
Հայկւկաք. ՍՍՀ ^իաօտյունների ակօպԼմխս. Հույաոաաէփ կե6սս։ք«6ական Տո»6դԱ 
Академия наук Армянской ССР. биологический журнал Армении

Academy of sciences uf the Armenian SSR, B='dogteal loimial of Armen-.a
1.(43). 1990

Вмлог* ж. Армении, № 1.(43).1990 УДК □ • 7.352.315

ВЛИЯНИЕ ИОН НОИ СИЛЫ СРЕДЫ НА ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ 
ВИРУСОВ С МЕМБРАНАМИ ЭРИТРОЦИТОВ

31. Л1. КОРХМАЗЯН. К .-1. ЫЕПУШКИН'. г. г>. мыикян

Ереванский физический институт ГКАЭ СССР
•Институт вирусологии им. Д. И. Ивановского АМН СССР Москва

Установлено, что ионная сила среды влияет на характер связывания ви
русов Сендай и гриппа с мембранами эритроцитов. В физиологических 
условиях связывание вирусов с мембранами имеет специфическую при
роду. а среде же с низкой ионной силой связывание неспецифичио. В этом 
случае отсутствует агглютинации эритроцитов вирусам։, гаже и условиях 
наведенного длительного контакта клеток при диэлектрофорезе. Следстви
ем неспецнфнческого связывания, по-андимомл. янляется и отсутствие ви- 
рус-инлуцированного гемолиза в среде без ионов.

ձայսրնարերվա/՚է Լ, որ ժ/..»ս.Հայ/ւ/> իոեական ումր ազդում / Հրիթտրոցիաների թ։ս- 
ղանթների Հետ 111.նղ։սյ ձ գրիպի վիրոաների կապման рЬгг՛^/է ։1ր“,: Ֆիզիո
լոգիական պայմաններում վիրուսները կապվում են ք1աղանթների ,’4«ր

յո։ք։ա ,ատուկ եղանակով, Яи‘^р իսնական ли/ ունեցող յո/Лл,յիներո։մ տեղի
է ունենում ոչ յուրահատուկ ւիոիւաղղեցՈւիյՈէն։ ղեպրո։մ րացւս կա չու մ
Հ էրիթտրոցիտների վիրուսային ագյյուԱւինացիաՆ՝ նույնիսկ բջի^^րի ստիպո
ղական կոնտակտի պայմաններում 1քիԼ{եկտրոֆորեզի մամանակ: // • յուրահատուկ 
կապման հեսէեանր Լ նո/ե վիրոատ (ին հեմոլիզի րացակայո։ 1)յոՀ»ր дшЛп իոն 14 կան 
ո։մ ունեցող Լուծ էէ։յ^ներոէմէ

1։ has been shown that binding of Sendai and influenza viruses Is aftecied 
by th< tonic strength 01 solution We nave observed tbi swch'ic binding <>t 
th bse viruses w ith niembianes unde։ physiological conditions anil unspe- 
cifl binding In low |nf(,c strength soluHnn. 'n Hie lalter rase there Is no 
agglutination of ci ythio-.y le* by virus.-s .nder n r«- ;il mdiJions and t* 
d lelvciropho’esis experiment. Unspeciil՛ binding .«I viruses ю cryihrocy- 
iec in low iun r s'N.'iigili .««lutwi ran explnln Hie absence oi virus-indu
ced hemolysis.

Bupur «—ионная сила— мембраны арнгроцитоа.

Барьером для проникновения вирусов в кле;к\ яилмется клеючиян 
мембрана и специфичность взаимодействия нирусон с клеткой опреде
ляется расположенными на поверхности .мембраны репетирами. Изу-

Сркращеиия: ГАЕ—гема։глютнкирующая единица 
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чение внрус-специфических рецепторов пред» авля».՛։ оолынои интерес 
как с научной, гак л с практической точки зрения >. плане кон июля на.՛, 
инфекцией на первом этапе взаимодействия янрусон 1՜ клетками. Орто- 
и парамиксовирусы вызывают агглютинацию эритроцитов. Эга пози
ция были известна с 40-х годов н широко изучалась г 50 60-е годы 
|5|. Однако химическая структура рецепторов вирус., на поверхности 
эритроцитов была установлена недавно. Но данным разных авторов, 
такими рецепторами вируса Сев тай являются спи.юеодержашие лико- 
вротеиды [10, 13] или ганглиозиды, имеющие коп новую К-ацетил ней- 
ра.чиновую кислоту |11. 14] Рецепторами вируса . ри.им (классический 
чумы птиц) на поверхности эритроцитов также являю:ея ; ат лиозплы 
’12]. Цель наших исследований заключалась в выявлении характера 
из. ..модейс । вия «прусов с рецептора ми клеточных мехгбр.чн и средах с 
различно։։ ионной силон.

’..щгерщтд ь летобмка Вирус (риппя классической чумы птп՛. I Р\ ш-.,< । \ст- 
бридж) (выращивал։։ п аллантоисной полости куриных эмбрионов в течение 2-1 ч при 

л вируч Сендай штамм 96О| в течение 72 ч Вирусы ьинцёнтрнровл.ш дуй- 
фсренина, и.ним центрифугированием .։ очищали з грэ-пенте плотвости сахартх-ы. как 
указано |1 | •’С-мсченный аиру՝ получали по описание» ։е։оду [3]. Титр гемыглю 
т нцпи л гемолитическую иктивно-ть вирусов опреде ՛ ՛. н ганлартньми методами 
|1] Гемолиз эригроцг.тон в присутствии ГРУ провал ь в Ха-анегагнел-. буфере 
(pH 5.2). и в случае НУЗ и ХаС (115 мМ) —три. (5 мА’. буфере pH 7 4 (Н1 б фер). 
,1л. экспериментов в среде с лик :;' поилой силой препараты ввруглг. -л։алн. • вали 
2-1՛ при Г’ против нхэтоннческою раствора сахарозы. ' м\) трис. :»Н ՝ (ГД.л-,;и.) |. 
Концентра։։։.» белка в препаратах вирусов определяли .м методу . 1оур Гч]

В работе использовали кровь I группы здоровых доноров. Эрнгро; • жлы 
'омывали изотоническим буфером, В случае проведении экспериментов < |д низ
кой ионной силой две последние отмывки проаодилг СТ-буфером. Обрабсяку 1%-ной 
суспензии эритроцитов нейраминидазой из '7(?по • (Горький. СССР) приводили 
и течение 2 ч при 37е в концентрации 0.25 Мг.мл <-• ИТ-буфере. После этот -рнтр’- 
питы дважды отмывали соответствующим буфером и исследовали гемолитическую ж- 
гивность и связывание вирусов. Связывание вируса ՛ гидам . ^рнтроцигвми «трехе- 
лнлн по титру вируса в надосадочной жидкости после инкуба։;: и его ■ ч ։ .шитая» 
и центрифугирования. В случае вируса гриппа упнтри ч.пы нньлоиу • .,.п > мсччЮ
радиоактивного и «холодного» вирусов >։ исмерялк ч-дио.чк -.и.. и ։-.-•• .точной 
жидкости.

Дополнительное исследован не гемагглютинации и.?.; дейи՛ НУ.1 ь Г-буфере 
проводили при помощи диэлектрофореза, обеслечнвакпцет конгик: >ритр ангин [16-]- 
Напряжение подавали . генератора ГЗ-7А, наблюден и՛ •<•. зествлялн н.п.; кончи 
Биолам-М-

Измерение нейраминидазной активности вируса Сея.чзг! про&о_.::.1и т՛ н иноку 
методу [1]. Для изучения влияния ионной .-илы рщ.тво,՛. виру- инкубировали ՝ вас- 
։вори.м:ым • иалосодержашим белком фетуннч.м в I, I ■ V. Фере (к<>н՜рольни;- ь сримеит 
проводили в НТ-буфере).

Результат^ и обсуждение ЭкспсриМен ; ..;։ м• _1с.1ьны,\ г.д. :смах 
показали, что взаимодейсгние вирусов гриппа с <>н.;ап с ■ анг.чиозида- 
ми нс зависит от ионной силы раствора, т. с. элекгростатичеслне эф
фекты не влияют на связывание вирусов с соответсгг.х ющими рецепто
рами [2] Нами была проверена специфич1!'н.ть .нязываиня гех же 
вирусов с эритроцитами в раствора.՝ С низко: ионной силой Зависи
мость связывания вируса Сендай <• .эритроцитами от концентрации егс 
в С 1-буферс линейна в исследованном диапазоне конценграций, чтс
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свидетельствует о несиецифическом характере взаимодействия (отсут
ствие насыщения) В этих условиях с эритроцитами связывается около 
50% вируса, что при высоких его концентрациях дает большее связы
вание, чем в физиологических условиях (рис 1 А). В последнем случае 
форма кривой зависимости свидетельствует о специфическом характере 
связывания вируса с эритроцитами.

Рис. I. Связывание аирчсоь Сендай (рис. 1А| и ։*С-меченного вируса грип
па (риг. 15) <• эритроцитами и физиожпнческих условиях кривая 1) 
и в изотоническом растворе ахарозы (О. кривая 2). I—А—после инку
бации эритроцитов с Н\'.1 И час, ։°С) в СТ- и НТ-буферах, суспензию 
клеток осаждали, отбирала Супернатант и определяли титр вируса н нем, 
разбавляя последовательно Н1 буфером. I Б—эритроциты инкубировали 
си смесью радиоактивное՛- и «холодного» вирусов ГРУ. Связывание иире 
делили по радиоактивное!и надосадочной жидкости. Затем, зная удель
ную радиоактивность .препарат а. пересчитывали количество связанного 

вируса в ГАЕ.

Примерло такая же ситуация была выявлена нами при изучении 
связывания вируса гривна с эритроцитами в среде с нормальной и низ
кой ионной силон (рис. I Б) В буфере с низкой ионной силой связы
вание вируса составляет 50 60% независимо от концентрации его > 
инкубационной среде, чш указывав! на несисиифичеекий характер свя
зывания. В ПТ-буфере воруй специфически связывался с эритроцитами.

Мами проведена опенка константы связывания обоих ннрусон с 
эритроцитами в фнзиоло:ической и безьюнной средах. Оценка осуще
ствлялась графическим способом в координатах Лайнуииера-Берка. На 
.ис. 2 приведен график виси мости связывания вируса Сендай в ука
занных координатах. Аналогичная картина получена и для вируса 
гриппа. Для приведения констант связывания к общепринятой размер
ности (М՜определяли содержание белка в вирусных препаратах՛ 
1 ГАЕ содержит около 8-10 5 мг/мл белка. Далее пересчитывали ГАЕ 
в моли вируса, как указано в работе [ I.. При этом для вируса Сендай 
получается соотношение ’ ГАЕ = 1,7-10՜13 М, а для вируса гриппа 
1 I АЕ=3,4-10 13 АА. Константа связывания 11\3 с эритроцитами в фи
зиологической среде составляет 9-10^4 ', а ГРУ-—2,1 ■ Ю6 М՜1. В без- 



ыонной среде константа связывания для обоих вирусов близка к пулю.
Следует отметить, что в среде с низкой ионной силон оба вируса 

неспособны агглютинировать эритроциты человека, вероятно, вслед
ствие неспсцифичсского связывания. Нами обнаружено ։акже, что в

Рис. 2 Ряс. 3
Рис. 2. Зависимость связываиил вируса Сендай с эритрццитамн ит титра 
вируса в среде в ф деиоло։нческнх условиях (прямая I) и п сахарозном 
буфере (прямая 2| в координатах Лайвуивера-Берка Точка пересечения 
|рнмоЛ 1 с осью абсцисс численно равна константе связывания НУ.1 с 

мембранами эритроцитов.
Рис. 3. Зависимость связывании вируса Сендай эритроцитами и вирус- 
ндуцпровашюго гемолиза ։֊т ноинон силы раствора 1— вязывание при 

титре вируса в . у. ::ензни 1.750 ГАЕ; 2 сшгаыижмне прй 1 500 ГАЕ 3—гс- 
•а«.՝лн.« а %. Вирус инкубировали с эритроцитами а растворах с различной 
концентрацией ХаС1. Тоничность раствора доводили д< 290 мОсм соответ
ствующими добавками сахарозы Гемолиз эритроцитов, инкубированных 
с вирусом в различных раствора*, регистрировав н после осаждения и ре- 

суспендирования в НТ-буфере

с еде с низкой 1'бнной склон исследованные ьир\сы не обладают емо- 
ЛИТИЧССКОЙ ЛЕ 1ИННОГ! ЬН>. Для изучения причины ОТСУТСТВИЯ .4; 1ЛЮТИ- 
наини и гемолиза эритроцитов мы пропели ряд экс дери ментон Преж
де нее:о мы показали, что прсдынкубация препаратов «прусов в СТ- 
буфере в н'чеинс 24 ч при Г не или ж-: и՛ псе ։едуемые нонсгпа виру
сов. < другой ՝• троны. непродолжительная ::»елыпкубацня чригроци- 

՛ Г-буфере также практически не 0казывзе1 влияния ни нирус-нн- 
дуцнруемыл гемолиз в физиологических условиях. Таким обраюм. воз
можны» изменения снойси։ вирусов и фитроциюн и среде с низкой ион
ной силой обратимы. Измеренная нами активность нейраминидазы 
Вируса <'.силан н фи <но.1о! ик-скнх УСЛОВИЯХ счстлиилл 0.03 МГ. мл, а □ 
(.П'-буфере она была ммстно ниже 0.001 ,\П мл.



Предынкубания 1IV.I с эритроцитами в СТ-буферс с последующей 
отмывкой несвязавшегося вируса и ресусисндированием в НТ-буфсре 
снижала вирус-индуцируемый гемолиз в 3 раза по сравнению с контро
лем (табл. I). С другой стороны, если не отмывать несвязавшнися вн- 

Веанчииа индуцированного вирусами Сендай в гриппа гемолиза эритроцитов (в иро- 
центах) при различных вариациях ионной силы среды 
—- --- -------- ----------- --- ------------------ _ . - . ■ ------- -  ■! — ■ — 'Т » »*!■■ ■■•

Услиния гемолиза

Вирус՜-----------------------------------------------------------------------
I II III IV V VI

Сендай 0 30 10 .37 2' 31

Гривна 0 51 6 51 25 31

I—гемолиз в изотоническом сахарозном буфере; И гемолиз в NaCI-трнс буфере 
после отмывки несвязангцегогн вируса; III гемолиз после инкубации н сахарозе, осаж
дения, декантирования надосадка с нссвязавшнмся вирусом и ресуспенднрования в 
NaCI-трнс буфере; IV гемолиз после инкубации концентрированной суспензии эритро
цитов с вирусом в соответствующей концентрации и физиологических условиях и пи 
ледующего разведения в 50 раз XaCl-ipnc буфером, V—гемолиз после инкубации 

концентрированной суспензии эритроцитоз а СТ буфере и последующего разбавления 
в 50 раз НТ буфером; VI—то же, что V. но с дополнительной инкубацией 30 млн при 
Р после переведения н NaCI.

рус, то при переносе в \аС1 гемолитическая активность практически не 
изменяется. На индуцируемы! вирусом гриппа гемолиз инкубация 
эритроцитов в среде с низко»։ ионной силой действовала более выра- 
женнб. Однако и в этом, случае последующая инкубация в НТ-буфере 
без отмывки вируса существенно увеличивала гемолитическую актив
ность.

Для выявления роли сиалосодержащих компонентов эритроцитар 
ной мембраны в гемолизе. индуцированном вирусами в физиологиче
ских условиях и в растворе низкой ионной силы, клетки обрабатывали 
нейраминидазой. При этом выявлено резкое снижение вирус-индуциро- 
ванного гемолиза в нормальных условиях. Однако после инкубации в- 
СТ-буфере вирус гриппа, в игличие о; HV.I, гемолизировал эритроциты՜, 
обработанные нейраминидазой. Гак, в 1П-буфере гемолиз снижался 
после обработки нейраминидазой с 67 до 3%. а в СТ-буфере, наоборот, 
возрастал с О до 12%.

Мы Исследовали также влияние ионной силы раствора на связыва
ние вируса Сендай и гемолиз эритроцитов (рис. 3). Количество связан
ного вируса суiiieeiвен»ш возрастает при увеличении концентрации 
NaCl с 5 до 40 мМ. В то же время процент гемолизированных эритро
цитов резко возрастаем лишь в диапазоне конце»։ i наций соли 60֊ 
100 мМ.

Нами изучена возможность агглютинации эритроцитов в изотопи
ческом растворе сахарозы при наличии дополнительной сближающей 
силы между эритроцитами. Наложение переменно։։ неоднородного 
электрического поля на эритроциты, в безьюннон среде (СТ-буфер) 
обеспечивало образование клеточных цепочек. В обычных условиях та- 
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кис* цепочки обратимы, т. с. после выключения поля они распадаются. 
Введение вируса Сендай в ди электрофорезную ячейку не вызывало 
«.оклеивания» эритроцитов и образования необратимых цепочек. Пред- 
ынкубзцкя эритроцитов (0.05%-ная суспензия) с вирусом в ПТ-буфере 
(100—200 ГЛЕ) при Г в течение 15֊ 20 мин или при 1 15 мин с после
дующей инкубацией при 37сС 20—30 мин также не приводила к необ
ратимому склеиванию эритроцитов, агрегированных к к . зическом 
ноле после перенесения в сахарозу. В случае инкубации лри 37 вирус 
должен сливаться с эритроцитами и вирусные гликопротеиды должны 
необратимч встраиваться в эритроцитарную мембрану. Гем не менее 
из таких клеток не удается сформировать необратимые цепочки. Таким 
образ- \ в растворах с низкой ионной силой исследованные вирусы не 
способны агглютинировать эритроциты независимо от способа приведе
ния а в контакт

Проведенные исследования показали что характер связывания ви
русов Сендай к гриппа с эритроцитами различен в средах с низкой и 
высокой ионной силой. Полученные нами значения констант связыва
ния I1V.J и FPV с эритроцитами в физиологических условиях (9-10й и 
2,4-10е М-: соответственно) близки по порядку величины к константам 
связывания, вычисленным на основании данных ряда .’.второй 6-10’° 

■ 9] ’.! ПГ I |, 2,7-10* М 1 [15]. Эксперименты ..։> связыванию виру
сов с эритроцитами в среде с низкой ионной силон, напротив. спиде- 
։ельсвуют о неспецнфическом связывании (К^ОМ ’). В данном слу
чае вирус должен взаимодействовать ире>кле всего с сналогликопроге- 
ндамн эритроцитарной мембраны. Вероятно, связывание вируса с ։ли- 
кокрс тепла ми и CT-буфере, в отличие от ганглиозидов, не является спе
цию»! ески.х;. Точнее, можно предположить, что константы связывания 
с этими молекула ли заметно ниже, чем с ганглиозидами,

Увеличение процента гемолиза эритроцитов, обработанных нейра- 
мипи ;азой. в присутствии вируса гриппа в СТ-буфере сви гетельствует, 
ИО-БИ И-Мчму. об н’-гибирующем ВЛИЯНИИ СИаЛОСОДРрЖЯЩНД I ли КОП ио- 
теидов эр и трон и го։՛.. Для осуществления гемолитической активности 
։л|руч голжег՛ непосредственно взаимодействовать с ганглиозида ми мем
браны. Для этого ему необходимо преодолеть гликоиротеидный «барь
ер» с помощью нейраминидазы, О возможнон роли нейраминидазы и 
протеазной активности вирусов в процессе слияния с клеточной мембра
ной свидетельствуют литературные данные (б].

?ависимост’. связывания вирусов от ионной силы может быть обус
ловлен!! изменениями н вирусных частицах, так и изменениям։: в 
поверхности эритроцитарной мембраны. В пользу первой версии гово
ря । чультиты экспериментов по изучению пспрамимидааной активно
сти уса Сендай в среде с низкой ионнои сплои, гак как в качестве 
супе uiTe использовался растворимый сиа.юсис ж< nuii; белок фету- 
ил. Однако изменения вирусных поверхностных белков ;олжны быть 
обратимы (вирус полностью сохраняет впособпосгь к гемагглютинации 
и тех՛. >лизу после переноса в ПТ-буфер), а также не должны затраги
вать ганглиознд-связываютс«о участка белка, поскольку исследованные 
вирусы сохраняют высокое Сродство к репе игорным ганглиозидам и спо



собность дискриминировать ганглиозиды в растворах с низкой ионной 
силон [2]. В пользу второй версии свидетельствуют данные Лерхе [7]. 
В среде без ионов гликокаликс эритроцитов претерпевает сущее таённые 
изменения: за счет электростатического отталкивания происходиг пере
ориентация гликопротеидов в увеличение толщины г.ч и кокал икса, что, 
на наш взгляд, может приводить к нарушению нормального взаимодей
ствия вируса с рецепторами.

Из таблицы видно, что вирус Сендай связывается е эритроцитами 
более «обратимо -, чем вирус н-инпа. В первом случае есть разница в 
степени гемолиза при отмывке несвязавшеюся в ПТ-буфере вируса и 
разбавлении концентрированной суспензии вирусов с эритроцитами 
ПТ-буфером. Декантирование сахарозной՝ супернатанта и перепое сус- 
ПёИённ ;\аС1 приводи: к снижению гемолиза по сравнению с контро
лем в 3 раза для НУ.) и в 8,5 раз для ЕРУ Если не отмывать е свя
завшийся в СТ-буфере вирус, то при переносе, эритроцитов с вирусом в 
НТ-буфер гемолиз восстанавливается практически полностью для ви
руса Сендай и примерно на 61% для вируса гриппа.

При переносе в 1\аС1 связанный в сахарозе вирус может диссоции- 
ровать н вновь соединяться или может оставаться связанным с преж
ним участком мембраны. Из таблицы следует, что связанный в саха
розе вирус гемолизирует эритроциты в \аС1 менее эффективно (особен
но ЕРУ), чем не связанный: б% гемолиза связавшимся вирусом грип
па и 31—6=25% гемолиза не связавшимся (связанный в СТ-буферс 
вирус составляет около 50% от общею количества). Этот факт дает 
основание предполагать, что связавшийся в сахарозе вирус не диссо
циирует при переносе в \аС1, а остается связанным с прежними сайта
ми эритроцитарной мембраны, не обеспечивающими эффективного сли
яния вируса с мембраной и гемолиза. С. этой точки зрения легко объяс
нить наблюдаемый эффект полного или частичного восстановлен и я ге
молиза при переносе из сахарозы в ПТ-буфер без отмывки вируса. В 
случае с НУ.1 связанный в сахарозе вирус дает 10% гемолиза, а несвя 
занный—37/2% = 18,5%, что в итоге дает 28,5% (см. табл.). Для ГРУ 
6% 4-51/2% =31,5%.

Как видно из рис. 3. связывание вируса Сендай с эритроцитами и 
впрусиндуцировавиый гемолиз в разной степени зависят от ионной си
лы раствора. Связывание быстро возрастает в области малых концент
раций, тогда как увеличение гемолиза наблюдается лишь начиная с 
60—70 мМ МаС1 и достигает максимума в области 100 мМ Если счи
тать, что степень гемолиза отражает эффективность слияния вирусов с 
эритроцитами, то можно предположить, (то именно в этом диапазоне 
концентраций \аС1 рецептор (ы) принимают нужную для связывания 
и последующего слияния конформацию. Судя по связыванию вируса, 
изменения в структуре гликокаликса происходят во всем диапазоне кон
центраций, но вирус начинает «узнавать» рецепторный участок и ели- 
виться с мембраной эритроцита в среде с достаточно высокой ионной 
силой.

Неспецифичность взаимодействия вирусов с мембраной эритроци
тов с СТ-буфере проявляется в отсутствие не только гемолиза, но и 
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:֊.-iлни инации. Иными слонами, вирус как бы утрачивает свою мультн- 
валснтпость к этих условиях и не способен склеивать и удерживать 
эритроциты в контакте даже после длительного наложения электриче
ского юля, прижимающего клетки друг к друк н днэлектрофорезиоч 
эксперименте.

Дальнейшее исследование взаимодействия вирусов с клеточной 
мембраной •՛. средах различно о hohhoj > состава ложст дать дополни
тельную информацию о ранних стадиях вирусной инфекции

Авторы признательны руководимой Какосян Л. В группе сотрудни
ков отделения переливания крови 2-й клинической больницы г. Еревана 
«а пре доставление донорской крови.
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