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ВВЕДЕНИЕ

Клещевой энцефалит является одной из наибо-
лее значимых трансмиссивных природно-очаговых 
вирусных инфекций лесной зоны Евразийского кон-
тинента. Его возбудителем является вирус клещевого 
энцефалита (ВКЭ), который относится к семейству 
Flaviviridae [10]. Геномная РНК ВКЭ содержит единую 
открытую рамку считывания, кодирующую 3 струк-
турных и 7 неструктурных белков [12]. Основными 
считаются три генотипа ВКЭ – дальневосточный, 
сибирский и западный, но выявлена циркуляция 
представителей еще двух предполагаемых геноти-
пов (с прототипными штаммами 886-84 и 178-79) в 
природных очагах Восточной Сибири [1, 6, 9]. Счи-
тается, что наблюдаемые различия в патогенности 
флавивирусов связаны с точечными мутациями в 
гликопротеине оболочечного белка E, которые при-

водят к потере вирулентности (нейровирулентности 
или нейроинвазивности) и аттенуации флавивирусов 
[15]. Есть также данные, что мутации в белках NS1 
[15], NS3 [8], M [11], NS4B [16] и C [14] могут быть во-
влечены в процесс аттенуации вирусов и изменения 
их вирулентности. Также было продемонстрировано, 
что даже небольшие делеции в консервативной части 
3’-концевой некодирующей области вызывают осла-
бление их инфекционности, а увеличение размеров 
таких делеций приводит к нежизнеспособности вири-
онов [13]. Тем не менее, несмотря на относительную 
изученность основных функций ряда вирусных бел-
ков, вопрос о связи нуклеотидной последовательно-
сти геномов ВКЭ (и, соответственно, аминокислотных 
последовательностей белков) c их биологическими 
свойствами до сих пор остается малоизученным. 
Большинство проводимых исследований в данной 
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области касаются только изучения точечных мутаций 
в определенных областях геномов, в то время как 
комплексных исследований последовательностей 
полноразмерных геномов ВКЭ и их связи с наблюда-
емыми биологическими свойствами практически не 
проводится.

Цель данного этапа исследований состояла в 
том, чтобы показать применимость предлагаемых 
математических методов для предсказания связи 
фенотипических признаков – нейроинвазивности, 
термостабильности и терморезистентности штам-
мов ВКЭ с определенными мутациями в их белковых 
структурах, кодируемых структурными и неструк-
турными генами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исходные данные и решаемые задачи. Анали-
зируемая коллекция состояла из 16 изолированных 
нами на территории Восточной Сибири штаммов 
ВКЭ, для каждого из которых были определены ну-
клеотидные последовательности фрагментов генома 
и выведены аминокислотные последовательности, 
соответствующие структурным белкам C, prM, E и 

началу неструктурного белка NS1, и штамма 205, 
используемого для производства отечественной 
вакцины Энцевир (в базе данных GenBank) (табл. 1). 

Для выбранных штаммов известны значения трех 
фенотипических признаков ВКЭ (целевых характери-
стик) (табл. 2): 

а) Х1: Термостабильность (Т50) – разница lg ти-
тров вируса при заражении культуры клеток вируссо-
держащей суспензией, прогретой в течение 20 мин. при 
температуре 50 °С и непрогретой вируссодержащей су-
спензией, с дальнейшим культивированием при 37 °С. 

б) Х2: Терморезистентность (rct42) – это спо-
собность вируса к репродукции при супраоптималь-
ной температуре (rct42). Оценивалась по разнице 
lg титров вируса при культивировании штаммов на 
культурах клеток при температуре 37 °С и 42 °С. Для 
определения rct 42 использовали метод титрования 
вируса на культуре клеток, описанный выше.

в) Х3: Нейроинвазивность (NI) – разница в lg 
титров вируса при двух видах заражения мышей: 
церебральном (интрацеребральном титровании 
вируссодержащей суспензии mNic) и подкожном 
(введении mNsc экстраневрально). Заражали беспо-

Таблица 1
Используемые штаммы вируса клещевого энцефалита

№ Наименование штамма № в GenBank Источник изоляции Район сбора материала 

1 617-90 EU878283 Ix. persulcatus РБ, Бичурский р-н 

2 418-90 Не депон. I. persulcatus Читинская обл. 

3 886-84 EF469662 Полевка красно-серая ИО, Эхирит-Булагатский р-н 

4 711-84 EU878281 Полевка красно-серая РБ, Баргузинский р-н. 

5 740-84 EU878282 Полевка красно-серая РБ, Бичурский р-н 

6 712-89 JN936350 I. persulcatus Читинская обл. 

7 210-79 JN936336 Сыворотка крови больного Иркутская область 

8 Луковка-3 JN936369 I. persulcatus ИО, Эхирит-Булагатский р-н 

9 Хим-Дым-6 JN936364 I. persulcatus ИО, Эхирит-Булагатский р-н 

10 769-90 JN936360  I. persulcatus Читинская обл. 

11 767-90 JN936359  I. persulcatus Читинская обл. 

12 761-90 JN936357  I. persulcatus Читинская обл. 

13 691-90 Не депон. I. persulcatus РБ, Бичурский р-н 

14 757-90 JN936356  I. persulcatus Читинская обл. 

15 48-06 JN936330  Полевка-экономка ИО, Иркутский р-н 

Контрольная группа 

16 178-79 EF469661 I. persulcatus ИО, Боханский р-н 

17 205 DQ989336 I. persulcatus Дальний Восток 
 

Примечание. РБ – Республика Бурятия; ИО – Иркутская область.

Таблица 2 
Биофизические свойства штаммов 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

Х1 (Т50) 2,33 1 3,78 2,36 0,23 1,77 0 1,27 1 0,28 1,33 1 1 2,5 1,67 0,7 0,6 

Х2 (rct42) 4,3 1,8 0,2 0,5 2,4 1,8 1,7 2,5 2,1 2,3 0,8 2,2 1,8 0,8 3,3 0,7 * 

Х3 (NI) 2,8 1,5 1,6 2,2 0,8 1,1 2,2 * * 2,3 2,6 * 1,5 * 3 * * 
 

Примечание. * – нет данных.
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родных белых мышей массой 5–7 г в мозг по 0,03 мл, 
наблюдали в течение 14 дней. В опытах титрования 
на животных титры вируса определяли также по 
методу Рида и Менча [7] и выражали в lg LD50/мл.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Часто в таблицах экспериментальных данных 
имеется избыточность в виде похожих друг на друга 
объектов (в нашем случае – штаммов), а также похожих 
друг на друга характеристик (в нашем случае – по-
зиций штаммов). Пользуясь этими закономерными 
зависимостями можно по характеристикам одних 
объектов предсказать пропущенные характеристики 
других объектов. Для заполнения пробелов в таблицах 
с номинальными характеристиками использовался ал-
горитм WANGA-N [2]. Предварительно каждая позиция 
в аминокислотной последовательности оценивалась 
по ее информативности, которую можно определить 

по энтропии символов, стоящих на этой позиции у 
разных штаммов. Чем больше разнообразие символов 
на данной позиции, тем выше энтропия и тем больший 
интерес она представляет для анализа. По этому кри-
терию из рассмотрения были исключены позиции, на 
которых у всех штаммов данной выборки находится 
один и тот же аминокислотный символ. В результате, 
не вычеркнутыми остались 53 позиции, так что анали-
зировалась таблица {xnm}, n = 1,…, N, m = 1,…, M, из M = 17 
объектов (штаммов) и N = 53 признаков (позиций). В 
результате предобработки в таблице аминокислот пу-
стые клетки были заполнены при помощи алгоритма 
WANGA-N. После этого были выбраны наиболее инфор-
мативные позиции, в которых не менее четырех штам-
мов имели аминокислоты, отличные от аминокислот 
остальных штаммов, то есть вероятность обнаружить 
любой символ в этой позиции была меньше 80 %. Таких 
позиций оказалось N = 27 (табл. 3).

Таблица 3
Наиболее информативные сечения штаммов ВКЭ

Штамм → 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

Позиция ↓  

J = 80 R R R R R R K K K K K K R K K K K 

J = 91 K K K K K K R R R R R R K R H R R 

J = 95 R R R R R R K K K K K K R K K K K 

J = 98 V V V V V V T T T T T T V T T T T 

J = 102 T T T T T T M M M M M M T M M M M 

J = 103 S S S S S S G G G G G G S G G G G 

J = 108 A A A A A A T T T T T T A T T T T 

J = 109 I I I I I I V V V V V G I V V V V 

J = 121 K K K K K K K R R K K K K K K K R 

J = 123 R R R R R R G G G G G G R G G G G 

J = 216 D D D D D D E E E E E E D E D E E 

J = 246 L L V V V V L L L L L L L L M L L 

J = 252 I I I I I I V V V V V V I V I V V 

J = 254 I I I I I I V V V V V V I V V V V 

J = 268 I V V V V V I V V I I I V I V V V 

J = 270 A A A A A V V V V V V V A V V V V 

J = 361 T T T T T T A T T A A A T A T A T 

J = 399 A A A A A A V A A A V V A V A V A 

J = 400 S S S S S S A A A A A A S A S A A 

J = 514 N N N N N N Q H H Q Q Q N Q Q Q H 

J = 593 T T T T T T A A A A A A T A A A A 

J = 597 I I I I I T T T T T T T I T T T T 

J = 611 A A A A A A T T T T T T A T T T T 

J = 623 R K R R K R R R R R R R K R H R R 

J = 688 R R R R R R K K K K K K R K K K K 

J = 728 L L L L L L I I I I I I L I L I I 

J = 735 I I I I I I L L L L L L I L L L L 
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По этой таблице требовалось оценить проявле-
ния закономерной связи между значением целевой 
характеристики Xi, i  ϵ {1,2,3}, и аминокислотным 
составом каждого штамма. Для каждой целевой 
характеристики X ≡ Xi, i ϵ {1,2,3}, задача такого типа 
решалась отдельно. При этом применялся один и тот 
же метод решения. Метод обнаружения закономерной 
связи между фенотипическими свойствами штамма 
и его аминокислотной структурой состоит в следую-
щем. Для заданной характеристики X = {xm}, m = 1,…, M, 
выбирается два «эталонных» штамма: эталоном № 1 
становится штамм с максимальным значением xmax, 
эталоном № 2 – штамм с минимальным значением xmin. 
Все остальные штаммы располагаются между ними в 
порядке убывания их значения от самого большого 
до самого малого. Будем считать расстоянием от m-го 
штамма до эталона № 1 величину r1X = xmax – xm, а до 
эталона № 2 – величину r2X = xm – xmin.

Каждый штамм описывается аминокислотами, 
стоящими в его столбце в таблице 3. По этим описа-
ниям можно так же определить расстояния от m-го 
штамма до эталонов № 1 и № 2. Эти расстояния опре-
деляются по методу Хэмминга: если на n-й позиции у 
данных штаммов стоят одинаковые аминокислоты, то 
расстояние r(n) = 0, если стоят разные аминокислоты, 
то r(n) = 1. Зная r(n) для всех N признаков (позиций), 
можно найти расстояние r1S между любым штаммом 
и эталонным штаммом № 1: 





N

n
S nr

N
r

1
1 )(1  

 
(1).

Аналогично находится и расстояние r2S от любого 
штамма до эталона №  2. Минимальное значение r 
равно 0 (при полном совпадении состава аминокис-
лот на всех  N позициях), максимальное значение r 
равно 1 (при несовпадении аминокислот по всем N 
позициям). В общем случае, зная расстояния r1 и r2 
от m-го объекта до двух эталонов, можно вычислить 
меру сходства этого объекта с эталоном № 1 в кон-
куренции с эталоном №  2. Для этого используется 
функция конкурентного сходства (FRiS-функция [3, 
4, 5]) следующего вида:
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Значение функции конкурентного сходства 
меняется в пределах от 1 до –1: F(m, № 1 | № 2) = 1, 
если m-й объект совпадает с эталоном №  1. Если 
m-й объект совпадает с конкурирующим эталоном 
№ 2, то F(m, № 1 | № 2) = –1. Если расстояния от m-го 

объекта до эталонов одинаковы, то F(m, № 1 | № 2) =  
F(‌m, № 1 | № 2) = 0. 

По расстояниям r1X и r2X можно для всех M штам-
мов найти значения FX(m,  №  1  | №  2) сходства их с 
эталоном № 1 в конкуренции с эталоном № 2 по це-
левой характеристике X. Аналогично, по расстояниям 
r1S и r2S находятся значения функции FS(m, № 1 | № 2) 
сходства штаммов с эталоном № 1 в конкуренции с 
эталоном № 2 по аминокислотному составу.

Если из исходного множества N позиций штамма 
выбирать разные подмножества из n позиций (n < N), 
то значения расстояний r1S и r2S и, соответственно, 
функции FS будут меняться в зависимости от n и от 
того, какие позиции входят в выбранное подмно-
жество. С учетом сказанного, задача обнаружения 
закономерной связи между значением свойства X 
и аминокислотным составом штаммов состоит в 
следующем: требуется найти такое сочетание из n 
позиций (n < N), при котором достигается максимум 
корреляции между двумя рядами значений функций 
конкурентного сходства: по целевой характеристике 
X (FX) и по аминокислотному составу штаммов (FS).

Известно, что задача выбора наиболее инфор-
мативного подмножества признаков является NP-
трудной задачей. Ее точное решение можно получить 
только методом полного перебора всех возможных 
комбинаций признаков. Трудоемкость этого метода 
неприемлема для решения большинства реальных 
задач, и по этой причине используются эвристиче-
ские алгоритмы направленного перебора. В данной 
работе для нахождения FS использовались все N = 27 
признаков (позиций).

Связь между аминокислотной последователь-
ностью белков штаммов и их термостабильностью 
(Т50). Значения свойства X ≡ X1 (термостабильность) 
были известны для всех 17 штаммов (табл. 2). В ка-
честве эталонов выбраны штаммы № 3 с xmax = 3,78 
и № 7 с xmin = 0. Расстояния между штаммами по их 
аминокислотному составу вычислялись в метрике 
Хэмминга. Применение описанной методики к дан-
ным по целевому признаку и по структуре дало ре-
зультаты, показанные в последних четырех строках 
таблицы 4. На полных данных зависимость между со-
ставом и свойством оказалась невысокой: корреляция 
|r|=0,417. После цензурирования четырех штаммов 
с большими отклонениями от преобладающей за-
кономерности (штаммов 14, 2, 13 и 5) корреляция 
поднялась до значения 0,855.

Связь между аминокислотным составом 
штамма и его терморезистентностью (rct42). В 

Таблица 4
Сходство штаммов со штаммом № 3 в конкуренции со штаммом № 7 по свойству X = X

1
 (F

X
) и структуре (F

S
)

Штамм 3 14 4 1 6 15 11 8 2 9 12 13 16 17 10 5 7 

Х1 3,8 2,5 2,4 2,3 1,8 1,7 1,3 1,3 1 1 1 1 0,7 0,6 0,3 0,2 0 

FS 1,00 –1,00 1,00 0,84 0,84 –0,31 –1,00 –0,64 0,85 –0,64 –0,92 0,85 –0,92 –0,64 –0,92 0,93 –1,00 

FX 1,00 0,32 0,26 0,21 –0,05 –0,11 –0,32 –0,32 –0,47 –0,47 –0,47 –0,47 –0,63 –0,68 –0,84 –0,89 –1,00 

Коэф. |r|17 = 0,417 

Коэф. |r|13 = 0,855 
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этой задаче проблемы возникли уже на этапе выбора 
эталонов. Штамм № 1, который имеет максимальное 
значение свойства, по составу почти не отличается 
от штамма № 3 с минимальным значением данного 
свойства. Ясно, что такие эталоны не в состоянии 
растянуть штаммы по оси значений свойства X = X2. 
В качестве компромисса эталонами были выбраны 
штаммы № 15: xmax = 3,34 и № 3: xmin = 0,18. Сравнение 
значений функции конкурентного сходства FX по свой-
ству и значений функции конкурентного сходства FS 
по структуре 16 штаммов показало наличие линейной 
зависимости между ними. Это позволяет заполнить 
пробел в значении свойства у штамма № 17. Поясним 
способ заполнения этого пробела. По аминокислот-
ному составу находим Хэминговы расстояния rSm от 
всех m-х штаммов до штамма № 17. Значением целе-
вой функции свойства у штамма № 17 будем считать 
средневзвешенное значение этой функции у всех 16 
штаммов:











1

1

1

1
17 /

M

m
mm

M

m
m VVxx  

 
(3).

Здесь Vm = (1 – rSm) – вес значения свойства y m-го 
штамма. В нашем случае предсказанное значение 
пропущенного элемента оказалось равным x17 = 1,9. 
Результаты совместного анализа свойства X  =  X2 и 
аминокислотного состава штаммов представлены в 
таблице 5. 

Как и ожидалось, результаты, полученные на 
всех M = 17 штаммах, оказались невысокими: кор-
реляция между составом FX и свойством FS была 
положительной, но небольшой: |r| = 0,258. Если из 
выборки исключить 5 штаммов (1, 5, 11, 14, 16) с 
наиболее сильными отклонениями от закономер-
ности значений FS, то корреляция поднимается 
до величины 0,784. Так что такая зависимость 
правильно отражает связь между способностью к 
репродукции при 42 °С и аминокислотным составом 
на 71 % штаммов.

Связь между аминокислотным составом 
штамма и его нейроинвазивностью (NI). В таблице 
2 нейроинвазивность представлена характеристикой 
X = X3. Чем меньше значение данной характеристики, 
тем выше вирулентность штамма. Эталонными назна-
чены штаммы № 15 и № 5. Значения свойства X были 
известны только у 11 штаммов. Пробелы заполнялись 
по описанному выше методу. Эталонами выбраны 
штаммы № 5 с xmin = 0,8 и № 15 с xmax = 3,0. Результаты 
совместного анализа данного свойства и аминокис-
лотного состава штаммов представлены в таблице 6. 

На всех M = 17 штаммах после заполнения пробе-
лов в целевой характеристике корреляция оказалась 
равной |r|= 0,620. После исключения двух штаммов с 
большими отклонениями от преобладающей законо-
мерности (штаммов 4 и 1) корреляция поднялась до 
значения 0,875. Если вывод подтвердится на большем 
количестве штаммов, то будет можно предсказать 
инвазивность штамма на качественном уровне, 
проанализировав состав его аминокислот в N  =  27 
указанных сечениях. 

О зависимостях между целевыми фенотипи-
ческими признаками штаммов.

Было интересно исследовать зависимости между 
тремя изучаемыми целевыми свойствами штаммов. 
Если бы зависимости оказались сильными, то можно 
было бы предсказывать одни целевые характеристи-
ки по другим, не прибегая к анализу аминокислотного 
состава штаммов. Парные зависимости изучались 
на наиболее достоверных данных о целевых свой-
ствах, т.е. на тех штаммах, у которых не наблюдалось 
больших расхождений между значениями функций 
FX и FS. По этой причине для каждой пары свойств 
выбирались свои подмножества штаммов. Коэффици-
енты корреляции между соответствующими парами 
целевых свойств оказались такими: 

;609.0),( 21 XXk  ;201.0),( 31 XXk  .466.0),( 32 XXk   
;609.0),( 21 XXk  ;201.0),( 31 XXk  .466.0),( 32 XXk  

Таблица 5 
Сходство штаммов со штаммом № 15 в конкуренции со штаммом № 3 по свойству X = X

2
 (F

X
) и структуре (F

S
)

Штамм 1 17 15 8 5 10 12 9 2 6 1,3 7 11 14 16 4 3 

Х2 4,30 1,90 3,30 2,50 2,40 2,30 2,20 2,10 1,80 1,80 1,80 1,70 0,80 0,80 0,70 0,50 0,20 

FS –0,82 0,44 1,00 0,44 –0,90 0,45 0,39 0,44 –0,81 –0,79 –0,81 0,43 0,43 0,43 0,45 –1,00 –1,00 

FX 0,61 0,10 1,00 0,48 0,42 0,35 0,29 0,23 0,03 0,03 0,03 –0,03 –0,61 –0,61 –0,68 –0,81 –1,00 

Коэф, |r|17 = 0,258 

Коэф, |r|12 = 0,784 
 

Таблица 6
Сходство штаммов со штаммом № 5 в конкуренции со штаммом № 15 по свойству X = X

3
 (F

X
) и структуре (F

S
)

Штамм 5 6 2 13 3 14 17 8 9 12 16 4 7 10 11 1 15 

Х3 0,8 1,1 1,5 1,5 1,6 1,86 1,86 2,19 2,19 2,19 2,19 2,2 2,2 2,3 2,6 2,8 3 

FS 1,00 0,70 0,90 0,90 0,90 –0,44 –0,45 –0,45 –0,45 –0,41 –0,47 0,90 –0,44 –0,47 –0,44 0,74 –1,00 

FX 1,00 0,73 0,36 0,36 0,27 0,04 0,04 –0,26 –0,26 –0,26 –0,26 –0,27 –0,27 –0,36 –0,64 –0,82 –1,00 

Коэф. |r|17 = 0,620 

Коэф. |r|15 = 0,875 
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Можно сказать, что термостабильность и термо-
резистентность (способность к репродукции при 
42  °С) штаммов связаны между собой довольно 
сильной обратной зависимостью. Но надежда на то, 
что по этим свойствам можно с высокой точностью 
предсказывать наиболее важное свойство X3 – нейро-
инвазивность, не прибегая к анализу аминокислот-
ного состава штаммов, не оправдалась. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На имеющихся данных обнаружены сечения в 
штаммах ВКЭ, по мутации аминокислотного состава 
которых можно с той или иной точностью пред-
сказывать фенотипические признаки штаммов. 
Показана возможность предсказания пропущен-
ных элементов в данных, как в аминокислотном 
составе, так и в целевых свойствах. Оценены зави-
симости между парами фенотипических признаков 
штаммов. Гипотеза о возможности предсказывать 
нейроинвазивность по термостабильности и тер-
морезистентности не получила подтверждения. 
Подчеркнем, что эти результаты получены на очень 
малой выборке, пораженной помехами и пробелами. 
После увеличения выборки обнаруженные зако-
номерности могут измениться: какие-то выводы 
подтвердятся, другие окажутся опровергнутыми. 
Цель данного этапа исследований состояла не в том, 
чтобы гарантированно точно обнаружить реальные 
закономерности, а в том, чтобы показать примени-
мость предлагаемых математических методов для 
решения задач такого рода. Можно считать, что эта 
цель достигнута. 

Исследование выполнено при финансовой под-
держке гранта в рамках Программы фундаменталь-
ных исследований Президиума РАН № 1 по страте-
гическим направлениям развития науки на 2014  г. 
«Фундаментальные проблемы математического 
моделирования».
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