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Методом атомно-силовой микроскопии (АСМ) изучена высокомолекулярная вирусная РНК на по­

верхностях различных субстратов . Исследован процесс высвобождения вирусной РНК из белковой

оболочки под воздействием химических реагентов . Особое вниманис уделено методике приготов­

ления образцов и иммобилизации исследуемых структур . Получены изображения исходных вирус­

ных частиц, частично цепротеинизованных вирусных структур и полностью высвобожденной РНК.

Проведсна статистическая обработка полученных изображени й . Проанализированы факторы , ог­

раничивающие пространственное разрешение АСМ-изображений исследуемых структур .

ВВЕДЕНИЕ

Сканирующая зондовая микроскопия (СЗМ)

(включающая атомно-силовую микроскопию [11 ,
сканирующую туннельную микроскопию (СТМ)

[2] и пр. ) позволила провести исследования струк­

туры и конформационных свойств макромолекул

нуклеиновых кислот и их комплексов в условиях,

близких к нативным [3, 4]. Получена новая ин­

формация о морфологии комплексов ДНК с по­

верхностно-активными веществами (ПАВ) [5J.
Яркой демонстрацией возможностей метода яви­

лось применение СЗМ дЛЯ физического картиро­

вания нуклеиновых кислот [6] и их взаимодейст­

вия с белками [7, 8].

В настоящее время разработаны различные

методы фиксации макромолекул линейной ДНК,

кольцевой плазмидной ДНК и цвуцепочечной

РНК на поверхностях различных подложек для

исследований СЗМ [9- 12]. В то же время в лите­

ратуре практически отсутствуют работы, посвя­

щенные СЗМ-исследованию высокомолекуляр­

ной одноцепочечной РНК [13]. Это объясняется

спецификой молекулы одноцепочечной РНК ­
отсутствием двойной спирали, и, как следствие ,

меньщей "жесткостью", что затрудняет фикса­

цию этой макромолекулы на подложке в рас­

правленном состоянии .

Методика приготовления РНК в расправлен­

ном состоянии для исследований электронной ми­

кроскопии включает образование комплекса

РНК с белками (цитохромом С или диизопропил­

фосфаттрипсином) на поверхности раздела фаз

воздух-вода ..и последующий перенос данного

компл екса на поверхность твердой подложки .

Очевидно, что в этом случае белковая "шуба" ог­

раничивает решение задач, связанных с тонкой

структурой Рнк.

Наблюдение свободной РНК позволяет прово­

дить как физичес кое картирование элементов

вторичной структуры РНК, так и иссл едовать

специфическое взаимодействи е с ней белков, уз­

нающих определенны е (например, регулятор ­

ные) последовательности нукл еотидов . В свою

очередь, исследование взаимод ействия вирусной

РНК и белков может дать вклад в понимание ме­

ханизмов процесса сборки и размножения виру ­

сов , структурно й организации и функциониров а­

ния рибонуклеопрот еидов .

Настоящая работа посвящена разработке ме­

тодов приготовления вирусной РНК и рибонукле ­

опротеидов для исследования с помощью СЗМ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬН АЯ ЧАСТЬ

Для приготовления раство ров использовали

деионизованную бицистиллированную воду . Пре­

парат вируса (ВТМ, штамм U1), полученный ме­

тодом дифференциального центрифугирования и

центрифугирования в градиенте плотности рас­

твора сахарозы, был предоставлен Е.Н . Добро­

вым (МГУ).

Депротеинизацию вирусных частиц произво­

дили: 1) 72% раствором диметилсульфоксида

(ДМСО) [14] (э кспозиция 30 мин), 2) 4 М раство­

ром мочевины [15] (экспозиция 2,5 '1), 3) раство­

ром глицина со значением рН 10,4 [16] (экспози­

ция 3 '1).
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В качестве подложек использовали как чис­

тые (свежий скол), так и модифицированные по­

верхности высокоориентированного пиролити­

ческого графита (пирографита) и слюды . Моди­

фикация заключалась в обработке поверхност~

катионным ПАВ - бензилдиметилалкиламмонии

хлоридом (ВАС). Процесс модификации (экспо­

зиция 1% раствором ВАС в формамиде [17]) за­

вершался промывкой водой и высушиванием в

струе фильтрованного сжатого воздуха.

Адсорбция исследуемых структур осуществля­

лась из капли препарата, которую наносили на

поверхность подложки и экспонировали во влаж­

ной среде под колпаком . Длительность процесса

экспозиции варьировали от нескольких секунд до

часа и более. После завершения экспозиции по­

верхность подложки промывали водой и высуши­

вали в струе фильтрованного сжатого воздуха .

АСМ-исследования проводили на приборе

"Наноскоп-Ш" (фирма Digital Instruments, США)

на воздухе в режимах постоянного (constant [огсе

mode ) или прерывистого (tapping mode) контак­

тов. При проведении исследований в контактном

режиме использовали кантилеверы жесткостью

0,06 Н/м с микрозондом из нитрида кремния . Для

исследований в режиме прерывистого контакта

применяли кантилеверы с резонансной частотой

в диапазоне 350--380 кГц и кремниевыми микро­

зондами.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Сканирующая зондовая микроскопия вирус­

НЫХ частиц. Частицы вируса табачной мозаики

были исследованы в режимах постоянного и пре­

рывистого контактов на поверхностях пирогра­

фита и слюды. Было обнаружено, что скорость

сорбирования вирусных частиц на свежий скол

. поверхности существенно выше при использова­

нии пирографитовой подложки, чем при исполь­

зовании подложки из слюды. В первом случае

при равных условиях сорбирования (температу­

ра, объемная концентрация вирусов в препарате,

время промывки и пр.) поверхностная плотность

вирусных частиц существенно выше . В то же вре­

мя на пирографитовой подложке при сканирова­

нии в режиме постоянного контакта вирусные ча­

стицы нестабильны и увлекаются иглой даже при

минимизации воздействующей силы до величины

менее 1 нН. Стабильные АСМ-изображения ви ­

русных частиц на пирографите удается получить

только в режиме прерывистого контакта. В слу­

чае же использования слюдяной подложки сила

адгезии вирусных частиц достаточна для проведе­

ния исследований в режиме постоянного контак­

та с величиной воздействующей силы - 10 нН .

Большая скорость сорбции вирусных частиц

на поверхность пирографита в сравнении со слю-

•

Рис. 1. Частицы вируса таба чно й мозаи ки , ацсорбиро­

ванные на поверхность пирографита , АСМ-исследо­
на ние , измерение высоты в режиме прорывистого

контакта .

дой может объясняться влиянием гидрофобного

эффекта . В пользу данного утверждения говорит

тот факт, что в случае гидрофобизации поверх­

ности слюды посредством обработки ВАС ско­
рость сорбции вирусных частиц увеличивается .

В то же время нестабильность адсорбирован­

ных на пирографит вирусных частиц в процессе

сканирования в режиме постоянного контакта

объясняется слабой адгезией частицы, обуслов­

ленной инертностью подложки (гидрофобный

эффект не дает вклад в силу адгезии при проведе­

нии исследований на воздухе, поскольку проявля­

ется только в водной среде).

АСМ-изображения частиц вируса табачной

мозаики приведсны на рис. 1. Согласно анализу

полученных данных, для вирусных частиц макси­

мум гауссовой аппроксимации распределения по

длинам соответствует 320 нм, среднее значение

длины составляет 31О нм, при этом среднеквадра­

тичное относительное отклонение от среднего ­
30% (число проанализированных АСМ-изобра­

жений вирусов N =120). Столь широкое распреде­

ление объясняется, во-первых, частичным разру­

шением вирусных структур в процессе центрифу­

гирования при приготовлении препарата и, во­

вторых, агрегацией вирусных частиц торец в то­

рец. С началом процесса обработки вирусных

структур с целью высвобождения вирусной РНК

максимум распределения вирусных частиц по

длинам смещается в более короткую область.

Так, для вирусных частиц, обработанных 50%
формамидом в течение 2 мин, максимум состав­

ляет 260 нм (N =500), а для вирусных частиц, об­

работанных 40% ДМСО при 370 в течение 30 мин,

значение максимума - 180 нм (N =270) .
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Рис. 2. Вирусные структуры , частично депротсин изоваппьт е обработкой 72% ДМСО и адсорбированные на сл юду .

АСМ-исследованис, измерс п ис сил тре ню! в режиме постоя н ного контакта.

Экспериментально определенные .значения
ширины АСМ-изображений вирусных частиц для

режимов прерывистого и постоянного контактов

составляют величины 30 ± 5 нм (N = 270) и 32 ±
± б нм (N = 400) соответственно. Воспользовав­

шись формулой ( 1), можно оценить радиус кри­

визны для кончиков зондов используемых типов

кантилеверов : R "" 6-7 нм.

Сканирующая зондовая микроскопия депро­

теинизованных вирусных структур с частично

высвобожденнЫоНи .макромол екуламн РНК.

В мягких условиях депротеинизации наблюдали

рибонуклеопротеиды (РНП) с выходящими из

них ( с одного конца или с обоих) нитями РНК

(рис. 2, 3). Сравнительный анализ трех использу­

емых методов частичной полярной депротеини-

Анализ высот АСМ-изображений вирусных

частиц над поверхностью подложки дает значе ­

ние 18 ± 2 нм (независимо от режима исследова­

ния), что хорошо согласуется с литературными

данными [1 8].
Частицы ВТМ, являясь природными "нанораз­

мерными" объектами с жестко фиксированными

геометрическими параметрами (каждая частица

представляет собой цилиндр длиной 300 нм И ра ­

диусом 9 нм), могут служить удобным тест-объ­

ектом для анализа качества зондирующего ост­

рия . Подобный анализ позволяет отследить меха­

низм возникновения артефактов, например, при

исследовании вирусной РНК. Согласно элемен­

тарным геометрическим построениям для острия

с радиусом кривизны кончика R значение реально

измеряемой ширины на попувысоте АСМ-изоб­

ражений вирусных частиц радиуса ,. должно со­

ставлять величину :

2 1/2
[(11 = 2(2R ,.+ г" ) . (1)

зации ВТМ и высвобождения РНК показал, что

наиболее перспективным является метод с при­

менением ДМСО (рис 2).Метод депротеинизации

в растворах со щелочным значением рН характе­

ризуется большим фоном получаемых АСМ-изо­

бражений. Кроме того , молекулы РНК в этом

случае склонны к агрегации. Метод с использова­

нием мочевины позволяет получать АСМ-изоб­

ражения с незначительным фоном, но при этом

наблюдается агрегация вирусных РНП (рис . 3).

Сканирующая зондовая микроскопия молекул

вирусной Рнк. На заключительной стадии обра­

ботки вирусных частиц белковая оболочка разру­

шается, и макромолекула РНК полностью высво­

бождается . На рис. 4 приведены типичные ре­

зультаты АСМ-исследования свободных РНК,

адсорбированных на подложку из слюды .

. Анализ ширины макромолекул РНК, адсорби­

pOBaHНI:~IX на слюду, дает значения 10-15 и 20­
30 им для режимов прерывистого и постоянного

контактов соответственно .

Воспользуемся формулой (1 ) для оценки меха­

низма уширения, связанного с конечностью ради­

уса кривизны зонда. Основываясь на анализе рас­

пределения свободных макромолекул по длинам

(см. ниже) и зная число нуклеотидов в молекуле

(~б400) , оценим радиус макромолекулы РНК: ,. ""
"" 1 нм; для радиуса зонда воспользуемся значени­

ем, оцененным выше : R"" 6-7 нм . Тогда реально

измеряемая ширина на полувысоте АСМ-изобра­

жений макромолекулы должна составлять 7- 8 нм.

Отличие данной оценки от экспериментально на­

блюдаемой величины , по-видимому, связано с де­

формациями образца под воздействием зонда .

Причем роль данных деформаций существенно

выше для режима постоянного контакта в срав­

нении с режимом прерывистого контакта .

поввгхносгь . РЕНТГЕНОВСКИЕ, СИНХРОТРОННЫЕ И НЕЙТРОННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ N" 7 199<)
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использование оценки для модуля Юнга стержня,
моделирующего РНК (Е "" 1О ГПа).

0.0

0.3

4.0 мкм3.02.01.0о

Рис. 3. Вирусные СТРУКТУРЫ , частично деп ротсинизо­

ва нные обработкой 4 М раствором мочевины и ад­

сорбированныс на слюду . АСМ-исследовнние , изме­

рение сил трения В режимс постоянного контакта.

(2)

F = 41tRyc os 8 ,

где R - радиус кривизны зонда , у - поверхностное

натяжение воды на границе раздела с воздухом,

8 - контактный угол для материала образца (зон­

да) и воды. При стандартных условиях экспери­

мента справедлива оценка : F"" 10-8Н .

При воздействии с силой F зонда радиуса R на

макромолекулу РНК рациуса г будет происходить

деформация зонда, образца и подложки. При

этом сближение 12зонда и образца (а также сбли­

жение образца и подложки) может быть оценено

с применением контактной теории Герца [19]:

Действительно, сила воздействия на образец,

обусловленная изгибом кантилевера, может быть

минимизирована в процессе сканирования до ве­

личины 10-9 Н И менее. Однако при проведении

исследований на воздухе, поверхность гидро­

фильных образцов покрыта адсорбированной

пленкой воды, которая вызывает увеличение си­

лы воздействия зонда на образец благодаря ка ­

пиллярному эффекту. Для величины этого до­

полнительного силового воздействия имеем:

где

3 2 2
D = 4«I-a ) / Е + О - а' ) /Е ) .

Здесь Е' и а ' - модуль Юнга и коэффициент Пуас­

сона для материалов зонда (подложки) , Е и а - те '

же параметры для упругого стержня, аппрокси­

мирующего макромолекулу РНК.

Область контакта зонда и макромолекулы бу­

дет представлять собой эллипс с полуосями а и Ь :

а == ( FD )1/3« R + ,')/2)-2/3R

Ь == ( FD) 1/\ ( R + 1')/2 )-2/3,-.

Предполагая, что Е ~ Е (модули Юнга кремния и

оксида кремния лежат в диапазоне 100- 150 ГПа),

учтем вклад в D только первого слагаемого. Тог­

да, оценивая Е"" 1О ГПа, получим для а и [у оценку

3 нм И 0.3 нм соответственно . Таким образом, ла ­

теральные размеры области контакта зонд-обра­

зец сравнимы с радиусом РНК. Из приведснной

оценки очевидно , что при анализе АСМ-изобра­

жений необходимо учитывать деформацию био­

объектов . Так, латеральные размеры области

контакта определяют предел достижимого про­

странственного разрешения.

На основании формулы (2) получим для 11 ""
"" 0.5 нм . Таким образом , для относительного за ­

нижения высот макромолекул РНК над поверх­

ностью подложки получаем оценку - 50%, что хо­

рошо согласуется с полученными эксперимен­

тальными результатами . Это оправдывает

Экспериментальный анализ значений высот

макромолекул показал, что эти величины доста ­

точно сильно варьируются как для различных мо­

лекул, так и для различных участков одной и той

же молекулы, и в основном заключены в диапазо­

не 0.3-1.5 нм (для исследованийкак в режиме по­

стоянного, так и прерывистого контактов). Дан­

ный разбросможетобъясняться сохранениемма­

кромолекулой элементов вторичной структуры

(неполное разворачивание на поверхности под­

ложки, наличие скрученных участков).

О частичном сохранении элементов вторич­

ной структуры макромолекул говорит также на­

личие петель и "шпилек". Расправлению макро­

молекул можетспособствоватьнанесениена под­

ложку в потоке (рис . 4б) . При этом на АСМ­

изображении четко идентифицируются участки

прикреплениямакромолекулы к подложке. Вид­

но, что молекула, будучи закрепленной в данной

точке, ориентируется, расправляясь по потоку.

Стабилизация макромолекул на поверхности

подложки в расправленном состоянии позволяет

провести анализ распределения макромолекул

РНК по длинам. Согласно нашим результатам

для макромолекулРНК, высвобожденных с при­

менением ДМСО, максимум распределения по

длинам составляет величину 1.6 ± 0.5 мкм. Прини­

мая во внимание, ЧТО ' РНК ВТМ штамма U1
включает около 6400 нуклеотицов, можно опре­

делить длину межнуклеотидной связи дЛЯ РНК,

изображения которой получены в описанных на­

ми условиях. Данная величина 0.25 ±0.08 нм.
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Рис, 4, Молскулы РНК, высвобожденные из белковой оболоч ки посредством обработки ДМСО и ацсорбированныс

на слюду с раз ной степенью ориентации 110 потоку . ( а , б) АСМ-исследование, измерение высоты в режиме постоянно­

го контакта .
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Atomic Force Microscopy Visualization of ТоЬассо Mosaic Virus RNA and TMV
Ribonuclioproteins

М. о. Gallyamov, Уи. F. Drygin, 1. V. Yaminsky

Obscrvation of high molecular weight virus RNA оп dift'erent substrates is репоппеё using аtошiс [огсе пп ­

сгонсору (AFM). The process of RNA releasillg [гогп protein coating due (о chemica1 г геаппепт 01' the virus is
studied . Рагпсшаг апеппоп is paid to the tесlшiquеs of sашрlс preparati on and imllюЬi lizаtiоп of structures. It
is Пю l'irst dешопstгаtiоп of the AFM images of (оЬассо mosa ic viгаl partic1es, deprotein ized virus st!'uctures
and fuJly released RNA шоlес ulеs . The statistical allalys is оГ the obtained iшаgсs is регГогmеd. The шаi ll Гас ­

tors !'estricting the spat ial reso lution ot' the AFM images аге revea led.
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