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ГИДРОДИНАМИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 125-ОЛИГОМЕРА 
БЕЛКА ТЕЛ ВКЛЮЧЕНИЯ ВИРУСА ЯДЕРНОГО ПОЛИЭДРОЗА 
ТУТОВОГО ШЕЛКОПРЯДА BOMBYX MORI 
И МОДЕЛЬ ЕГО СТРУКТУРЫ В РАСТВОРЕ 

В. В. Лыло, С. Б. Серебряный 

Введение. Тела включения (ТВ), образующиеся в ядрах клеток насе-
комых при заражении их вирусами ядерного полиэдроза (ВЯП) или 
гранулеза представляют собой кристаллические белковые структуры 
(полиэдры и гранулы соответственно) с включенными в них вирусами. 
Матричный белок ТВ ВЯП назван полиэдр ином [1]. В ряде работ 
[2—12] проводили электронно-микроскопические исследования кри-
сталлической решетки полиэдров, а некоторые авторы предлагали раз-
личные модели ее организации. Так, например, Бергольд [5] предпо-
ложил, что это кубическая решетка, образованная сферическими мо-
лекулами полиэдрина, причем каждая молекула имеет шесть точек 
соприкосновения с соседними молекулами. Хьюз [11] получил элек-
тропно-микроскопические изображения с разрешением большим, чем 
у вышеупомянутых авторов, и показал, что белковые макромолекулы 
в узлах кристаллической решетки полиэдров находятся в виде нере-
гулярной массы вещества, не контактируют друг с другом и разделены 
пространством, большим диаметра молекулы. 

Как известно [13], полиэдры растворяются только при величине 
рН не ниже 10,5 или в концентрированных растворах уксусной либо 
муравьиной кислот. При рН 10,5 кристаллы диссоциируют на молекулы 
матричного белка [13], представляющие собой олигомер с коэффици-
ентом седиментации 11 — 13S [10, 13—22] и молекулярной массой 
(27—38) · 104 [13—15]. Предпол агают, что он состоит из 8 [20] или 
12 [10, 13, 14, 21] идентичных мономеров с молекулярными массами 
26000—31000 [19—26]. Данные по молекулярной массе мономера дол-
гое время были противоречивыми, так как не учитывалось действие 
щелочной протеазы, обнаруженной в ТВ [24, 27, 28], которая специ-
фически расщепляет полиэдрин на несколько крупных фрагментов. 
Такой частично расщепленный белок получается из полиэдров, выде-
ленных из гусениц В. mori. Нерасщепленный белок можно получить 
из куколок В. mori [27] или подавляя протеолитическую активность 
[24]. Для мономера полиэдрина ВЯП В. mori ранее была установлена 
первичная структура [29] и найдены константы седиментации и диф-
фузии [22]. 

В настоящей работе определены молекулярная масса, гидродина-
мические характеристики (константы седиментации и диффузии) оли-
гомера, а также фрикционные отношения олигомера и мономера, на 
основании которых делается предположение об их возможной конфи-
гурации в растворе. 

Материалы и методы. П о л и э д р ы В Я П , выделенные из куколок тутового шел-
копряда В mori, инфицированных В Я П , и не содержащие щелочной протеазы ТВ, были 
предоставлены Э. А. Козловым (Ин-т молекуляр. биологии и генетики А Н У С С Р ) . 

Р а с т в о р полиэдрина (олигомер) получали по методике, предложенной автора-
ми ранее [30]. 

П л о т н о с т и и в я з к о с т и используемых растворов вычисляли из таблиц, при-
веденных в [31]. 

П а р ц и а л ь н ы й удельный объем белка v2o рассчитывали по [32], исходя из 
его известного [29] аминокислотного состава. 

А н а л и т и ч е с к о е у л ь т р а ц е н т р и ф у г и р о в а н и е . Скорость седимен-
тации измеряли на аналитической ультрацентрифуге МОМ-31706 ( В Н Р ) при 20 °С, 
50000 об /мин с регистрацией шлирен- и ультрафиолетовой оптикой. 
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Равновесное ультрацентрифугирование выполняли в межфакультет , проблем, лаб. 
молекуляр. биологии и биоорг. химии им. А. Н. Белозерского, МГУ, на аналитической 
ультрацентрифуге «Spinco Model Ε» («Вескшап», США) с регистрацией фотоэлектри-
ческой ультрафиолетовой оптикой при 20 °С, 7200 об/мин, 25 ч, в 12-миллиметровой 
двухсекторной ячейке [33]. Начальная оптическая плотность раствора А280 равна 0,23— 
•—0,25 опт. ед., высота столба раствора — 0,25 см. Гомогенность белка 97—98 %. 

Д и ф ф у з и ю измеряли на поляризационном диффузиометре Цветкова [34] при 
20 °С в секторе биофизики Ин-та физиологии АН ГССР. Концентрация белка 0,4— 
0,6 мг /мл . 

О п р е д е л е н и е к о н с т а н т с е д и м е н т а ц и и и д и ф ф у з и и . Коэффи-
циент седиментации s2o, буф вычисляли по данным скоростного ультрацентрифугирова-
ния стандартным методом [35]. Д л я получения константы седиментации s02o,u> = s° 
измерения проводили при нескольких концентрациях белка (0,4; 0,6 и 0,8 м г / м л ) , эк-
страполировали к бесконечному разбавлению и вносили поправку на вязкость и плот-
ность растворителя [35]. 

Коэффициент диффузии D2о, буф вычисляли по методу «максимальных ординат» 
[35] из полученных на диффузиометре интерференционных кривых распределения гра-
диента показателя преломления раствора полиэдрина и т а к ж е приводили к стандарт-
ным условиям д л я получения константы диффузии D°2o, [35]. 

М о л е к у л я р н у ю массу (М) вычисляли на Э В М по результатам седиментаци-
онного равновесия, как описано в работе [36] , или из уравнения Сведберга [35] по 
данным седиментации — диффузии. 

Ф р и к ц и о н н о е отношение ( / / / о ) — э т о отношение фактического коэффициента 
трения исследуемой белковой молекулы к коэффициенту трения гипотетической несоль-
ватированной сферической частицы, имеющей тот ж е объем. Оно зависит от двух фак-
торов: асимметрии и сольватации [37] . 

Коэффициент трения определяли из экспериментальных данных по одной из фор-
мул: 

При сольватации эффективный эазмео макоомолекул возрастает и равен [37] 

где Н і — гидратация і аминокислоты. 
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где v2 — парциальный удельный объем исследуемых белковых молекул; pi — плотность 
растворителя, N — число Авогадро; Τ — абсолютная температура; R — универсальная 
газовая постоянная. 

Величину /о определяли по уравнению Стокса: 

где ηι — вязкость растворителя; R e — радиус несольватированной сферической части-
цы. 

где δ — сольватация белковой молекулы, равная массе в граммах растворителя с пар-
циальным удельным объемом v u сольватирующего 1 г чистого растворенного ве-
щества . 

Д л я фактического коэффициента трения можно записать [37]: 

где Ка — коэффициент асимметрии, характеризующий отклонение формы реальной мо-
лекулы от сферической. 

Объединяя уравнения (2) — (5), получаем: 

О б щ у ю с о л ь в а т а ц и ю белка в воде (гидратацию) δ находили, исходя из 
его известного [29] аминокислотного состава по формуле [38] 



Р а с ч е т п а р а м е т р а асимметрии Ка проводили по с л е д у ю щ е й схеме: вычис-
л я л и f по ф о р м у л е (1 ) ; fо — по ф о р м у л а м (2) , ( 3 ) ; δ — по ф о р м у л е (7 ) . П о л у ч е н н ы е 
значения п о д с т а в л я л и в (6) и находили Ка. 

В е л и ч и н у а с и м м е т р и и э к в и в а л е н т н о г о эллипсоида в р а щ е н и я , к о т о р ы м 
а п п р о к с и м и р у е т с я ф о р м а растворенных белковых молекул , в ы р а ж а ю т через отношение 
полуосей а/6 ( аксиальное отношение) , оп реде л яе м о е из т а б л и ц ф у н к ц и й П е р р е н а [39] 
в з ависимости от полученных Ка. 

Результаты. П а р ц и а л ь н ы й у д е л ь н ы й о б ъ е м и г и д -
р а т а ц и я полиэдрина ВЯП В. mori, вычисленные исходя из его 
аминокислотного состава, равны при 20 °С соответственно 0,738 см3/г 
и 0,41 г воды на 1 г белка. 

Сольватация и {или) асимметрия молекул полиэдрина ВЯП тутового шелкопряда B.mori 
рассчитанные по коэффициентам трения 

The solvation and (or) the asymmetry of the VNP of silkworm B. mori polyhedrin moleculest 
calculated from values of the friction coefficients 

Тип белка Молекулярная 
масса 

Максимальная сольватация, 
Ка=1 

Максимальная асимметрия, 6=0, 
Krf=f / fo 

Тип белка Молекулярная 
масса 

6, г/г Res, нм а/б Re, нм 

Мономер 
Олигомер 

29000 
333000 

4 , 7 7 
1 ,29 

4 , 0 
6 , 4 

1 ,95 
1 ,40 

19 
8 

2 , 0 
4 , 6 

Мономер 
Олигомер 

29000 
333000 

1 ,69 
1,21 

13 
4 , 5 

2 , 3 
5 , 3 

1 ,47 
1 ,05 

2 , 7 
6,1 

К о н с т а н т а с е д и м е н т а ц и и . Олигомер матричного белка 
полиэдров седиментирует в натрий-карбонатном буфере, рН 10,5, с 
коэффициентом седиментации 8°2о,буф= 11,25S. После приведения к 
НОрмаЛЬНЫМ УСЛОВИЯМ ПОЛучаеМ КОНСТаНТу СеДИМеНТаЦИИ S°20a; = 
= (11,9+0,2) S." 

Для мономера было получено [22] 5°2о,^= 1,6S. 
К о н с т а н т а д и ф ф у з и и . Коэффициент диффузии олигомера 

полиэдрина получился равным £)°2о,буф = 3,1 · 10~7 см2/с. Приведение к 
нормальным условиям дает D°2o,w= (3,2+0,1) · 10-7 см2/с. 

Для мономера было получено [22] £>2о,бУф = 4,5· 10~7 см2/с, откуда 
получаем D2o,w = 4fi-10~7 см2/с. 

М о л е к у л я р н а я м а с с а олигомера, вычисленная по резуль-
татам седиментационного равновесия, равна 333000+7000, а подсчи-
танная по уравнению Сведберга — 344000+11000. Молекулярная мас-
са мономера (28576) рассчитана по аминокислотному составу. 

Ф р и к ц и о н н ы е и а к с и а л ь н ы е о т н о ш е н и я приведе-
ны в таблице, причем величина а/б относится к вытянутому эллипсои-
ду вращения. 

Обсуждение результатов. В настоящей работе молекулярная масса 
олигомера полиэдрина ВЯП В. mori, полученная двумя методами: 
седиментационного равновесия (333000) и седиментации — диффузии 
(344000), находится в пределе величин, полученных для различных 
ВЯП [13—15]. Поскольку метод седиментационного равновесия явля-
ется одним из самых точных способов определения молекулярной мас-
сы белков, то во всех последующих расчетах мы брали величину мо-
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лекулярной массы, полученную именно этим методом. Для олигомера 
полиэдрина были найдены константы седиментации и диффузии в от-
личие от работ других авторов, где даются коэффициенты, не приве-
денные к стандартным условиям. К тому же эти авторы работали с 
недостаточно гомогенным и очищенным белком [30]. Найденное нами 
фрикционное отношение f / f о = 1 , 4 для олигомера хорошо совпадает с 
величиной 1,42, предложенной Бергольдом [3], тогда как для моно-
мера величина f / f 0 = l , 9 2 сильно отличается от полученного им зна-
чения 3,09. Это объясняется отсутствием в то время сведений о про-

теазе ТВ и проведением измерений на рас-
щепленном белке. Кроме того, Бергольд не 
учитывал сольватации белка. 

Для объяснения гидродинамических 
свойств биополимеров обычно принимают 
упрощенную модель гидратации, где допу-
скается, что некоторая неопределенность 
самого понятия гидратации, а также непол-

Гипотетическая модель молекулярной организации 
полиэдрина В Я П В. mori : а — мономер; б — олиго-
мер; в — олигомер, вид сверху 

Hypothet ica l model of the molecular o rgan iza t ion of 
the V N P В mori po lyhedr in : a — monomer ; б — oligo-
mer; в — ol igomer, top view 

нота информации как о свойствах, так и количестве связанной воды 
не имеют существенного значения [39]. В данной работе гидратацию 
рассчитывали по полуэмпирическому методу Кунтца [38], исходя из 
известного [29] аминокислотного состава белка. Хотя при сравнении 
с другими экспериментальными методами определения гидратации раз-
брос величин достигает иногда 50 % [39], это не существенно для 
полуколичественного определения степени асимметрии молекулы, так 
как величина коэффициента асимметрии в уравнении (6) зависит от 
корня кубического из гидратации, т. е. зависимость сравнительно сла-
бая. Агрегация субъединиц сама по себе, по данным Кунтца, может 
привести к незначительному ( < 1 0 %) уменьшению в связывании воды. 
По нашим расчетам, гидратация полиэдрина равна 0,41 г воды на 1 г 
белка, что хорошо совпадает со средним значением гидратации для 
большинства белков (0,3—0,4 г/г) [39]. 

Из полученных с учетом рассчитанной гидратации значений ко-
эффициента асимметрии для мономера и олигомера полиэдрина были 
определены отношения полуосей вытянутого эллипсоида вращения, ко-
торым аппроксимировались полимерные молекулы белка. Были най-
дены также предельные значения гидратации и асимметрии (см. таб-
лицу). В первом случае предполагалось, что молекула является сферой, 
а все избыточное трение возникает за счет гидратации, а во втором — 
что частица негидратирована. Хотя, вероятнее всего, реальная белко-
вая молекула не может ни быть полностью лишенной гидратной обо-
лочки, ни представлять собой правильную сферу. Для мономера мак-
симальное отношение полуосей получилось равным 19, а с учетом 
гидратации—13. Для олигомера максимальное отношение а/б=8, а 
для гидратированной молекулы а/б=4,5. Максимально возможное зна-
чение гидратации как для мономера, так и для олигомера получилось 
неоправданно высоким, так как, по утверждению Тенфорда [37], мак-
симальная сольватация белка никогда не превышает 1 г растворителя 
на 1 г белка. Поэтому мы оценили асимметрию мономера и олигомера 
при максимально возможной сольватации белка. Полученные значения 
отношения полуосей равны соответственно 9 и 2. Из всех этих расчетов 
видно, что даже в самом грубом приближении мономер полиэдрина 
ВЯП В. mori не является чисто глобулярным белком, а представляет 
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собой достаточно вытянутую палочку. Олигомер также не является 
симметричной частицей, как утверждается в работах |[3, 5, 10, 11], 
а имеет эллипсоидальную форму. 

По полученной в данной работе молекулярной массе олигомера 
полиэдрина и по молекулярной массе его мономера, вычисленной ранее, 
находим, что число субъединиц мономера, входящих в молекулу оли-
гомера, равно 11 —12, что согласуется с данными многих авторов 
[10, 13, 14, 21]. Возникает вопрос о том, каким образом 12 молекул 
мономера укладываются в одну молекулу олигомера. Самым простым 
способом, как можно предположить, является способ, аналогичный 
укладке 11 протофибрилл кератина в микрофибриллу, когда две цилин-
дрические частицы расположены в центре, а девять — вкруговую на 
периферии [40]. В нашем случае можно представить три частицы в 
центре в окружении девяти частиц, как показано на рисунке. Интересно 
заметить, что при такой укладке мономера с отношением полуосей 
а/б= 13 получаем для олигомера а/б=3, что не противоречит полу-
ченному нами значению. Если предположить, что такие вытянутые 
олигомеры могут слипаться концами, образуя димеры, тримеры и т. д., 
то становится понятным происхождение нитчатых белковых образова-
ний, участвующих в формировании кристаллов полиэдров, что было 
показано несколькими авторами [9, 12] при электронно-микроскопи-
ческих исследованиях ультратонких срезов клеток насекомых, зара-
женных ВЯП. Вопрос о способе укладки таких асимметричных олиго-
мерных нитей в кристалл остается пока открытым. 

H Y D R O D Y N A M I C C H A R A C T E R I S T I C S O F T H E 1 2 S - O L I G O M E R 
O F T H E P R O T E I N O F I N C L U S I O N B O D I E S O F A N U C L E A R P O L Y H E D R O S I S 
V I R U S O F T H E S I L K W O R M (BOMBYX MORI) 

V. V. Lylo, S. B. Serebryani. 

In s t i t u t e of Molecu la r B io logy and Genet ics , 
A c a d e m y of Sciences of the U k r a i n i a n SSR, Kiev 
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S u m m a r y 

The mo lecu l a r we igh t of the po lyhedra l p ro te in w a s ob ta ined by t w o t echn iques : s ed imen-
t a t ion equi l ibr ium (M = 333000 D a ) and s e d i m e n t a t i o n - d i f f u s i o n (M = 344000 D a ) . I t s h y d -
r o d y n a m i c cha rac t e r i s t i c s ( s ed imen ta t i on c o n s t a n t s°2o,u> = 11.9 S a n d d i f f u s i o n c o n s t a n t 
D°2o, w = 3.2· 10'~7 c m 2 / s ) were de t e rmined as wel l . F r i c t iona l and axia l r a t i o s of pro-
tein molecu le s a p p r o x i m a t e d by e l l ipsoids of r evo lu t ion were ca l cu la t ed by t he d a t a ob-
t a ined ear l ier for the m o n o m e r and in th i s work for the o l igomer . T a k i n g accoun t of t he 
pro te in pa r t i a l so lva t ion the m o n o m e r h a s a semiax i s r a t io of 13 and the o l i g o m e r h a s 
a l so an a s y m m e t r i c a l shape wi th a semiax i s r a t io of 4.5. The mode l of 12 m o n o m e r mo-
lecules p a c k i n g in one o l i gomer molecule , s imi la r to a ke ra t i n mode l , is s u g g e s t e d . 
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