and its penetration into the nucleus.

Keywords: virus entry into the cell, baculovirus, pif1.

Î. Þ. Ðå âÿê³íà, ². Ì. Ê³õíî 

Ðîëü á³ëêa pif1 îá îëîí êè â³ðóñy ÿäåð íî ãî ïîë³åä ðî çó

Spodoptera littoralis y ïðî öåñ³ ïåð âèí íî ãî ³íô³êó âàí íÿ êë³òèí

êè øå÷ íè êà êî ìà õè

Ðå çþ ìå

Äîñë³äæó âà ëè ðîëü pif1 – á³ëêà îá îëîíêè â³ðóñó ÿäåð íî ãî
ïîë³åä ðî çó S. littoralis  ó ïðî öåñ³ ïðî íèê íåí íÿ â³ðóñó â êî ëîí ÷àñ -
òó êë³òèíó êè øå÷ íè êà êî ìà õè. Ïî êà çà íî, ùî äå ëå òó âàí íÿ pif1 ç 
â³ðóñ íî ãî ãå íî ìó íå áëî êóº ïðî öå ñó çëèò òÿ â³ðóñ íî¿ ³ êë³òèí íî¿
ìåì áðàí, ùî äå òåê òóºòüñÿ çà äî ïî ìî ãîþ ìå òî äó â³äíîâ ëåí íÿ
ôëóî ðåñ öåíö³¿ îêòà äå öèë-ðî äàì³í-Â-õëî ðè äó. ²ç çà ñòî ñó âàí -
íÿì òåõí³êè ÇT-ÏËÐ ïî êà çà íî, ùî ôóíêö³ºþ pif1 º îá ñëó ãî âó -
âàí íÿ îä íî ãî àáî ê³ëüêîõ åòàï³â æèòòºâîãî öèê ëó â³ðóñó, ÿê³
ïå ðå äó þòü ïðî íèê íåí íþ â³ðóñ íî¿ ÄÍÊ â ÿäðî, ïðî ãíî çîâà íî òà -
êèõ, ÿê ³íòåð íàë³çàö³ÿ íóê ëå î êàï ñè äó, éîãî òðàíñ ïîðò,
âèâ³ëüíåí íÿ â³ðóñ íî¿ ÄÍÊ ç êàï ñè äó ³ ¿¿ âõîä æåí íÿ ó ÿäðî.

Êëþ ÷îâ³ ñëî âà: ïðî íèê íåí íÿ â³ðóñó â êë³òèíó, áà êó ëîâ³ðóñ,
pif1.
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