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Введение. Гигантские phiKZ-подобные бактериофаги имеют внутри капсида уникальное белковое образо-
вание – внутреннее тело (ВТ), на которое навита суперскрученная ДНК. Стандартные подходы, использу-
емые в криоэлектронной микроскопии (криоЭМ), не позволяют отличить эту структуру от окружающей её 
молекулы нуклеиновой кислоты фага. Ранее нами разработан аналитический подход для визуализации 
комплексов ДНК с белком на срезах бактериальных клеток Escherichia coli с использованием в качестве 
маркёра химического элемента фосфора. В настоящем исследовании мы адаптировали данную методику 
к значительно более мелким объектам – капсидам phiKZ-подобных бактериофагов.
Материал и методы. В исследовании применялись методы электронной микроскопии: аналитическая 
(АЭМ) (спектроскопия характеристических потерь энергии электронами, СХПЭЭ) и криоЭМ (сравнение изо-
бражений образцов с низкой и высокой дозой электронного облучения).
Результаты. Мы изучили упаковку молекулы ДНК внутри капсидов гигантских бактериофагов phiEL из се-
мейства Myoviridae, инфицирующих Pseudomonas aeruginosa. Построены карты распределения фосфора, 
показавшие несимметричное расположение ДНК внутри капсида. 
Обсуждение. Мы разработали и применили методику визуализации ВТ с использованием высокоуглового 
темнопольного детектора (HAADF) и аналитического подхода СПЭМ-СХПЭЭ. Картирование распределения 
фосфора посредством СХПЭЭ и результаты криоЭМ выявили белковую структуру внутри капсида фагов 
phiEL в виде ВТ, размер которого был оценён с помощью теоретических расчётов. 
Заключение. Разработанная методика может применяться для исследования распределения фосфора в 
других ДНК- или РНК-содержащих вирусах при сравнительно низких содержаниях искомого элемента.
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Introduction. Giant phiKZ-like bacteriophages have a unique protein formation inside the capsid, an inner body 
(IB) with supercoiled DNA molecule wrapped around it. Standard cryo-electron microscopy (cryo-EM) approaches 
do not allow to distinguish this structure from the surrounding nucleic acid of the phage. We previously developed 
an analytical approach to visualize protein-DNA complexes on Escherichia coli bacterial cell slices using the chem-
ical element phosphorus as a marker. In the study presented, we adapted this technique for much smaller objects, 
namely the capsids of phiKZ-like bacteriophages.
Material and methods. Following electron microscopy techniques were used in the study: analytical (AEM) (elec-
tron energy loss spectroscopy, EELS), and cryo-EM (images of samples subjected to low and high dose of electron 
irradiation were compared).
Results. We studied DNA packaging inside the capsids of giant bacteriophages phiEL from the Myoviridae family 
that infect Pseudomonas aeruginosa. Phosphorus distribution maps were obtained, showing an asymmetrical 
arrangement of DNA inside the capsid. 
Discussion. We developed and applied an IB imaging technique using a high angle dark-field detector (HAADF) and 
the STEM-EELS analytical approach. Phosphorus mapping by EELS and cryo-electron microscopy revealed a protein 
formation as IB within the phage phiEL capsid. The size of IB was estimated using theoretical calculations.
Conclusion. The developed technique can be applied to study the distribution of phosphorus in other DNA- or 
RNA-containing viruses at relatively low concentrations of the element sought.
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Введение
Бактериофаги (или фаги) – это вирусы, заражаю-

щие бактерии и использующие их ресурсы для своего 
размножения. Данные микроорганизмы чрезвычайно 
распространены в естественной среде, при этом боль-
шинство из них специфичны в отношении определён-
ных видов бактерий. Система фаг–бактерия часто ис-
пользуется в качестве модельной для изучения этапов 
жизненного цикла вирусов и понимания механизмов, 
с помощью которых бактериальные гены могут пере-
даваться от одной бактерии к другой [1].

Хвостатые бактериофаги, содержащие двух-
цепочечную ДНК, представляют собой фило-
генетически самую древнюю и наиболее рас-
пространённую группу бактериальных вирусов. 
Порядок Caudovirales включает 3 семейства: 
Podoviridae, Siphoviridae и Myoviridae. Фаги семей-
ства Mioviridae составляют около 25% всех фагов 
Caudovirales и отличаются наличием особой струк-
туры – длинного сократимого хвоста. Представи-
тели этой группы поражают многие патогенные 
бактерии, такие как Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus, Mycobacterium, Clostridium, Salmonella и др. 
Гигантские бактериофаги семейства Myoviridae ин-
фицируют также Pseudomonas aeruginosa (phiKZ, 
phiEL, phiLin68), Bacillus subtilis (AR9), а также 
Pseudomonas chlororaphis (фаг 201phi2-1) и Erwinia 
amylovora (vB_EamM [2]) Поэтому указанные бак-
териофаги находят широкое применение в фаговой 
терапии [3], что значительно расширяет практиче-
ские возможности медицины и ветеринарии, позво-
ляя в ряде случаев избежать излишнего примене-
ния антибиотиков.

В настоящее время число найденных новых ги-
гантских фагов ежегодно увеличивается. Структу-
ра некоторых из них изучена с помощью криоэлек-
тронной микроскопии (криоЭМ) [4, 5]), и геномы их 
секвенированы [6, 7]. Гигантские phiKZ-подобные 
бактериофаги, активные на бактериях P. aeruginosa, 
имеют кольцевую генетическую карту (признак фа-
гов, реплицирующихся через образование конкате-
меров и имеющих терминальную избыточность ге-
нома), при этом суперскрученная молекула ДНК на-
вита вокруг спирального образования – внутреннего 
тела (ВТ) белковой природы [5, 8–10]. Считается, что 
в процессе инфицирования клетки-хозяина белки ВТ 
совместно с ДНК участвуют в транскрипции ранних 
генов [11, 12].

Первое упоминание о ВТ гигантских бактериофа-
гов относится ещё к 1984 г., когда фаг phiKZ подверг-
ли процедуре замораживания-оттаивания [9]. В хо-
де эксперимента из разрушенных капсидов вместе 
с ДНК произошло высвобождение катушкоподобных 
структур. Авторы предположили, что эти образования 
могут выполнять функцию поддержки ДНК в гигант-
ском капсиде. Позже атомно-силовая микроскопия 
(АСМ) также показала выход ВТ из частично разру-
шенных капсидов phiKZ [13]. Наконец, через 30 лет 
после первого обнаружения указанных образований 
была представлена криотехника, названная «пузырь-

ковой диаграммой» (англ. «bubblegram imaging»), по-
зволившая окончательно доказать наличие ВТ внутри 
капсидов гигантских фагов [5, 10] и даже построить 
его трёхмерную реконструкцию [10]. С этого време-
ни начались экспериментальные исследования, в ко-
торых другие фаги и вирусы подвергались облучению 
высокими дозами электронов для выявления белко-
вых структур внутри капсида [14–16].

На сегодняшний день в биологии находят широкое 
применение различные виды просвечивающей элек-
тронной микроскопии, в частности сканирующая 
(растровая) просвечивающая электронная микро-
скопия (СПЭМ). С целью установления элементно-
го состава различных образцов возможно исполь-
зование аналитической электронной микроскопии 
(АЭМ). Наиболее надёжным и простым способом 
является энергодисперсионная рентгеновская спек-
троскопия (ЭДРС), предоставляющая возможность 
осуществлять пространственно-разрешённый эле-
ментный анализ на срезах клеток с большим коли-
чеством искомых элементов, а также детектировать 
клеточные включения [17], эндокринные гранулы 
[18], наночастицы [19]. Мы применили эту методику 
для визуализации комплексов ДНК с белком Dps на 
срезах бактериальных клеток E. coli [20], используя 
как маркёр химический элемент фосфор (1 молекула 
ДНК содержит 2 фосфатные группы на каждую пару 
нуклеотидов).

Более сложный метод – спектроскопия характе-
ристических потерь энергии электронов (СХПЭЭ), 
предназначенная для работы с тонкими структурами 
спектров элементов, определения характера химиче-
ских связей и полосы проводимости веществ. Сре-
ди ранних исследований с использованием СХПЭЭ 
следует отметить её применение для пространствен-
но-разрешённого анализа фосфора в нуклеиновых 
кислотах и изучения их пространственной органи-
зации на срезах [21]. Картирование фосфора описа-
но также для ультратонких срезов вирусов мыши-
ной лейкемии (MuLV, murine leukemia virus) [22], 
замороженных личинок дрозофил (Drosophila) [23] 
и плёнок, образованных бактериофагами λ [24]. Все 
эти эксперименты выполнены при помощи энерге-
тически фильтруемой просвечивающей электронной 
микроскопии (energy-filtered transmission electron 
microscopy, EFTEM).

В настоящей работе мы значительно повысили чув-
ствительность метода, применив СПЭМ-СХПЭЭ-ана-
лиз и использовав охлаждающий держатель образцов 
для минимизации радиационного повреждения. Это 
позволило картировать ДНК в значительно меньшем 
по размеру объекте – капсиде гигантского бактерио-
фага phiEL (диаметр 145 нм). В результате мы впервые 
продемонстрировали присутствие ВТ внутри капсида 
данного фага с использованием аналитических под-
ходов: темнопольного изображения в высокоугловых 
рассеянных электронах (high-angle annular dark-field, 
HAADF) и СХПЭЭ. Валидация предложенной мето-
дики проведена с помощью криоЭМ и теоретического 
моделирования.
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Материал и методы

Получение в высоком титре  
и очистка бактериофага phiEL

Фаг из отдельной негативной колонии вносили 
в верхний слой полужидкого (0,6%) агара, содержа-
щего 1 × 108 КОЕ/мл (КОЕ – колониеобразующая еди-
ница) чувствительных бактерий. Смесь помещали на 
чашки с плотной средой, которые затем инкубирова-
ли 16–18 ч при температуре 37 °С. Верхний слой сни-
мали шпателем и ресуспендировали в 0,9% растворе 
хлорида натрия (NaCl), после чего препарат обраба-
тывали хлороформом (CHCl3) и центрифугировали 
при 6000 об/мин в течение 30 мин для удаления агара 
и остатков клеток. Дальнейшую очистку фага прово-
дили в градиенте хлорида цезия (CsCl) (плотность 
от 1,33 до 1,6) по методу, описанному J. Sambrook 
и соавт. [25], путём центрифугирования при 22 000 
об/мин на протяжении 4 ч. Материал из полосы, соот-
ветствовавшей фагу phiEL, отбирали и освобождали 
от CsCl посредством диализа 16–18 ч на льду про-
тив 0,01 М Трис-HCl буфера, содержащего 0,2 М NaCl 
и 0,002 М хлорида магния (MgCl2), при pH 7,5.

Криоэлектронная микроскопия
3 мкл очищенных бактериофагов (концентра-

ция 1 × 1012 БОЕ/мл) (БОЕ – бляшкообразующая 
единица) наносили на сетку Quantifoil R 1.2/1.3 
(Quantifoil, Германия), обработанную в атмосфере 
тлеющего разряда в приборе Emitech K100X (Quorum 
Technologies, Great Britain, England). Сетки замора-
живали в жидком этане (C2H6) в установке Vitrobot 
Mark III (FEI, США) при следующих параметрах: 
время промакивания 2 с, температура климатической 
камеры +4 °C, влажность – 95%; после этого их хра-
нили в жидком азоте (N2) до использования. Для из-
учения сетки переносили при температуре жидкого 
азота (−195,8 °С) в криоэлектронный просвечиваю-
щий микроскоп Tecnai G212 SPIRIT (FEI), работаю-
щий при ускоряющем напряжении 120 кВ. Изобра-
жения получали с увеличением ×50 000 при помощи 
ПЗС-камеры (ПЗС – прибор с зарядовой связью/пере-
носом заряда) Eagle 4K×4K (FEI) с размером матри-
цы 4000 × 4000 пикс. Размер 1 пикс на микрофотогра-
фиях составил 2,22 Å.

Спектроскопия потери энергии электронов
3 мл очищенных бактериофагов phiEL наносили на 

медную сетку (Ted Pella Inc., США), покрытую угле-
родом (C) и обработанную в атмосфере тлеющего 
разряда в приборе Emitech K100X, на 30 с; избыток 
жидкости удаляли фильтровальной бумагой и окра-
шивали сетки 2% водным раствором молибдата ам-
мония ((NH4)2MoO4) в течение 30 с. После этого их 
высушивали на воздухе и хранили в пластиковом 
контейнере до использования. Впоследствии сетки 
загружали в охлаждающий держатель образцов моде-
ли 21090 (JEOL, Япония), вставляли в колонну микро-
скопа и понижали температуру держателя до −182 °C  
для уменьшения эффекта радиационного поврежде-

ния и повышения стабильности образца под элек-
тронным пучком.

Спектры СХПЭЭ и карты элементов фосфора полу-
чали на спектрометре Gatan GIF Quantum ER (Gatan, 
США) в режиме СПЭМ. Размер 1 пикс был установ-
лен на 15–20 нм (значение варьировалось в зависи-
мости от конкретного образца). Коррекция дрей-
фа СПЭМ применялась после каждых 40–50 пикс. 
Каждый спектр получен при угле сбора 6,0 мрад, 
дисперсии 0,25 эВ и энергетическом сдвиге спектра 
на 132 эВ. Спектры из разных пикселей были выров-
нены по К-пику углерода. Фон экстраполировался со-
гласно степенному закону по окну 118–128 эВ; окно 
сигнала для картирования фосфора было установлено 
на 132–155 эВ, что соответствует положению L2,3-пи-
ка данного элемента. Коррекция многократного рас-
сеяния не использовалась. Для каждого из пикселей 
на изображениях, полученных с помощью высоко-
углового темнопольного детектора, построен спектр 
СХПЭЭ, из совокупности которых составлены карты 
пространственного распределения фосфора.

Результаты 

«Пузырьковые диаграммы» и расположение вну-
треннего тела в капсиде бактериофага phiEL

Для визуализации «пузырьковых диаграмм» с од-
ной и той же области замороженного в аморфном (ви-
трифицированном) льду образца бактериофагов 
дважды получали электронно-микроскопические 
изображения – с низкой (10–20 э/Å·с) и с высокой 
(40 э/Å·с) дозой электронов (следует отметить, что 
последняя вызывает радиационное повреждение бел-
ков) (рис. 1 а, б) [26, 27]. На серии выполненных ми-
крофотографий видно, что ряды пузырьков водорода 
(Н2), выделяющегося при радиолизе воды, располага-
ются внутри капсида вдоль границы белковой струк-
туры, взаимодействующей с нуклеиновой кислотой 
(рис. 1, б). 

При экспозиции 1 с (рис. 1, а) мы не наблюдали на-
личия в капсидах ВТ, как и описывалось ранее [10]. 
Экспозиция длительностью в 2 с привела к тому, что 
на изображениях появились «пузырьковые диаграм-
мы» как следствие воздействия повышенной дозы 
электронов (рис. 1, б). При этом локализация данных 
образований соответствовала расположению ВТ меж-
ду противоположными вершинами икосаэдрического 
капсида.

Теоретическая модель упаковки ДНК  
внутри головки гигантского бактериофага

Для изучения способов упаковки молекулы ДНК 
внутри гигантского капсида фага мы построили про-
стую теоретическую модель. Во-первых, мы учиты-
вали, что ДНК – это полугибкий полимер, на локаль-
ном уровне достаточно жёсткий для того, чтобы его 
укладка напоминала упаковку жёстких стержней; на 
более же крупном уровне он достаточно гибок, что-
бы заполнить капсид вируса, принимая при необхо-
димости геометрическую форму изогнутой фигуры. 
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Это согласуется с результатами крупнозернистого мо-
делирования (coarse-grained modeling) упаковки ДНК 
в вирусные капсиды [28]. Далее мы предположили, 
что ДНК нерастяжима, вследствие чего увеличение 
расстояния между тяжами молекулы ослабляет упа-
ковку только в 2 измерениях. Последнее допущение, 
в свою очередь, подразумевает обратную квадратич-
ную зависимость плотности упаковки ДНК от рас-
стояния между тяжами. В результате было выведено 
уравнение, связывающее размер генома (S), занимае-
мый молекулой ДНК объём (V) и расстояние между 
её тяжами (d):

S       A–– = ––– ,                               (1),
V      d2

где A – константа, которую можно рассчитать, имея 
все остальные показатели для конкретного вирусного 
капсида.

Подставляя в формулу известные значения для 
фага phiKZ из материалов соответствующих работ 
[4, 10, 29], мы получили величину A, равную 3,149 ×  
10-3 т.п.н./нм. Таким образом, используя расчётное 
значение константы и литературные данные, можно 
рассчитать объём ВТ фага phiEL (таблица).

Аналитическая микроскопия бактериофага phiEL
Далее мы провели эксперименты с применением 

СХПЭЭ для идентификации фосфора внутри капси-
дов гигантского фага phiEL. Поскольку его геном со-
ставляет 211 т.п.н., на него приходится 422 тыс. ато-
мов этого элемента. Мы использовали охлаждающий 
держатель с целью минимизации радиационного по-
вреждения, что существенно увеличило стабильность 
образца под электронным лучом, уменьшило эффект 
«дрейфа» образца во время накопления спектров, 
а также минимизировало выраженность контамина-
ции его поверхности в результате сканирования элек-
тронным зондом. Помимо этого, было применено не-

гативное окрашивание образцов с помощью 2% рас-
твора (NH4)2MoO4 вместо рутинного окрашивания 
с использованием ацетата урана (уранил ацетата, 
UO2(CH3COO)2·2H2O). Это, в свою очередь, позво-
лило избежать перекрытия в спектре O4,5-пика урана 
на 96 эВ и L2,3-пика фосфора на 132 эВ, которое пре-
пятствует корректной аппроксимации фоновой со-
ставляющей перед пиком фосфора.

Интенсивность сигнала фосфора в каждой точке изо-
бражения была использована для СПЭМ-СХПЭЭ-кар-
тирования данного элемента после вычитания из спек-
тров фоновой составляющей. Типичное распределе-
ние фосфора в пределах одного вириона показано на 
рис. 2. Соответствующий характеристический сигнал 
зафиксирован только во внутренней части вириона, 
но не снаружи него (рис. 2, г). Более того, внутри 
капсида наблюдалась приблизительно прямоугольной 
формы область (рис. 2, в), в которой детектировалась 
очень низкая (сопоставимая с фоном) интенсивность 
сигнала фосфора либо последняя отсутствовала со-
всем (рис. 2, г). Описанное явление вполне опреде-
лённо отражает несимметричное распределение ге-
номной ДНК внутри капсида. 

Обсуждение
В данной работе мы использовали картиро-

вание элемента фосфора на основе результатов 
СПЭМ-СХПЭЭ-анализа. Ранее этот метод позволил 
нам впервые визуализировать ДНК гигантского бак-
териофага phiKZ внутри псевдоядра, образованного 
при инфицировании P. aeruginosa [12]. В настоящем 
случае эта техника была адаптирована для изучения 
вирусных капсидов phiEL (диаметр 145 нм).

При картировании фосфора (рис. 2) обнаружен силь-
ный сигнал внутри капсида, в то время как снаружи него 
интенсивность сигнала практически не определялась. 
Как свидетельствуют наши предыдущие исследова-
ния, регистрируемый сигнал исходил от молекулы ви-

Рис. 1. Полученные при криоэлектронной микроскопии изображения частиц бактериофага phiEL, замороженных в витрифициро-
ванном льду, после облучения низкой (a) и высокой (б) дозой электронов. Белые стрелки указывают на «пузырьковые диаграммы» 

(б), соответствующие радиационному повреждению внутреннего тела в капсиде. Масштабный отрезок – 150 нм.
Fig. 1. Cryogenic electron microscopy images of phiEL bacteriophage particles frozen in vitrified ice after low dose (a) and high dose (b) 
electron irradiation. White arrows point to «bubblegram images» (b) resulted from a radiation damage to the inner body in the capsid. The 

scale bar is 150 nm.

a/a б/b
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русной нуклеиновой кислоты [30, 31]. Распределение 
фосфора оказалось неравномерным: прямоугольная 
область посередине капсида содержала очень слабый 
сигнал либо не содержала его вовсе, по краям же ука-
занной области наблюдалась бо́льшая интенсивность 
сигнала. Мы объяснили это наличием в капсиде phiEL 
белкового тела, занимающего значительную часть 
внутреннего объёма. Ранее ВТ фага phiKZ идентифи-
цировали различными способами: электронно-микро-

скопическим с негативным окрашиванием образцов 
[9], АСМ [13], криоЭМ [10]. В данном исследовании 
мы разработали и применили методику визуализации 
внутреннего тела с использованием высокоуглового 
темнопольного детектора (HAADF) и аналитическо-
го подхода СПЭМ-СХПЭЭ. Это позволило в отличие 
от ранних исследований идентифицировать область 
нахождения ВТ непосредственно в капсиде гигантско-
го бактериофага phiEL [9, 13].

Таблица. Сравнение геометрии капсида и рассчитанных объёмов геномов бактериофагов phiKZ и phiEL
Table. Comparison of capsid geometry and calculated genome volumes of bacteriophages phiKZ and phiEL

Размеры капсида бактериофага и параметры для упаковки генома
Bacteriophage capsid size and parameters for genome packaging

Бактериофаги
Bacteriophages

phiKZ phiEL
Высота, нм
Height, nm 145,5* 145,0**

Толщина стенки, нм
Wall thickness, nm 5* 5**

Внутренний объем, нм3

Inner volume, nm3 744 676 736 303

Объём пустого капсида, нм3

Empty capsid volume, nm3 697 156 642 427

Объём генома, нм3 
Genome volume, nm3 515 672*** 388 595***

Расстояние между тяжами ДНК, нм
Distance between DNA rods, nm 2,8* 3,1**

Объём внутреннего тела, нм3

Inner body volume, nm3 47 520**** 93 876†

Примечание. *данные A. Fokine и соавт. [4]; **данные O.S. Sokolova и соавт. [5]; ***данные М.В. Буркальцевой и соавт. [29]; ****данные  
W. Wu и соавт. [10]; †результаты настоящего исследования.
Note. *according to Fokine A. et al. [4]; **according to Sokolova O.S. et al. [5]; ***according to Burkal’tseva M.V. et al. [29]; ****according to  
Wu W. et al. [10]; †results of this study.

Рис. 2. Расположение внутреннего тела в капсиде бактериофага phiEL при картировании фосфора. а) – полученное при криоэлек-
тронной микроскопии изображение бактериофага phiEL, облучённого высокой дозой электронов. Область внутреннего тела выделена 

линией зелёного цвета. Масштабный отрезок – 50 нм; б), в) – темнопольное изображение в высокоугловых рассеянных электронах 
частицы бактериофага phiEL. Границы капсида отмечены пунктирной линией чёрного цвета, область внутреннего тела выделена 

линией зелёного цвета (в); г) – карта распределения фосфора. Интенсивность пикселей отражает уровень сигнала элемента в спектрах 
характеристических потерь энергии электронами. Границы капсида отмечены пунктирной линией белого цвета; внутреннее тело пока-

зано линией зелёного цвета.
Fig. 2. Location of the internal body in phiEL bacteriophage capsid in phosphorus mapping. a), cryo-electron microscopy image of the phiEL 

bacteriophage particle irradiated with a high dose of electrons. The inner body area is indicated with a green line. The scale bar is 50 nm; b), c), high-
angle annular dark-field image of the phiEL bacteriophage particle. The boundaries of the capsid are marked with a black dotted line, and the area of 
the inner body is indicated with green line (c); d), phosphorus distribution map. The pixel intensity reflects the level of the phosphorus signal in the 

electron energy loss spectra. The borders of the capsid are marked with a white dotted line, and the inner body is shown with a green line.

а/а б/b в/c г/d
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В целях валидации разработанного метода мы при-
менили криоЭМ (рис. 1). Мы показали, что располо-
жение и форма ВТ, оценённые с помощью «пузырь-
ковых диа грамм» (рис. 2, а), в достаточной степени 
совпадают с областями отсутствия сигнала от фосфора 
(рис. 2, г). Размеры ВТ бактериофага phiEL были рас-
считаны на основе литературных данных (таблица) 
и показали, что объём его ВТ почти в 2 раза больше 
такового для phiKZ. Полученные результаты хорошо 
согласуются с тем фактом, что длины геномов фагов 
phiKZ и phiEL различаются; при этом молекула ДНК 
последнего короче на ~30% [29], однако она упакована 
в такой же по размеру капсид [5].

Следует отметить, что описанная методика может 
использоваться для изучения распределения нуклеи-
новых кислот и картирования содержания фосфора 
в других вирусах (как ДНК-, так и РНК-содержащих) 
при сравнительно низких содержаниях искомого эле-
мента.
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