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На территории СССР в последнее десятилетие выделен ряд новых 
арбовирусов, для классификации которых необходимо изучение физи
ческих и биохимических свойств. К их числу относится вирус Охотский, 
впервые изолированный в 1970 г. из клещей Ceratixodes putus Pick 
camb., собранных в Сахалинской области [2]. Изучение некоторых 
биохимических и биофизических свойств, а также серологическое иссле
дование антигенных связей дало основание включить его в антигенную 
группу Кемерово (род Orbivirus, семейство Reoviridae).

Для получения очищенного и концентрированного вируса был при
менен ряд методов, среди которых высокой эффективностью отличается 
метод гель-фильтрации на колонке с биогелем А-5ш, впервые использо
ванный применительно к орбивирусам.

Материал и методика. Штамм LEIV-287 Ка вируса Охотский прошел 7 мозговых 
пассажей на сосунках белых мышей. Для заражения культуры клеток эмбрионов кур 
использовали мозговой вирус, инфекционный титр которого при титровании на куль
туре фибробластов эмбрионов кур (ФЭК) достигал 91 g ТЦД5о/О,Г мл. Для инфици
рования клеток вирус вносили в разведении 10 ~2 по 10 мл на матрац. Контакт клеток 
с вирусом проводили в течение 1 ч при 37°, после чего вирус отделяли, культуры от
мывали и заливали средой поддержки—средой 199 с 2% бычьей сыворотки. Работа 
с вируссодержащим материалом проводилась в условиях, обеспечивающих максималь
ное сохранение его активности, а именно: вируссодержащую культуральную жид
кость (КЖ) снимали до наступления цитопатического действия (ЦПД), переливали в 
заранее охлажденную посуду, помещенную в ледяную баню, и в дальнейшем тщатель
но избегали нагревания материала выше 4—8°. В буферные растворы, используемые 
для работы с очищенньЕМ вирусом, добавляли 0,02% бычьего альбумина.

Для получения меченого вируса клетки после заражения обрабатывали 1 2 мкг/мл 
актиномицина D фирмы Calbiochem (США) в течение 1 ч, после чего вносили меченый 
предшественник: Нз уридин (10 мккюри/мл) с удельной активностью 22 К/ммоль про
изводства Ленинградского межреспубликанского отделения Всесоюзного объединения 
«Изотоп».

Культура клеток, первично трипсинизированных ФЭК. получена из лаборатории 
культур ткани Института вирусологии им. Д. И. Ивановского АМН СССР. Посев
ная доза составляла 1 млн клеток на I мл, для заражения брали 48-часовые культуры 
со сформированным монослоем.
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Титрование вируса производили по ЦПД на ФЭК. Титр рассчитывали по Риду и 
Менчу и выражали в 1 g ТЦД50/0.1 мл.

Радиоактивность фракций в виде кнслотонерастворимого материала после оора- 
ботки образцов ТХУ-спнрт-эфиром просчитывали в жидкостном сцинтилляционном 
счетчике фирмы Packard-3380 (США). Вирус Охотский концентрировали и очц- 
щати следующим образом: вируссодержащую КЖ осветляли на центрифуге J 21 В 
Beckman в роторе JA-14 в течение 30 мин при 12000 об/мин, затем центрифугировали 
на ультрацентрифуге L 5-65 Beckman в роторе Туре 35 в течение 2 ч при 33000 об/мин. 
Обпазовавшийся осадок реоуспендировали в STE (содич м-трис-этнленбпамнне) в объ
еме 1 — 1,5 мл, наносили на колонку (размером 12X300 мм) фирмы LKB (США) с био
гелем А-5т и смывали с помощью STE. Фракции вируссодержащего материала со
бирали в объеме 0,8 мл и использовали для определения радиоактивности и инфекци
онное™. При необходимости дальнейшей концентрации впруссодержащне фракции 
объединяли и вирус осаждали центрифугированием на ультрацентрифуге L 5-65 Bec
kman в роторе Туре 65 Т1 в течение 1 ч при 40000 об/мин.

Результаты и обсуждение. Результаты титрования и определения 
радиоактивности фракций в двух независимых опытах показали (рис. 
1, 2), что вирус снимается с колонки в виде гомогенного пика, причем 
максимум инфекциснностп совпадает с максимумом радиоактивности.

Рис. I. Фракционирова
ние вируса Охотский на 
колонке с биогелем А- 
5т. Распределение ин
фекционное™ и радио
активности. 1—пнфекци- 
онпость фракций. 2—ра
диоактивность фракций. 
По осп абсцисс—номера 
фракций. По осп орди
нат слева —радиоактив
ность Н3—уридина (в 
имп/мин), справа—ип- 
фекционность вируса в

Ф ТЦД50/0,1 мл.

5 11) 15 2И 25 50

Кроме основного, вируссодержащего пика, определяется небольшой пик 
радиоактивности, который имеет, видимо, клеточное происхождение, 
так как инфекционность материала его фракций намного меньше, чем 
в основном пике.

В одном из экспериментов для концентрации и очистки использо
вали немеченый вирус. Фракции наносили под контролем «Увикорда» 
по поглощению УФ в зоне 254 пт, а затем титровали. В этом случае 
узкий гомогенный пик поглощения совпадал с пиком инфекционности.

Хроматография на гелях—новый эффективный метод разделения, 

1240



очистки и анализа органических соединений, основанный на различиях 
в размере молекул. Гель-хроматография имеет сравнительно короткую 
историю, насчитывающую не более 20 лет, причем именно в последние 
։оды этот метод нашел широкое применение в различных областях хи
мии, биохимии, молекулярной биологии, в частности при изучении во
дорастворимых биополимеров (белков, нуклеиновых кислот и смешан
ных полимеров).

Прежде всего необходимо выбрать гель с точно заданной величи
ной пор, что позволило бы использовать его для решения конкретных 
задач. Поскольку тип геля зависит от природы веществ, образующих 
его, материал, из которого получен гель, не должен, по возможности, 
содержать никаких ионогенных группировок [1].

Рис. 2. Распределение 
инфекционности и по
глощения УФ (при 254 
пт). 1—инфекционность 
фракций, 2—-кривая по
глощения. По оси абс
цисс—номера фракций. 
По оси ординат слева— 
инфекционное™ вируса 
в 1й ТЦД5о/0.1 мл, спра
ва — поглощение УФ в 
оптических единицах.

В нашей работе был использован биогель А-5т, гель агарозы, 
способный разделять вирусы, фаги, фрагменты клеток и бактерии. Мо
лекулярная масса соединений, которые могут быть разделены на дан
ном типе агарозы, составляет от 1-Ю4 до 5-Ю6. Гели агарозы, в 
отличие от агара, не оказывают специфического действия на вирусы, 
однако их недостатком, существенно ограничивающим сферу примене
ния, является то, что при повышенной температуре или при использо
вании элюентов, разрушающих водородные мостики (например, раствор 
мочевины), гель «плавится» и его применение становится невозмож
ным. Эти гели необходимо также тщательно консервировать, добавляя 
вещества, препятствующие росту бактерий.

Подвергаясь высокоскоростному центрифугированию, орбивирусы в 
отличие от реовирусов проявляют достаточно выраженную лабильность. 
В связи с этим метод гель-хроматографии, являясь более мягким, ща
дящим методом, имеет несомненное преимущество. В то же время он 
дает возможность быстро отделить вирусы от большей части белковых 
и других некорпускулярных загрязнений.

Полученные нами данные свидетельствуют об эффективности мето
да гель-хроматографии и о возможности дальнейшего его применения 
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не только в отношении вируса Охотский, но, возможно, и других орби- 
ьирусов.
Институт вирусологии имени Д. И. Ивановского, г. Москва Поступило 5X1979 г.

ՐԻՈԳԵԼ A-5m ՊԱՐՈՒՆԱԿՈՂ ՍՅՈՒՆԱԿԻ ՎՐԱ ԴԵԼ-ՖԻԼՏՐԱՑԻԱՅԻ 
ՕԳՏԱԳՈՐԾՈՒՄԸ ՕԽՈՏՍԿՈՒ ՕՐԲԻՎԻՐՈԻՍԻ ՄԱՔՐՄԱՆ ՀԱՄԱՐ 

(ORBIVIRUS, REOV1R1DAE)

P. Հ. ՍԱՐԴՍՅԱՆ. Ա. II. ՆՕՎՈԽԱՏՍԿԻ, Լ. Կ. ԲԵՐՐԻՆԱ, Դ, Կ. ԼՎՈՎ

Հոդվածում շարադրված են տ վյ ա լն եր Օխոտսկոլ օրբիվիրոլսի մաքրման 
և խտացման համար բ ի ո դե լ А֊5ГП պարունակող սյունակի վրա դել-ֆիլտրա֊ 
օիա/ի եղանակի օգտագործման մասին։ Բերված տվյալներր ցույց են տալիս 
այդ մեթոդի արդյունավետությունը, որը մ ի ած ամ անակ ա չք ի է ընկնում 
պարզությամբ ու վիրիոններին չվն ա и ո ղ ազդեցությամբ։
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