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НЕКОТОРЫЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ДНК 
ВИРУСА ДЕНСОНУКЛЕОЗА КОМАРОВ 

Л. П. Бучацкий, О. М. Филенко 

Мелкий сферический вирус кровососущих комаров — вирус денсонук-
леоза (ВДК) поражает комаров родов Aedes, Culex, Culiseta, представ-
ляя тем самым значительный интерес в плане разработки биологи-
ческих методов регулирования численности переносчиков [1]. 

В предыдущей нашей работе [2] показано, что вирус денсонуклеоза 
комаров относится к семейству Parvoviridae. Основываясь на физико-
химических свойствах Д Н К , это семейство разделяют на две группы. 
У представителей одной из них (род Parvovirus) в вирионах содержится 
линейная однонитевая молекула, а у представителей другой (род 
Densovirus и род Dependovirus) в отдельных вирионах содержатся 
комплементарные («плюс» и «минус») нити Д Н К . Из рода денсовиру-
сов наиболее полно охарактеризована Д Н К вируса большой вощинной 
моли [3—7]. В настоящей работе приведены результаты изучения Д Н К 
вируса денсонуклеоза комаров. 

Материалы и методы. В работе использован штамм ГКВ-002002. Вирус накапли-
вали на личинках лабораторной культуры комаров Aedes aegypti, как описано в рабо-
те [8]. Очистку В Д К проводили ранее опубликованным способом [2]. 

Д Н К В Д К выделяли по методу, предложенному в работе [9], ее концентрацию 
определяли спектрофотометрически [10]. 

Нейтрализованный формальдегид добавляли к суспензии очищенных вирионов и 
к изолированной Д Н К до конечной концентрации 1,8 %. Спектры поглощения снимали 
сразу ж е и через 15 ч инкубации при 37°С на спектрофотометре «Specord» ( Г Д Р ) . 

Д Н К в 0,1 и 1 X S S C инкубировали в интервале температур от 25 до 100 °С в 
герметически закрытых кварцевых кюветах и спектрофотометрировали при 260 нм на 
приборе «Specord» ( Г Д Р ) . 

Гиперхромизм определяли по формуле: Н = (ОДт/ОДго 0 ) " 1 · 100 %, где О Д т и 
ОД2о° — оптическая плотность при 260 нм и температуре Τ и 20 °С соответственно. 

Температуру плавления (Тп) определяли как температуру, при которой достига-
лось 50 % общей величины гиперхромизма. 
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Центрифугирование Д Н К В Д К в градиенте плотности CsCl проводили в анали· 
тичсскои центрифуге «МОМ» 31706 по методу Менделя и др. [11]. Исходная плотность 
раствора CsCl составляла 1,7 г/см3 . 

Скоростную седиментацию проводили в щелочных условиях в 0,12 Μ растворе 
фосфатного буфера (рН 12,0) [12J в аналитической центрифуге «МОМ» 31706 при 
скорости вращения ротора 40000 об/мин и 20 °С. Концентрация Д Н К в пробе состав-
ляла от 30 до 60 мкг/мл. Фотографировали в УФ-свете. Фотопластинки денситометри-
ровали с помощью двухлучевого регистрирующего микроденситометра М К I I ICS . Д л я 
определения константы седиментации вирусной Д Н К (S2o°c,w) коэффициенты седи-
ментации приводили к стандартным условиям и графически экстраполировали величину 
I /S20 ° с , w к б е с к о н е ч н о м у р а з в е д е н и ю . 

Препараты Д Н К д л я электронной микроскопии готовили по модифицированному 
методу [13]. Молекулы оттеняли сплавом платины с палладием и просматривали в 
электронном микроскопе УЭМБ-100 Л . 

Очищенную Д Н К В Д К хроматографировали на гидроксилапатите согласно [14]. 
Концентрацию Д Н К измеряли спектрофотометрически—1,0 оптической плотности при 
260 нм д л я однонитевой Д Н К соответствовало ее количество 36 мкг/мл [15]. 

Результаты и обсуждение. Выдерживание очищенных вирусных 
частиц с формальдегидом приводило к увеличению поглощения при 
260 нм и сдвигу максимума поглощения в длинноволновую область 
(рис. 1). Такое взаимодействие формальдегида с вирионами свидетель-
ствует о том, что Д Н К вируса содержит большое количество свободных 
аминогрупп и находится в форме одной нити. Такие же результаты 
были получены и с изолированной Д Н К вируса. 

При плавлении изолированной Д Н К В Д К в 0 ,1XSSC резкого 
подъема гиперхромизма с увеличением температуры не происходило, 

Рис. 1. Влияние формальдегида ( 1 , 8 % , р Н 7,5) на Д Н К В Д К : оптическая плотность 
до взаимодействия Д Н К с формальдегидом (2) и через 15 ч после его добавления ( / ) 
Fig. 1. The effect of fo rma ldehyde (1.8 %, рН 7.5) on M D V DNA: opt ical dens i ty a t zero 
t ime ( / ) and 15 h a f t e r the fo rma ldehyde addi t ion (2) 

Рис. 2. Кривые плавления Д Н К В Д К : в 1 X S S C ( / ) и 0 , 1 X S S C (2) 
Fig. 2. Thermal dena tu ra t ion of M D V DNA: in 1 X S S C ( / ) and in 0 . 1 X S S C (2) 

гиперхромизм не превышал 6 % , что свидетельствует в пользу одно-
нитевой Д Н К (рис. 2). При плавлении Д Н К в растворе высокой ион-
ной силы (1XSSC) также не наблюдалось резкого подъема гиперхро-
мизма (рис. 2). Однако в этих условиях гиперхромизм по сравнению 
с таковым при низкой ионной силе увеличивался, достигая 20 %. Тем-
пература плавления Д Н К ВДК в 1 X S S C составила 36 °С. Плавный 
подъем гиперхромизма в обоих случаях свидетельствует об отсутствии 
стабильных двунитевых участков в молекуле Д Н К . Об этом же 
свидетельствует и характер элюции Д Н К ВДК с гидроксилапатита, а 
также способность ее служить в качестве матрицы при синтезе компле-
ментарной нити с помощью фрагмента Кленова ДНК-полимеразы I 
(данные не приведены). 
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При скоростном центрифугировании в щелочной среде Д Н К ВДК 
осаждалась с коэффициентом седиментации 9,2 S. Используя уравнение 
^2о°с,w = = 0,064 М0 '3 4 [16], для одноцепочечных Д Н К установлено, что 
молекулярная масса изолированной одпоцепочечпой Д Н К В Д К состав-
ляет 2,5· 106; плавучая плотность Д Н К В Д К в хлористом цезии — 
1,734 г/см3. 

При электронно-микроскопическом изучении Д Н К В Д К установ-
лено, что все молекулы Д Н К являются линейными (рис. 3). Кольцевых 

V ) 

Рис. 3. Электронная микрофотография Д Н К В Д К . Ув. 93000 
Fig. 3. Elect ron mic rog raphs of MDV DNA. Magn i f i ca t ion X93000 

молекул Д Н К не выявлено. Средний размер Д Н К В Д К составил 
2,5 мкм (рис. 4) , что соответствует молекулярной массе Д Н К 
2,4-106 [17]. 

Как видно из приведенных выше данных, Д Н К В Д К является 
одноиитевой как в составе вирусных частиц, так и после ее выделения. 
Наблюдаемое в опытах увеличение поглощения (260 им) при взаимо-
действии вирионов с формальдегидом известно и для других парвови-
русов. Так, гиперхромизм парвовируса крыс при взаимодействии с 
формальдегидом составляет 13—16% [18], мелкого вируса мышей — 

18% [19]. У Д Н К В Д К большой вощинной 
моли в среде с низкой ионной силой ои со-
ставляет 12 % [20]. Высокие значения гипер-
хромизма одноцепочечной Д Н К В Д К свиде-
тельствуют о значительном количестве участ-
ков со вторичной структурой в иптактных 
вириопах. 

В пользу одпонитевой природы Д Н К В Д К 
свидетельствует и характер элюции ее с гид-

Рис. 4. Гистограмма распределения длины молекул 
Д Н К , изолированной из частиц В Д К 
Fig. 4. H i s t o g r a m represen t ing the length of DNA mo-
lecules isolated f rom M D V part ic les 

роксилапатита. Как известно, полностью однопитевые Д Н К элюируют 
с гидроксилапатита при концентрации ниже 0,12 Μ фосфатного бу-
фера, рН 6,8, при 25 °С, в то время как двусииральные Д Н К (по 17 
пар оснований) требуют для элюции не менее 0,14 Μ фосфатного 
буфера [14]. В наших экспериментах Д Н К В Д К элюировалась 0,12 Μ 
фосфатным буфером. 

Наблюдаемое увеличение гиперхромизма в растворе 1 X S S C при 
плавлении Д Н К по сравнению с гиперхромизмом при плавлении ее в 
растворе 0 , 1 X S S C можно, по-видимому, объяснить наличием палипд-
ромных участков на 3 '- и 5 ' -концах Д Н К В Д К (как это показано для 
других парвовирусов [21]) , способствующих образованию в соответ-
ствующих условиях двунитевых участков. Об этом может свидетель-
ствовать также и более высокое значение коэффициента седиментации 
Д Н К В Д К в нейтральной среде (17,5 5 ) . Вклад межмолекулярпых 
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взаимодействий при использовании низких концентраций Д Н К мало-
вероятен. 

При седиментации Д Н К в щелочной среде в некоторых препаратах 
наблюдались и более низкие значения коэффициентов седиментации, 
свидетельствующие о присутствии в популяции вириопов дефектных 
вирусных частиц. У парвовирусов такие частицы, содержащие неполные 
(укороченные) геномы, образуются легко, в особенности при множест-
венной инфекции [22]. 

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что 
Д Н К В Д К имеет свойства, сходные с Д Н К представителей рода Par-
vovirus, содержащими минус-нити Д Н К . Однако в последнее время 
установлено, что некоторые представители рода Parvovirus одновре-
менно содержат как минус-, так и плюс-нити Д Н К [23, 24]. В отличие 
от депендовирусов и денсовирусов Д Н К этих вирусов не содержат 
обращенных концевых повторов. Отсутствие таких повторов является 
отличительной чертой Д Н К рода Parvovirus. 

Поэтому для окончательного выяснения родовой принадлежности 
В Д К необходим анализ концевых последовательностей его Д Н К . 

Авторы выражают благодарность В. И. Приме за помощь в опре-
делении температуры плавления Д Н К . 

C E R T A I N P H Y S I C O C H E M I C A L P R O P E R T I E S 
O F M O S Q U I T O D E N S O N U C L E O S I S V I R U S DNA 

L. P. Buchatsky, О. M. Filenko 

T. G. Shevchenko S ta te Univers i ty , Kiev 

S u m m a r y 

Mosqui to densonucleos is v i rus (MDV) is isolated f rom the b lood-suckl ing mosqui to 
Aedes aegypti and proper t ies of its DNA are character ized. The react ion of fo rma ldehyde 
with M D V virion and extracted DNA s u g g e s t s tha t DNA in situ and in vi tro is s ingle-
s t r anded . DNA extracted f rom M D V has a buoyan t dens i ty of 1.734 g /cm 3 in cesium 
chloride. The S2o, w w a s determined in a lcal ine sucrose g rad ien t s to be 9.2, tha t corres-
ponds to the molecular we igh t 2 .5X10 6 da l tons . B a s i n g on the me l t i ng curve and the 
react ion with fo rma ldehyde the DNA of M D V is believed to be closcly related to mem-
bers of the pa rvov i rus subgroup . 
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