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Рассматривается вариабельность основного антигенного белка E различных штаммов вируса клещевого 
энцефалита (ВКЭ) на уровне физико-химических свойств аминокислотных остатков. Оценивалось 
разнообразие свойств аминокислот белка, участвующих во взаимодействии «антиген – антитело». Было 
охарактеризовано 180 вариантов белка E ВКЭ из базы NCBI, различающихся по физико-химическим свойствам 
аминокислотных остатков. Это означает, что среди природных вариантов ВКЭ могут потенциально 
обнаруживаться штаммы, ускользающие от иммунного ответа, вызванного стандартной вакциной.
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The article considers variability of antigen protein E of different tick-borne encephalitis (TBE) strains at the level of 
physicochemical properties of amino acid residues. The authors evaluated variety of properties of protein amino acids 
involved in antigen-antibody interaction. 180 variants of TBEV E protein in database NCBI were detected, differing in 
physical and chemical properties of amino acid residues. This implies that natural variants of TBEV strains can poten-
tially be detected, that escaped from the immune response induced by standard vaccine.
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ВВЕДЕНИЕ

Клещевой энцефалит представляет собой одну 
из наиболее распространенных в России природно-
очаговых нейроинфекций вирусной природы [4]. Ос-
новным методом профилактики данного заболевания 
является вакцинация населения [2, 4]. Оболочечный 
белок E ВКЭ является основным антигеном, на кото-
рый формируется иммунный ответ как при развитии 
инфекционного процесса в организме человека, так 
и при вакцинировании [4, 7]. При создании вакцины 
против ВКЭ используются инактивированные части-
цы вируса, культивированные на культурах клеток 
куриного эмбриона. Находясь на поверхности инакти-
вированной вирусной частицы, белок E служит анти-
геном (мишенью) для синтеза в организме антител. 

Обычно для создания вакцины используется один из 
известных штаммов ВКЭ. Например, в отечественной 
вакцине, производимой ФГУП Институтa полиомие-
лита и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова ис-
пользуется штамм «Софьин» являющийся эталонным 
штаммом ВКЭ [9].

Признанными считаются три основных геноти-
па – дальневосточный, сибирский и западный, а два 
новых генетических вариантов ВКЭ (их прототипами 
являются штаммы 886-84 и 178-79) претендуют на 
статус новых генотипов [3, 4, 5]. Штамм «Софьин» 
относится к категории дальневосточного подтипа 
вируса. Все три подтипа вируса имеют различия в 
нуклеотидной последовательности генома вируса, 
кодирующей белок E и первичной полипептидной 
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последовательности белка E. Дальневосточный под-
тип вируса чаще всего вызывает тяжелые формы те-
чения заболевания, но иногда встречаются больные, 
у которых тяжелое течение инфекции было вызвано 
сибирским или реже европейским типом вируса.

До недавнего времени считалось, что вакцина 
на основе дальневосточного подтипа вируса явля-
ется эффективной против всех возможных штаммов 
ВКЭ. Но все чаще появляются сообщения, что люди, 
привитые стандартной вакциной, заболевают ВКЭ 
после контакта с инфицированными природными 
переносчиками вируса – клещами. Данная ситуация 
может быть связана с тем, что в процессе микро-
эволюции в природных очагах белок E ВКЭ накопил 
ряд аминокислотных замен, препятствующих связы-
ванию антигена – белка E вируса с антителами, вы-
работанными на белок E штамма «Софьин» и других 
штаммов, используемых при изготовлении вакцины. 
Подобная ситуация наблюдается и для вакцин против 
других вирусов, опасных для человека. Например, из-
вестны штаммы вируса гепатита B «ускользающие» 
от иммунного ответа, выработанного на стандарт-
ный антиген, входящий в состав противовирусной 
вакцины [1]. В «ускользающих» от иммунного от-
вета штаммах вируса гепатита B были обнаружены 
мутации, приводящие к замене аминокислот в белке, 
входящим в состав оболочки вируса. Биоинформаци-
онные исследования различных вариантов антигена 
вируса гепатита B показали наличие большого числа 
замен, приводящих к значительному изменению фи-
зико-химических свойств аминокислотных остатков 
в определенных позициях антигенного белка [6]. 
Подобная ситуация может наблюдаться и для ВКЭ.

Можно предположить, что для создания наибо-
лее эффективной вакцины против ВКЭ необходима 
комбинация из нескольких штаммов с различными 
вариантами белка оболочки E. Перед решением по-
добной задачи необходимо исследование разнообра-
зия имеющихся вариантов белка E ВКЭ с помощью 
методов протеомики и биоинформатики, что будет 
способствовать решению этой задачи. В настоявшее 
время многие исследователи работают над рас-
шифровкой нуклеотидных последовательностей 
как полного генома штаммов ВКЭ, так и его частей, 
кодирующих поверхностный белок E вируса. По ну-
клеотидным последовательностям поверхностного 
белка E можно восстановить его первичную амино-
кислотную последовательность. База данных NCBI со-
держит около 250 полноразмерных аминокислотных 
последовательности белка E ВКЭ. Эту информацию 
можно использовать для анализа аминокислотного 
разнообразия и вариабельности физико-химических 
свойств аминокислотных остатков в различных по-
ложениях полипептидной последовательности белка 
E ВКЭ. В большей мере из всех физико-химических 
свойств аминокислотных остатков на характеристи-
ки полипептида как антигена оказывают влияние 
средний объем аминокислотного остатка в третичной 
структуре белка, количество доноров водородной 
связи аминокислотного остатка, заряд бокового ради-
кала аминокислотного остатка и дипольный момент 
аминокислотного остатка.

В связи с вышесказанным, основной задачей, 
стоящей в ходе исследования является поиск в 
базе данных NCBI всех представленных вариантов 
аминокислотных последовательностей белка E ВКЭ 
и сравнительный анализ с помощью статистических 
методов вариабельности свойств аминокислотных 
остатков, связанных антигенными свойствами 
штаммов вируса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Поиск аминокислотных последовательностей 
белка E ВКЭ осуществляли с помощью дополнения 
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) базы 
данных NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). В ка-
честве исходной последовательности для гомоло-
гичного поиска была взята аминокислотная после-
довательность штамма «Софьин» ВКЭ длинной 496 
аминокислотных остатков. Полученные последова-
тельности сохранялись в формате fasta для дальней-
шей обработки. Весь массив данных в формате fasta 
проходил предварительную обработку с помощью 
средств языка программирования R применяемого 
для статистических расчетов и обработки данных 
молекулярно-биологических исследований. Для 
загрузки последовательностей в качестве массива 
данных из файла в формате fasta был использован 
пакет bios2mds [11], предназначенный для обра-
ботки полипептидных последовательностей на R. 
На языке программирования R, нами был написан 
скрипт, с помощью которого из массива данных 
был автоматизирован выбор последовательностей 
с длиной, соответствующей длине белка E штамма 
«Софьин». Затем из всего набора данных были ис-
ключены последовательности, содержащие позиции с 
неустановленными аминокислотами, обозначаемыми 
как X. На следующем этапе из всего набора данных 
были удалены повторяющиеся (одинаковые после-
довательности), для анализа были выбраны только 
уникальные последовательности белка E ВКЭ. 

Физико-химические свойства аминокислотных 
остатков в составе полипептидных последователь-
ностей были взяты из базы данных [10]. Рассматри-
вались такие свойства аминокислотных остатков как 
средний объем аминокислотного остатка в третичной 
структуре белка, количество доноров водородной 
связи аминокислотного остатка, заряд бокового ради-
кала аминокислотного остатка и дипольный момент 
аминокислотного остатка, влияющих на антигенные 
свойства полипептида. Выбранные свойства амино-
кислотных остатков были записаны в виде таблицы 
в файл формата csv, доступного для прочтения сред-
ствами языка программирования R. Рассматриваемые 
свойства аминокислотных остатков сильно различа-
ются по своим числовым характеристикам, напри-
мер, объем аминокислотного остатка в трехмерной 
структуре белка изменяется от 66 до 237 условных 
единицы, а дипольный момент от 5,5 до 12,3 условных 
единицы. Если данные цифры использовать в много-
мерной статистике напрямую, то на фоне изменения 
объема, изменение других параметров нивелируется. 
Для избежания этого, все свойства были пересчитаны 
в процентах изменения от максимального значения 
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до минимального (максимальное числовое значение 
свойства было принято за 100 %, минимальное зна-
чение – за 0 %).

С помощью стандартных средств языка програм-
мирования R с диска были считаны свойства амино-
кислотных остатков из файла csv и подготовленные 
аминокислотные последовательности белка E ВКЭ 
из файла в формате fasta. Каждой аминокислоте в по-
липептидной последовательности из набора данных 
были сопоставлены четыре выбранных физико-хи-
мических свойства. В результате чего была полу-
чена таблица, состоящая из строк соответствующих 
аминокислотным последовательностям белка E ВКЭ 
из набора данных. Столбцы в таблице располагаются 
четверками, каждая четверка характеризует четыре 
соответствующих свойства аминокислотных остат-
ков в данной позиции последовательностей набора 
данных. Таким образом, всего в таблице находилось 
количество четверок столбцов, равное количеству 
аминокислот в последовательности белка E ВКЭ. 
Каждая строка в таблице характеризовала все четыре 
выбранных физико-химических свойства каждого 
аминокислотного остатка в составе соответствующей 
последовательности набора.

Для исследования общей таблицы значений 
свойств аминокислотных остатков был применен 
метод многомерной статистики – многомерное шка-
лирование [11]. Суть метода заключается в том, что 
расстояния между векторами, характеризующими 
свойства объектов, проецируются в обозримое двух 
или трехмерное пространство таким образом, чтобы 
расстояние между векторами в двух или трехмерном 
пространстве максимально приближалось к рассто-
янию в многомерном пространстве. В нашем случае 
векторами являются строки таблицы, характеризую-
щие свойства аминокислотных остатков в различных 
вариантах белка E ВКЭ. В каждом векторе содержится 
количество координат, равное четырехкратному зна-
чению длины последовательности. Для шкалирова-
ния свойств было выбрано две координаты двухмер-
ного пространства. В качестве меры расстояния была 
выбрана евклидова дистанция между векторами.

Cкрипт на языке программирования R для 
статистической обработки аминокислотных после-
довательностей белка E ВКЭ, многомерного шкали-
рования, набор последовательностей белка E ВКЭ и 
csv файл со свойствами аминокислотных остатков и 
номера последовательностей из банка NCBI можно 
скачать по ссылке (https://yadi.sk/d/iFQue4TocmybA).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЯ

В процессе поиска с помощью сервиса BLAST из 
базы данных NCBI было извлечено 350 последова-
тельностей, идентифицированных под именем ами-
нокислотная последовательность белка E ВКЭ. Из всех 
350 последовательностей после обработки набора 
данных на предмет удаления коротких последова-
тельностей с длиной, меньшей чем 496 аминокис-
лотных остатков и удаления последовательностей, 
содержащих неизвестные аминокислоты X, в наборе 
осталось 250 аминокислотных последовательностей. 
После удаления повторяющихся последовательно-

стей в наборе данных осталось 180 аминокислотных 
последовательностей белка E ВКЭ, отличающихся 
хотя бы одной замененной аминокислотой. Таким 
образом, можно сделать вывод о том, что в настоя-
щий момент времени база данных NCBI содержит 
180 полноразмерных вариантов расшифрованных 
последовательностей поверхностного антигенного 
белка E ВКЭ.

Исходный набор данных по информации из базы 
данных NCBI содержавший 250 аминокислотных 
последовательностей белка ВКЭ включал в себя: 48 
последовательностей дальневосточного подтипа 
вируса, 77 последовательностей сибирского подтипа 
вируса и 95 последовательностей европейского под-
типа вируса. Для остальных 30 последовательностей 
информации о принадлежности подтипу в базе NCBI 
не содержалось.

После проведения многомерного шкалирова-
ния на основе четырех физико-химических свойств 
аминокислотных остатков была получена картина 
распределения точек на плоскости, соответствующих 
дифференциации свойств аминокислот в каждом 
положении последовательностей. Каждая точка на 
плоскости соответствует определенной последо-
вательности в наборе. Визуализация картины рас-
пределения точек на плоскости после многомерного 
шкалирования приведена на рисунке 1. 

Рис. 1.  Результат кластеризации аминокислотных после-
довательностей поверхностного антигенного белка 
E ВКЭ в двухмерном пространстве после много-
мерного шкалирования набора данных, содержащих 
четыре свойства аминокислотных остатка каждой 
позиции. Цифрами и соответствующими овалами 
обозначены выделенные группы последователь-
ностей. Стрелкой указанно положение штамма 
«Софьин», используемого для вакцинации.

Анализ рисунка позволяет выделить на нем че-
тыре группы последовательностей. В первой, второй 
и третьей группе последовательности объединились 
по принадлежности вируса определенному подтипу: 
дальневосточному, сибирскому или европейскому. 
Группа номер 1 объединяет преимущественно ами-
нокислотные последовательности белка E сибирского 
подтипа вируса, группа 2 – последовательности белка 
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E дальневосточного подтипа вируса и группа 3 – по-
следовательности белка E европейского подтипа ви-
руса. Штамм ВКЭ «Софьин» находится в центре второй 
выделенной группы последовательностей. В каждой 
из трех указанных групп находились последователь-
ности, принадлежность которых к определенному 
подтипу вируса в базе NCBI указана не была. Можно 
предположить, что подтип вируса, к которым при-
надлежат эти последовательности, соответствует 
подтипу большинства последовательностей группы.

Из распределения точек на плоскости рисунка 
видно, что самая низкая вариабельность физико-хи-
мических свойств характерна для сибирского подтипа 
вируса (группа 1). Далее по уровню вариабельности 
идет европейский подтип вируса. Максимальная 
вариабельность физико-химических свойств амино-
кислотных остатков наблюдается у дальневосточного 
подтипа вируса. Если сравнивать вариабельность 
свойств аминокислотных остатков внутри и между 
подтипами вируса, то можно сказать, что различия 
по физико-химическим свойствам внутри дальнево-
сточного подтипа вируса может превышать различия 
между штаммами сибирского и дальневосточного 
подтипа вируса. Количество последовательностей 
различных подтипов вируса, представленных в 
исходном наборе данных, было сопоставимо (48 
последовательностей дальневосточного подтипа, 
77 последовательностей сибирского подтипа и 95 
последовательностей европейского подтипа). Это 
означает, что наблюдаемая вариабельность по физи-
ко-химическим свойствам аминокислотных последо-
вательностей в сибирском подтипе вируса не связана 
с недостатком данных (расшифрованных последо-
вательностей вируса в базе NCBI), а соответствует 
реально наблюдаемой природной картине. Из общих 
представлений эволюционной генетики известно, 
что вариабельность различий по аминокислотным 
остаткам в белке зависит от давления факторов есте-
ственного отбора. Если в данный момент времени по 
данному признаку (аминокислотной последователь-
ности белка) ведется направленный отбор, то вари-
абельность аминокислотных последовательностей 
рассматриваемого белка в пределах популяции резко 
сокращается. В настоящее время вероятней всего это 
происходит с сибирским подтипом вируса. На популя-
цию сибирского подтипа ВКЭ действуют природные 
отбирающие факторы, проводящие направленную 
селекцию свойств белка оболочки E.

Группа 4 на рисунке представлена двумя амино-
кислотными последовательностями белка оболочки 
E ВКЭ. По данным базы NCBI одна из этих последова-
тельностей была расшифрована у вируса, изолиро-
ванного в Китае из мозга мыши. Принадлежность к 
определенному подтипу вируса указана не была. Но 
ближайший гомолог к этой последовательности с 
99 % сходством был определен как дальневосточный 
подтип вируса. Можно предположить, что и рассма-
триваемая нами последовательность принадлежит 
дальневосточному подтипу ВКЭ. Вторая последова-
тельность из группы 4 в базе NCBI была определена 
как штамм «Приморье-633», выделенный из мозга 
мыши и принадлежащий дальневосточному подтипу 

ВКЭ. Таким образом, указанные последовательности 
белка оболочки E вируса ВКЭ существенно увеличи-
вают границы вариабельности физико-химических 
свойств дальневосточного подтипа вируса ВКЭ.

В работах, связанных с исследованием трех-
мерной структуры белка E ВКЭ, отмечалось обсто-
ятельство, что ряд штаммов вируса имеет замены в 
различных положениях аминокислотной последо-
вательности, меняющие антигенные свойства белка 
[12]. Определенное моноклональное антитело имело 
различную степень сродства (связывалось с меньшей 
вероятностью) с вирусными частицами, имеющими 
замены в различных позициях белка E, отличающие 
их от вирусных частиц, используемых в качестве анти-
гена для выработки моноклонального антитела [12].

Большое варьирование физико-химических 
свойств белка E ВКЭ дает основание предполагать, 
что для более эффективной вакцинации необходи-
мо использовать несколько антигенов (вариантов 
вирусных частиц) в одной вакцине. Необходимо 
проведение экспериментального исследования по 
идентификации близости антигенных свойств, вы-
деленных в базе NCBI 180 вариантов белка оболочки 
E ВКЭ. На основании подобного исследования можно 
подобрать кандидатные штаммы для создания вак-
цин со множеством антигенных вариантов ВКЭ, обе-
спечивающих выработку поливариатных антител для 
перекрестной защиты от максимального количества 
вариантов вируса. Также необходимо периодически 
проводить ревизию информации из базы данных NCBI 
на предмет обнаружения штаммов ВКЭ, обладающих 
новыми вариантами замен в оболочечном белке E. 
Новые варианты вируса, периодически появляющи-
еся в природе, за счет процесса накопления мутаций 
могут избегать иммунного ответа, вырабатываемого 
на стандартные антигены, входящие в состав вакцин.

На основании проведенного исследования мож-
но сделать вывод о том, что в настоящий момент 
времени белок оболочки E ВКЭ, являющийся основ-
ным антигеном при вакцинировании, в природной 
популяции обладает широкой вариабельностью 
физико-химических свойств, отвечающих за связы-
вание антитела с антигеном. На это обстоятельство 
необходимо обратить внимание при оценке эффек-
тивности существующих вакцин против данной 
вирусной инфекции и решения вопросов, связанных 
с их усовершенствованием. 
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