
ISSN 0233-7657. Биополимеры и клетка. 1997. Т. 13. № 3 

ГЕНОМ И ЕГО РЕГУЛЯЦИЯ 

Физическое картирование генома вируса ядерного 
полиэдроза Malacosoma neustria 
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Составлена физическая карта кольцевого генома вируса ядерного полиэдроза М. neustria. Локали­
зованы сайты для рестриктаз Bamtll, Kpnl, Pstl. На карте локализован ген полиэдрина. 
Определен размер генома вируса, составляющий 139 тыс. п. н. 

Введение, Вирус ядерного полиэдроза (ВЯП) М. 
neustria (Мп) относится к роду Baculovirus семей­
ства Baculoviridae. Представители этого рода — 
ДНК-содержащие вирусы, поражающие насекомых 
рода Lepidoptera, Diptera и Hymenoptera. Характер­
ной особенностью этих вирусов является наличие 
капсулы, состоящей из белка полиэдрина, в кото­
рую упакованы вирусные частицы. Бакуловирусы 
находят широкое применение как экологически 
чистые инсектициды [1 ]. Кроме того, они широко 
используются в качестве векторов для синтеза 
белковых препаратов в культурах клеток или в 
организмах насекомых [2 ] . В настоящее время для 
биотехнологического получения различных белков 
используются в основном наиболее изученные ВЯП 
Autographa californica и Bombyx mori [2, 3 ]. Ос­
тальные бакуловирусы применяются недостаточно 
широко из-за недостатка знаний об их молекуляр-
но-генетической организации. Ранее в нашей лабо­
ратории проведена работа по адаптации ВЯП Мп к 
культуре клеток Antheraea pernyi (Ар) л и н и и 
МсАр-1 [4] . Значительная продуктивность пол­
ученной системы вирус — клетка, а также высокие 
показатели экспрессии полиэдрина, содержание ко­
торого на поздних стадиях инфицирования состав­
ляет 70 % от суммарного белка клетки, позволили 
рассматривать ее как перспективную для создания 
на бакуловирусного вектора. В нашей лаборатории 
был также локализован ген полиэдрина в одном из 
£саК/ -фрагментов вирусного генома [5 ] и осущест­
влено его полное сиквенирование [6 ] . Итогом пе-
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речисленных работ стало создание транспортного 
вектора рМРЕ-А для наработки химерных реком-
бинантных белков [7 ] . Использование вируса Мп 
клона WI в качестве вектора потребовало более 
детального изучения его молекулярно-генетиче-
ской организации. В настоящем сообщении мы 
представляем физическую карту ВЯП Мп, позво­
л я ю щ у ю идентифицировать вирус и являющуюся 
первым этапом на пути дальнейшего молекулярно-
биологического изучения его генома. Карта состав­
лена для трех рестриктаз — BamHI, Kpnl и Pstl 
(для ориентации использованы данные по локали­
зации гена полиэдрина) . 

Материалы и методы. Клетки и вирус. Клетки 
Ар линии МСАр-1 18 ] выращивали на среде Грейса 
с добавлением и н а к т и в и р о в а н н о й нагреванием 
10 % - й эмбриональной сыворотки теленка. Вирус 
дикого типа Мп получен из личинки насекомого М. 
neustria [4 ] ) . Ш т а м м WI ВЯП Мп, используемый 
нами, очищен трехкратным проведением через 
бляшку. 

Гибридизация. Фрагменты вирусной Д Н К , раз­
деленные в 0,7 % агарозном геле, переносили на 
нейлоновый фильтр (Hybond-N , «Amersham», Ве­
ликобритания) по методу Саузерна [9 ]. Зонд мети­
ли [ 3 2 Р ] a - d C T P , используя стандартный набор для 
мечения Д Н К («Ферментас», Латвия ) . 

Выделение ДИК. Препараты Д Н К ВЯП Мп 
выделяли по методу, описанному в работе [10] , с 
небольшими модификациями. Д Н К получали не­
посредственно из инфицированных клеток культу­
ры МсАр-1 без предварительного получения вирус­
ных частиц. Д л я выделения одного препарата Д Н К 
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отбирали (5—10) • Юь клеток и суспендировали их 
в 100 мкл 0,05 М ЭДТА. К суспензии прибавляли 
равный объем двухкратного буфера (50 мМ ЭДТА, 
0,5 мг /мл спермидина, 0,4 м г / м л бромистого эти-
дия) . При помощи нескольких капель NaOH дово­
дили рН суспензии до 11,5. Нейтрализовали рас­
твор прибавлением нескольких капель 0,1 М НС1. 
Прибавляли 10 мкл Р И К а з ы А в концентрации 2 
мг /мл и инкубировали лизат при 37 °С в течение 
30 мин. Добавляли SDS до конечной концентрации 
1 % и протеиназу К до конечной концентрации 1 
мг /мл, инкубировали в течение ночи при 37 °С, 
экстрагировали 4 раза смесью фенол:хлороформ 
(1:1). ДНК осаждали этанолом. 

Электрофорез в агарозном геле и рестрикци-
онный анализ, Д Н К обрабатывали рестриктазами 
BamHI, КрпІ и PstI раздельно и в комбинации и 
подвергали электрофорезу в 0,7 % - м агарозном 
геле, используя трис-боратную буферную систему 
[11] . Молекулярные массы фрагментов определя­
ли, сравнивая с маркерной Д Н К фага Я, расщеп-

Таблица J 
Размеры рестрищионпых фрагментов генома ВЯП Мп 

Фрагменты, размер которых определен как сумма размеров 
меньших фрагментов, полученных в результате переварки вто­
рой рестриктазой. 

Х+HindIII ВатНІ КрпІ PstI 

Рис. 1. Электрофореграмма ДНК ВЯП Мп, обработанной раз­
личными рестриктазами. Цифрами обозначены размеры фраг­
ментов в тыс. п. п. 

ленной рестриктазами HindllJ, EcoRI, Hindlll + 
EcoRL 

Результаты и обсуждение. Рестрикционный 
анализ ДНК ВЯП Мп. Как отмечалось выше, в 
нашей лаборатории получен индивидуальный гено-
типический вариант ВЯП М / 7 , ставший исходным 
при работе по молекулярно-структурному изуче­
нию генома этого вируса. Особенностью данного 
клона является то, что после нескольких пассажей 
в культуре клеток Ар он приобретает признаки 
гетерогенности. Гетерогенность вирусной популя­
ции обнаруживалась в появлении новых минорных 
полос на электрофореграммах вирусной Д Н К , об­
работанной различными рестриктазами. Эффект 
восстановления полной гомогенности вирусной по­
пуляции наблюдался при выделении анализируе­
мой вирусной Д Н К из клеток, трансфицированных 
Д Н К вируса гетерогенной популяции. В дальней­
шем для построения физической карты ВЯП Мп 
мы использовали именно такие гомогенные препа­
раты Д Н К вируса, полученные из трансфицирован­
ных клеток. Д Н К ВЯП Мп подвергалась переварке 
рестриктазами ВатНІ, КрпІ и PstL Электрофоре-
тический профиль генома ВЯП Мп, переваренного 
этими ферментами, представлен на рис. 1. Субмо­
лярные полосы отсутствуют на электрофореграм­
мах, что доказывает гомогенность вирусных препа­
ратов. Фрагменты каждой обработки были обозна­
ч е н ы б у к в а м и в а л ф а в и т н о м п о р я д к е . При 
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Рис. 2. Физическая карта генома ВЯП Мп для рестриктаз 
ВатНІ, Kpnl и Pstl. Буквы соответствуют фрагментам приве­
денным на рис. 1 и в табл. 1. Стрелка указывает расположение 
и направление гена полиэдрина 

обработке рестриктазой ВатНІ получены 8 фраг­
ментов, при обработке Kpnl—9 при обработке 
Pstl — 9 фрагментов. Размер этих фрагментов 
представлен в табл. 1. Высокомолекулярные фраг­
менты ВатНІ—К, В, С; Kpnl — А, С, D; Pstl— 
А, В, С, D были дополнительно обработаны ре-
стриктазами Pstl, Kpnl, ВатНІ, EcoRL Их размер 
определен как сумма размеров полученных фраг­
ментов. Кроме того, нами было осуществлено со­
вместное переваривание вирусной Д Н К рестрикта-
зами BamHI + Kpnl; ВатНІ + Pstl; Kpnl + Pstl для 
уточнения некоторых деталей при картировании. 
Размер полного генома вычислен из суммы разме­
ров фрагментов, полученных при действии каждой 
из рестриктаз, и подтвержден сравнением с суммой 

Таблица 2 
Результаты блот-гибридизации рестрицированной ДЯК ВЯЛ 
Мп с зондами на основе фрагментов генома этого вируса 

размеров фрагментов, полученных в результате 
совместных переварок. Он составил приблизитель­
но 139 т ы с п. н. 

Картирование генома ВЯП Мп. Из-за доста­
точно большого количества сайтов узнавания для 
рестриктаз BamHI, Kpnl, Pstl на геноме ВЯП Мп 
построить карту на основании только измерений 
длин фрагментов при простых и совместных пере­
варках не удалось. Поэтому Ват / / / -фрагменты ви­
русного генома были выделены из геля, помечены 
и использованы в качестве зонда в реакции гибри­
дизации с вирусной Д Н К , расщепленной рестрик-
тазами Kpnl и Pstl. Результаты блот-гибридизации 
представлены в табл. 2. На основании этих данных 
была построена физическая карта генома вируса 
для всех трех рестриктаз (рис. 2) . Локализация 
соответствующих сайтов рестрикции была подтвер­
ждена прямым сравнением размеров фрагментов, 
полученных в результате простых и совместных 
переварок Д Н К . Согласно предложению Влака и 
Смита [12] , наименьший фрагмент, содержащий 
полный ген полиэдрина, избирается в качестве 
нулевой точки при картировании Д Н К ВЯП. Как 
было показано ранее в работах нашей лаборатории, 
при обработке Д Н К ВЯП Мп различными рестрик-
тазами наименьшим фрагментом, включающим ген 
полиэдрина , является ^ / / / - ф р а г м е н т размером 
5,1 т ы с п. н. Данные по картированию сайтов для 
рестриктазы BgUI на геноме ВЯП Мп нами не 
приводятся, поскольку требуют еще некоторых 
уточнений. Однако эти данные позволили нам 
соотнести ^ / / / - ф р а г м е н т , включающий ген поли­
эдрина, с картой вирусного генома для рестриктаз 
BamHI, Kpnl, Pstl. Этот фрагмент был избран 
нами как нулевая точка линеаризованной карты 
кольцевого вирусного генома. 

Построение физической карты позволило иден­
тифицировать вирусный штамм, на основе которого 
в нашей лаборатории создана бакуловирусная сис­
тема экспрессии. Наличие карты открывает воз­
можность в дальнейшем приступить к более тонко­
му изучению структуры генома ВЯП Мп, исследо­
вать генотипические варианты данного вируса. 
Построение физической карты может послужить 
отправной точкой при изучении полиморфизма ви­
русной популяции, наблюдаемое нами в созданной 
системе вирус — клетка . 

/. М, Кіхно, Л. L Строковська 

Фізичне картування геному вірусу ядерного поліедрозу 
Malacosoma neustria 

Резюме 

Складено фізичну карту кільцевого геному вірусу ядерного 
поліедрозу М. neustria. Локалізовано сайти для рестриктаз 
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ВатНІ, КрпІ, PstI. На карті локалізовано ген поліедрину. 
Визначено розмір вірусного геному, що складає 139 тис. п. н. 

І. М. Kikhno, L. I. Strokovskaya 

Physical mapping of Malacosoma neustria nuclear polyhedrosis 
virus genome 

Summary 

A physical map of the circular M. neustria nuclear polyhedrosis 
virus genome was constructed. The complete order of BatnHI, KpnJ 
and PstI restriction enzyme sites was determined. The polyhedrin 
gene was localized on the map. The size of the viral DNA was 
calculated to be about 139 kbp. 
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