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Сборка ВИЧ�1 в зараженных клетках изучена
менее детально, чем другие стадии репликации
вируса и патогенеза инфекции. Основные иссле�
дования по изучению сборки ВИЧ�1 проведены в
основном с использованием искусственных си�
стем, а не чувствительных к заражению клеток,
поэтому до сих пор не изучены временные и про�
странственные взаимодействия вирусных компо�
нентов, участвующих в этом процессе. Например,
до настоящего времени остается неизвестным,
каким образом осуществляется основное событие
сборки – внутриклеточный транспорт вирусной
РНК (vRNA) из ядра зараженной клетки к месту
сборки – плазматической мембране.

Gag�предшественник р55 в отсутствие ряда
вирусных компонентов, в том числе vRNA, инду�
цирует сборку неинфекционных вирусных частиц
в плазматической мембране [1]. Мембранотроп�

ный сигнал Gag�предшественника находится в
составе матриксного белка (МА), расположенно�
го на N�конце Gag. МА, кроме мембранотропно�
го сигнала, содержит еще два транспортных сиг�
нала: нуклеофильный и экспорта из ядра [2]. На�
личие трех транспортных сигналов позволяет
рассматривать этот белок как челночный, курси�
рующий между ядром и плазматической мембра�
ной [3].

На основании результатов, полученных нами
ранее [4, 5], можно предположить, что в транс�
портировке vRNA к месту сборки вируса прини�
мает участие МА. В этом случае МА отделяется от
предшественника уже на ранних этапах инфек�
ции, а не в период почкования вирусов, как это
принято считать в соответствии с общепринятой
версией [6]. Раннее нарезание Gag�предшествен�
ника было описано [7]; однако авторы полагали,
что образующиеся продукты вызывают гибель
клеток и вскоре исчезают. Нами показано, что
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МА, отщепленный от Gag�предшественника на
ранних сроках инфекции, участвует в жизненном
цикле вируса и включается в вирионы [3].

В представленной работе установлено, что в
нарезании Gag с образованием МА на ранних эта�
пах инфекции участвует вирусная протеаза; вско�
ре после этого МА проникает в ядро зараженных
клеток, где ассоциирует с vRNA и обеспечивает ее
внутриклеточный транспорт к плазматической
мембране – месту сборки вируса.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клетки и вирус. Клетки МТ4 и клетки печени
человека 293Т культивировали в среде РПМИ
1640 с добавлением 10%�ной эмбриональной те�
лячьей сыворотки и антибиотиков. Клетки зара�
жали ВИЧ�1 (штаммы 899 и EII). Трансфекцию
клеток 293Т проводили плазмидными конструк�
циями, кодирующими провирус инфекционного
клона HXB2 или провирус неинфекционного
клона, содержащего мутантный МА. Плазмиды
любезно предоставлены д�ром С. Дюпонт (S. Du�
pont) [2]. Мутантный белок М4 содержал две ами�
нокислотные замены в N�концевой части:
Lys18Ala и Arg22Gly. Вирус, содержащий мутант�
ный МА, был неинфекционным.

Трансфекцию проводили кальций�фосфатным
методом. Для выделения плазмидной ДНК исполь�
зовали метод щелочного лизиса. К клеткам добав�
ляли от 1 до 10 нг плазмидной ДНК и 10�кратный
объем среды SOC (“Sigma”). Смесь высевали на
чашки Петри с агаром, содержащим 100 мкг/мл

ампициллина, инкубировали 18–20 ч при 30°C.
Трансфекцию клеток 293T проводили плазмид�
ными конструкциями.

Плазмидные конструкции. Плазмида pHXB2
кодировала инфекционный провирус ВИЧ�1 в
составе коммерческого вектора pcDNA3. Плаз�
мида hHXB2�M4, кодирующая мутантный прови�
рус, несла две нуклеотидные замены, которые в
транслируемой полипептидной цепи приводили
к замене Leu в позиции 18 на Ala и Arg в положе�
нии 22 на Gly. 

Фракционирование клеток. Клетки гомогени�
зировали и для получения фракций цитозоля, яд�
ра и мембран фракционировали, как описано ра�
нее [4, 5]. В экспериментах с использованием му�
тантного МА выделение дополнительной фракции
цитоскелета проводили по методу [8]. Ядра осажда�
ли центрифугированием при 800 × g в течение
20 мин при 4°С, а мембраны – из надосадочной
жидкости при 14000 × g в течение 30 мин. 

Полимеразная цепная реакция. Препараты
РНК, выделенные по методу [9], обрабатывали
раствором ДНКазы для удаления примесей плаз�
мидной ДНК. ПЦР в реальном времени проводи�
ли после реакции обратной транскрипции с ис�
пользованием 30–35 циклов амплификации.

Использовали праймеры к LTR�области гено�
ма ВИЧ�1. 

Иммуноблотинг и авторадиография. Анализ ви�
русных белков в полученных клеточных фракци�
ях проводили методом иммуноблотинга, при ав�
торадиографии использовали [14С]�лейцин. По�
сле разделения белков электрофорезом в 15%�
ном ПААГ белки переносили на мембрану Hy�
bond�C (“GE Healthcare”, США); мембрану обра�
батывали моноклональными антителами (#9064,
“Abcam”, Англия), которые связываются с МА, но
не реагируют с Gag.

В эксперименте “pulse�chase” клетки через 20–
40 ч после заражения инкубировали в питатель�
ной среде, не содержащей лейцин, затем добавля�
ли [14С]�Leu (20–50 мкКю/мл) на 20–30 мин
(“pulse”), после чего инкубировали клетки 1–3 ч
(“chase”). Вирусные белки анализировали c по�
мощью электрофореза в 15%�ном ПААГ с после�
дующей авторадиографией.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Определение локализации белков Gag и МА 
в “pulse�chase” эксперименте

Через 20 ч после заражения клетки МТ4 в тече�
ние 20 мин инкубировали с [14С]�Leu (“pulse”),
затем среду удаляли, клетки промывали фосфат�
ным буфером, добавляли свежую питательную
среду и отбирали пробы через 1, 2 и 3 ч (“chase”).
Клетки фракционировали и в полученных фрак�
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Рис. 1. Локализация вирусных белков в клеточных
фракциях (авторадиография “pulse�chase” экспери�
мента). Клетки МТ4 заражали ВИЧ�1 (штамм МВП�
899) и через 20 ч добавляли [14С]�Leu на 20 мин
(“pulse”). Клетки промывали фосфатным буфером,
инкубировали 1, 2 и 3 ч (“chase”), затем промывали и
фракционировали. 1 и 6 – Белковые маркеры (не обо�
значены); 2–5 – фракция цитозоля; 7–10 – фракция
мембран; 2 и 7 – фаза “pulse”; 3 и 8, 4 и 9, 5 и 10 – фаза
“chase” через 1, 2, 3 ч соответственно. Ядерная фрак�
ция не содержала вирусных белков.
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циях: цитоплазмы, ядра и мембран – определяли
вирусные белки. Как видно из рисунка 1 (рис. 1),
в цитоплазме при пульсовой метке регистрирует�
ся Gag�белок p55, но затем, в ходе “сhase”, проис�
ходят следующие изменения: количество МА уве�
личивается, а количество Gag уменьшается. Эти
данные свидетельствуют о процессе раннего на�
резания МА в Gag�предшественнике (уже через
20 ч после заражения). Gag – основной вирусный
белок, контролирующий сборку вируса, – смеща�
ется во фракцию мембран, где происходит сборка
вирусных частиц.

На этом этапе заражения (20 ч) в мембранах
обнаружено значительное количество вирусных
гликопротеинов. В этот же период времени во
фракции ядер вирусные белки не найдены.

Локализация МА на более позднем сроке зара�
жения (40 ч) показана на рис. 2. Эксперимент
“pulse�chase” проведен по следующей схеме:
“pulse” длится 30 мин, “chase” 1 ч, а срок мечения
продлен до 3 ч (рис. 2, 5, 8). Полученные резуль�
таты свидетельствуют о том, что на этом сроке за�
ражения количество МА в цитозоле увеличивает�
ся, а во фракции мембран не изменяется. Наи�
большие изменения обнаружены в ядерной
фракции зараженных клеток. Количество МА в
ядрах увеличивается и особенно резко при трех�
часовом мечении, что свидетельствует об аккуму�
ляции МА в ядрах на этом периоде заражения.
Следует заметить, что в этом случае МА присут�
ствует в ПААГ в виде двух полос, что, по�видимо�
му, связано с его фосфорилированием при про�
никновении в ядро [10].

Действие ингибитора протеазы ВИЧ�1 
на нарезание Gag

Роль вирусной протеазы в раннем нарезании
МА исследовали, используя ингибитор индина�
вирсульфат (ИС). Как видно из авторадиографии
(рис. 3), подавление нарезания Gag и появление
его продукта, МА, в клетках МТ4 происходит
только при добавлении ИС через 1.5 ч после зара�
жения клеток; при введении ингибитора на более
поздних стадиях (через 24 ч после заражения) его
действие значительно слабее или вообще не реги�
стрируется. Действие ингибитора протеазы ВИЧ�1
на зараженные клетки наблюдали только при вве�
дении ингибитора не позже чем через 5 ч после за�
ражения. Из этих результатов следует, что МА выре�
зается из Gag�предшественника специфической
ВИЧ�1 протеазой на ранних сроках заражения.

Внутриклеточная локализация МА, 
ассоциированного с vRNA

Локализацию МА в клетках 293Т (через 24 ч
после трансфекции) исследовали методом имму�
ноблотинга, используя моноклональные антите�

ла к МА, которые не реагируют с Gag�предше�
ственником. Как видно на рис. 4, МА дикого типа
обнаружен, в основном, во фракции мембран и в
меньшем количестве во фракции ядер, в то время
как мутантный МА присутствует во фракциях
ядер и цитоскелета, но его нет во фракции мем�
бран. Эти данные свидетельствуют о том, что му�
тантный МА, утратив мембранотропный сигнал
(миристиловую кислоту на N�конце матриксного
белка), по�видимому, не достигает мембраны.

Ранее нами показано, что в клеточных мем�
бранах и ядре МА ассоциирован с vRNA [4, 5]. Те�
перь ассоциация МА с vRNA подтверждена мето�
дом ПЦР. Клетки 293Т трансфицировали плазми�
дами, содержащими МА либо дикого, либо
мутантного типа. Через 24 ч клетки фракциониро�
вали и получали фракции цитозоля, мембран и
ядер. МА осаждали из полученных фракций моно�
клональными анти�МА�антителами. На рис. 5а по�
казано, что МА дикого типа, в основном, присут�
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Рис. 2. Локализация матриксного белка (МА) в кле�
точных фракциях (авторадиография). [14С]�лейцин до�
бавляли к МТ4 клеткам через 40 ч после заражения на
30 мин (“pulse”) (1, 3, 6), затем клетки промывали и
инкубировали 1 ч (“chase”) (2, 4, 7); 5 и 8 – клетки ме�
тили в течение 3 ч. 1, 2 – Фракция цитозоля; 3–5 –
фракция мембран; 6–8 – фракция ядер.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

46 кДа
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Рис. 3. Действие индинавира сульфата (ИС) на наре�
зание Gag�предшественника с образованием МА (ав�
торадиография). [14С]�Leu добавляли к клеткам
МТ4, как описано для рис. 1. ИС добавляли через
1.5 ч (2, 5, 8) и 24 ч после заражения (3, 6 и 9). 1, 4 и
7 – Фракции контрольных клеток; 1–3 – фракция ци�
тозоля; 4–6 – фракция мембран; 7–9 – фракция ядер.
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ствует во фракции мембран и незначительное его
количество – в ядрах; в иммунопреципитате
фракции мембран с помощью ПЦР показано и
присутствие vRNA (рис. 5б). Однако в клетках,
экспрессирующих мутантный МА, vRNA обнару�
жена в только в иммунопреципитате ядерной
фракции (рис. 5в). Таким образом, методом ПЦР
показано, что vRNA находится в анти�МА�им�

муннопреципитате мембранной фракции клеток,
экспрессирующих МА дикого типа, и в ядерной
фракции клеток – наряду с мутантным МА. Эти
данные свидетельствуют о том, что vRNA нахо�
дится в комплексе с МА как дикого типа, так и
мутантного.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Сборка – наименее изученная стадия реплика�
ции ВИЧ�1 и патогенеза инфекции. Анализ этой
стадии обычно проводили в искусственных систе�
мах, в то время как временные и пространственные
взаимодействия вирусных компонентов в заражен�
ных клетках оставались неизвестными. К настояще�
му времени есть лишь противоречивые данные о том,
где происходит ключевое событие сборки – взаимо�
действие vRNA с инициирующим сборку Gag�бел�
ком. При этом известно, что vRNA представляет со�
бой как бы стержень для мультимеризации Gag, что
необходимо для инициации сборки вируса.

Есть данные о том, что инициация сборки в ре�
зультате взаимодействия vRNA и Gag происходит
в цитоплазме зараженных клеток [11]. При этом
авторы отвергают возможность образования ком�
плекса Gag с vRNA в клеточном ядре, поскольку
количество Gag там невелико, если вообще Gag в
ядре присутствует. В то же время ряд авторов по�
лагает, что Gag�белок связывается с vRNA в ядре
и, следовательно, сборка ретровирусов иниции�
руется в ядре. Так, в клетках, инфицированных
вирусом саркомы Рауса, Gag проникает в ядра,
где формируется комплекс с vRNA [12, 13]; а в
клетках, инфицированных вирусом иммуноде�
фицита кошек, комплекс Gag с vRNA формирует�
ся на ядерной оболочке [14]. Полученные нами
результаты также свидетельствуют о том, что в яд�
ре клетки, зараженной ВИЧ�1, происходит взаи�
модействие vRNA с MA, – значит, инициация
сборки вируса происходит в ядре, и в этом про�
цессе участвует вирусный белок МА. 

Белок МА находится на N�конце Gag�предше�
ственника и, благодаря наличию трех транспорт�
ных сигналов (мембранотропному, нуклеофиль�
ному и ядерного экспорта), считается челночным
белком, участвующим в регуляции ранних и позд�
них стадий инфекции ВИЧ�1. Белок содержит
нуклеофильный сигнал и в составе предынтегра�
ционного комплекса транспортируется в ядро на
ранней стадии инфекции [15]. Доказана специ�
фичность взаимодействия МА с vRNA [16, 17].

В отличие от общепринятой версии, что МА –
продукт нарезания Gag�предшественника в поч�
кующихся вирионах [6], есть данные, свидетель�
ствующие о том, что нарезание белка Gag проис�
ходит с помощью вирусной протеазы на ранних
сроках инфекции, и отщепленный от Gag�пред�
шественника МА участвует в сборке вируса

1 2 3 4 5 6 7 8

46 кДа

14 кДа

Рис. 4. Локализация МА в клеточных фракциях (им�
муноблот). Клетки 293Т трансфицировали плазмида�
ми, содержащими МА дикого типа (1, 3, 5, 7) или му�
тант (2, 4, 6, 8). 1, 2 – Фракция ядер; 3, 4 – фракция
цитоскелета; 5, 6 – фракция мембран; 7, 8 – фракция
цитозоля.
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14 кДа

1 2 3 4
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Рис. 5. Локализация МА и vRNA во фракциях клеток
293Т через 24 ч после трансфекции. а – Иммуноблот;
б – ПЦР, вирус содержит МА дикого типа; в – ПЦР,
вирус содержит мутантный МА. 1 – Фракция ядер;
2 – фракция цитоскелета; 3 – фракция мембран; 4 –
фракция цитозоля. 
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(см. обзор [3]). Благодаря небольшим размерам и
нуклеофильному сигналу, МА проникает в ядро
и, как показано нами ранее, ассоциирует с vRNA
[4, 5]. Это подтверждено и результатами, полу�
ченными в данной работе. Таким образом, можно
предположить, что в отличие от других ретрови�
русов, использующих белок Gag для упаковки
vRNA, инициация сборки вириона ВИЧ�1 проис�
ходит иначе: в ядре зараженных клеток с участием
не Gag, а лишь его части – матриксного белка. 
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