
 

Серия «Биология. Экология» 
2012. Т. 5, № 4. С. 36–43 
Онлайн-доступ к журналу: 

http://isu.ru/izvestia 

И З В Е С Т И Я 
Иркутского

 государственного
 университета 

УДК 575+578+51–76 
Верификация метода мультилокусного зондирования геномов вируса 
клещевого энцефалита для определения генетических расстояний  
с помощью компьютерного моделирования  

Ю. С. Букин1, Ю. П. Джиоев 2, А. И. Парамонов2 
1 Лимнологический институт СО РАН, Иркутск 
2Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека СО РАМН, Иркутск 
E-mail: bukinyura@mail.ru 

Аннотация. Мультилокусное гибридизационное зондирование в биочиповом исполнении в последнее деся-
тилетие стало использоваться для генодиагностики возбудителей многих вирусных инфекций. В данной 
работе предлагается мера генетических дистанций, рассчитываемая на основе результатов мультилокусного 
генетического зондирования. С помощью методов компьютерного моделирования показаны границы при-
менимости гибридизационных тестов при оценке генетических расстояний. Установлено, что на некотором 
временном участке независимого существования двух штаммов вирусов генетически дистанция, оценённая 
с помощью гибридизационго теста, возрастает по линейному закону. Показано, что для получения адекват-
ного результата в гибридизационном тесте необходимо использовать не менее 25 зондов. Обсуждается воз-
можность применения разработанной меры генетических расстояний в популяционных, эволюционных и 
эпидемических исследованиях разных вирусов. 
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Введение 

Данные молекулярно-генетических анали-
зов широко используются при изучении раз-
личных процессов, происходящих в вирусных 
популяциях. При проведении эволюционных и 
популяционных исследований штаммы вируса 
сравниваются между собой с помощью различ-
ных генетических характеристик. К подобным 
генетическим характеристикам вирусов можно 
отнести последовательности аминокислотных 
остатков в белках вирусных частиц, первичные 
расшифрованные последовательности ДНК или 
РНК некоторых генов или полных геномов ви-
русов [18; 21], электрофоретическую подвиж-
ность вирусных нуклеотидных последователь-
ностей [20]. При сравнивании штаммов по этим 
показателям между собой можно получить ме-
ру, которая будет в численной форме выражать 
количество генетических отличий между ис-
следуемыми штаммами. В последнее время 
получили распространение методы, позволяю-
щие обнаруживать несовпадающие позиции в 
нуклеотидных последовательностях вирусов 
[11]. Эта информация непосредственно исполь-
зуется для численного описания степени род-
ства между штаммами. 

Все современные молекулярно-генетические 
методы в конечном варианте дают информа-
цию, позволяющую реконструировать филоге-
нию вирусов, с этой целью созданы компью-
терные программные технологии, основанные 
на теории генетического дрейфа и гипотезе мо-
лекулярных часов [5; 16–18; 21]. С момента 
отделения от общего предка любые два штам-
ма вируса, независимо существующие во вре-
мени, будут накапливать нуклеотидные замены 
в результате мутаций. Чем больше времени 
прошло с момента дивергенции штаммов от 
общего предка, тем больше будет наблюдаться 
несовпадающих позиций в последовательно-
стях. Результаты исследования аминокислот-
ных различий в белках, данные SNP (single nu-
cleotide polymorphisms, однонуклеотидные по-
лиморфизмы) анализа и электрофоретической 
подвижности ДНК и РНК будут коррелировать с 
долей нуклеотидных замен в геномах вирусов. 

Основной проблемой, которая возникает 
при использовании того или иного современ-
ного метода оценки генетических дистанций, 
является достаточная трудоёмкость и высокая 
стоимость исследований. Несмотря на быстрое 
развитие методов секвенирования ДНК и РНК, 
использование их результатов при популяци-
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онном анализе больших выборок штаммов ви-
русов представляет достаточно затратное по 
времени и средствам исследование. С другой 
стороны, при популяционном анализе точность 
метода прямого секвенирования ДНК для оп-
ределения генетических расстояний является 
избыточной. Недостатки методов с меньшей 
разрешающей способностью могут компенси-
роваться анализом большого количества 
штаммов вирусов. 

В последнее десятилетие в связи с накопле-
нием базы данных о первичных последова-
тельностях ДНК и РНК полных геномов виру-
сов большое значение приобретает генодиагно-
стика многих вирусов с помощью олигонукле-
отидных зондов (так называемые биочиповые 
технологии) [2; 6; 10; 13]. Данная методика 
легко осуществима, обладает достаточной про-
стотой, высокой специфичностью и надёжно-
стью. Часто для анализа используется большое 
количество зондов, комплементарных различ-
ным участкам вирусного генома – так назы-
ваемое мультилокусное генетическое зондиро-
вание [2–4; 12; 13; 15]. Гибридизационные тес-
ты стали применять для определения генетиче-
ской вариабельности в достаточно больших 
популяционных выборках штаммов вируса. 
Например, в работах по исследованию генети-
ческой вариабельности вируса клещевого эн-
цефалита применялся 41 олигонуклеотидный 
зонд, а размер выборки составлял 273 штамма 
вируса клещевого энцефалита [2–4; 15]. 

В данной работе предлагается математиче-
ский подход для определения меры генетиче-
ского расстояния между штаммами, основан-
ный на сравнении результатов мультилокусной 
гибридизации с панелью генотипспецифичных 
олигозондов, комплементарных участкам пол-
ных геномов штаммов вируса клещевого энце-
фалита [3; 4]. Предпосылкой для создания дан-
ной меры генетических расстояний является то, 
что результаты гибридизационного теста на-
прямую связаны с первичной геномной после-
довательностью вирусной ДНК или РНК. Чем 
больше различий имеется в геномах сравни-
ваемых штаммов вирусов, тем больше должны 
различаться для них результаты мультилокус-
ного зондирования. Преимуществом предла-
гаемой методики оценки генетических рас-
стояний будет то, что она наследует простоту, 
малую времязатратность, специфичность, вы-
сокую достоверность результатов и доступ-
ность синтезирования любого набора олиго-
нуклеотидных зондов. Далее в работе генети-
ческую дистанцию, оцененную на основе ре-
зультатов мультилокусного зондирования, мы 

будем называть зондовой мерой генетических 
расстояний (ЗМГР) или дистанций. 

Целью данной работы является описание и 
теоретическое обоснование возможностей 
применения ЗМГР между штаммами вирусов 
для популяционных, эволюционных, эпиде-
миологических и других исследований. При-
меняется универсальный метод компьютерного 
моделирования популяционных процессов, с 
помощью которого исследуются закономерно-
сти накопления различий по ЗМГР между 
штаммами вирусов. Предлагаемый подход мо-
жет быть использован не только при исследо-
вании вирусов, но и при генетическом анализе 
других групп быстро эволюционирующих ор-
ганизмов. 

Материалы и методы 

Предположим, что каждый штамм вируса 
подвергался гибридизации с несколькими зон-
дами, специфичными различным участкам ви-
русной РНК. Для каждого зонда гибридизация 
заканчивается либо связыванием (положитель-
ный исход гибридизации) с нуклеотидной по-
следовательностью, либо отсутствием такового 
(отрицательный исход гибридизации). В по-
добном эксперименте может использоваться 
различное количество зондов, которое мы обо-
значим k, индекс конкретного зонда обозначим 
j. Генетический признак вируса x при этом бу-
дет вектором с размерностью k. Каждая раз-
мерность может находиться в двух состояниях: 
0 (если j-тый зонд не связался с вирусной РНК 
или ДНК) и 1 (если j-й зонд связался с вирус-
ной РНК или ДНК). Если всего проанализиро-
вано n штаммов вируса, то для i-го штамма бу-
дет составлена генетическая характеристика, 
представляющая собой вектор следующего ви-
да: xi(01, 12, 03, 14,……., 1k). Общая схема гиб-
ридизационного эксперимента и составления 
характеристики штаммов вируса приведена на 
рис. 1. 

Используя генетическую характеристику xi, 
можно определить различие между двумя 
штаммами. Для i и j штамма необходимо срав-
нить попарно все позиции в векторах – харак-
теристиках вирусов xi и xj, т. е. первую пози-
цию с первой, вторую со второй, третью с 
третьей и т. д. Затем необходимо подсчитать 
количество несовпадающих позиций или коор-
динат Ng в векторах, характеризующих рас-
сматриваемые штаммы вирусов. Если рассмат-
риваемая координата в векторах совпадает, это 
определяет сходство между штаммами: зонд 
либо гибридизовался, либо не гибридизовался 
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с обеими нуклеотидными последовательностя-
ми. В случае если координата в векторах не 
совпадает, это показывает различие между 
штаммами вируса: зонд гибридизовался только 
с одним из штаммов. Мера различия (генетиче-
ская дистанция) между двумя штаммами виру-
са Pij будет определяться следующим образом: 

k
N

P g
ij = ,    (1) 

здесь Ng – количество несовпадающих позиций 
(координат) в векторах xi и xj, k – количество 
используемых зондов или координат в векто-
ре – генетической характеристике штамма ви-
руса. Величина Pij может меняться в пределах 
от 0 до 1. Чем ближе Pij к нулю, тем более ге-
нетически сходны рассматриваемые штаммы 
вируса и наоборот, чем ближе Pij к 1, тем менее 
похожи штаммы вируса. 

 

 
Рис 1. Схема мультилокусного гибридизационого теста для вируса, в нижней части рисунка приведены 

значения для компонент (координат) вектора xi. Различными геометрическими фигурами показаны основа-
ния РНК или ДНК 

 
Для того чтобы доказать применимость по-

добной методики для оценки генетических рас-
стояний между штаммами, необходимо пока-
зать, что в популяции вируса происходит по-
степенное нарастание средней генетической 
дистанции штаммов от первоначального гено-
типа. То есть Pij является возрастающей функ-
цией времени для двух независимо сущест-
вующих штаммов вируса. Для доказательства 
этого можно применить компьютерную мо-
дель, описывающую популяцию вирусов, пере-
дающих свои нуклеотидные последовательно-
сти из поколения в поколение с определённой 
вероятностью мутации. В подобной модели 
можно подтвердить или опровергнуть предполо-
жение об увеличении ЗМГР с течением времени. 

Предположим, что мы располагаем некото-
рой группой вирусов, содержащих нуклеотид-
ные последовательности ДНК или РНК опре-
делённой длины. Общее число вирусов в груп-
пе будет N. При размножении вирусы передают 
свою нуклеотидную последовательность по-
томству с вероятностными мутациями, которые 
в модели являются постоянной величиной. Ка-
ждый штамм вируса в модели даёт определён-
ное количество потомков a. Общее количество 
потомков составит aN. Из всего количества 
вновь образовавшихся штаммов к следующему 
репродуктивному циклу переходят только N 
случайных штаммов из числа вновь появив-
шихся. В данной модели мы имеем последова-

тельность репродуктивных циклов, состоящих 
из воспроизведённого вирусного потомства и 
случайным выбором определённого фиксиро-
ванного количества «индивидуумов» для сле-
дующего поколения. Таким образом, мы ими-
тируем репродуктивные процессы в популяци-
ях вирусов, в которых происходит генетиче-
ский дрейф с накоплением замен в последова-
тельностях ДНК или РНК. 

При передаче нуклеотидной последова-
тельности от родителя к потомку с вероятно-
стью W может происходить мутация. Мутация 
при этом есть замена буквы в произвольной 
позиции в последовательности на одну из че-
тырёх случайных букв генетического кода. Со-
гласно закону дрейфа генов доказано, что в 
процессе длительного накопления нуклеотид-
ных замен в популяциях ведущую роль будет 
играть вероятность мутации W, размер же по-
пуляции N будет играть второстепенную роль 
[5; 8; 16; 17]. 

В предлагаемой модели все первоначаль-
ные нуклеотидные последовательности виру-
сов были одинаковыми, данная общая последо-
вательность являлась первоначальным или 
предковым генотипом. Общая длина последо-
вательности составляла 1000 букв генетическо-
го кода. Количество штаммов вирусов N = 1000 
экземпляров, скорость размножения a = 3, ве-
роятность мутации W = 0,01. Для создания 
гибридизационных зондов мы использовали 
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первоначальный генотип. Если в модели про-
водится гибридизационный тест с числом зон-
дов, равным k, то из первоначальной последо-
вательности мы запоминали k участков длиной 
в 25 нуклеотидов, расположенных на одинако-
вом расстоянии равномерно по всей длине по-
следовательности (см. рис. 1). Проводя такой 
гибридизационный тест, мы сможем опреде-
лять генетическое расстояние между вирусами 
в модели от начального генотипа и проследить 
динамику накопления генетических отличий от 
поколения к поколению. Длина зонда в модели 
выбиралась в соответствии с опубликованной 
информацией [2; 4; 6; 13]. Алгоритм модели, в 
том числе вычисления гибридизационных дис-
танций, были реализованы на языке програм-
мирования С++ в свободно распространяемой 
среде программирования DevCpp v. 4.9.9. Бо-
лее подробную информацию о моделях накоп-
ления замен в генетических последовательно-
стях можно найти в наших предыдущих публи-
кациях [9; 14; 19]. 

Результаты и обсуждение 

Для того чтобы оценить динамику накоп-
ления генетических дистанций, определённых 
с помощью ЗМГР, проводился численный мо-
дельный эксперимент со следующими пара-
метрами: число зондов k = 30, продолжитель-
ность существования популяции вирусов 
20 тыс. поколений. Каждые 100 поколений для 
вирусов модели определялись среднее значе-
ние ЗМГР и средняя доля замен в последова-
тельности от начального генотипа. В результате 
было установлено (рис. 2), что генетическая 
дистанция, определённая с помощью зондов в 
модели, постепенно увеличивалась до значений, 
близких к единице, параллельно росла и доля 
замен в нуклеотидных последовательностях. 
Анализируя рис. 2, можно сделать вывод, что 
ЗМГР возрастает практически линейно только 
до определённого предела, что соответствует 
определённой доле замен в последовательно-
сти ДНК или РНК вируса. Для того чтобы 
оценить предел линейного возрастания ЗМГР, 
по описанной выше схеме были проведены 
60 численных модельных экспериментов. 

 

Рис. 2. Динамика накопления среднего количества генетических отличий от предкового генотипа, оце-
нённая с помощью зондовой меры генетических дистанций (ЗМГР) (а) и по доле замен в последовательно-
сти нуклеотидов (б). Линейный рост ЗМГР наблюдался до значения порядка 0,8, что для данного численного 
эксперимента приблизительно соответствует доле накопленных замен в 0,07 на графике а  
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В результате оказалось, что линейный рост 
ЗМГР наблюдается до значения 0,8. Среднее 
значение доли замен, накопленное нуклеотид-
ной последовательностью от общего генотипа, 
при этом составило 0,06. При длине зонда в 
25 нуклеотидов и доле замен в последователь-
ности, равной 0,06, на один зонд будет прихо-
диться в среднем 1,5 замены. Адекватная оцен-
ка генетических дистанций с помощью зондо-
вой меры возможна в том случае, если рас-
стояние между двумя штаммами вируса не 
превышает 0,8. На участке от 0 до 0,8 ЗМГР 
увеличивается прямо пропорционально време-
ни, прошедшему с момента независимого су-
ществования двух исследуемых штаммов. 

Следует подчеркнуть, что вышеуказанный 
результат делает главным фактором примени-
мости ЗМГР долю замен или долю не совпа-
дающих нуклеотидов в последовательностях 
вирусов. Параметр «вероятность мутации» как 
в модели, так и в реальной популяции будет 
определять долю замен, накапливающихся от 
общего предка, в единицу времени. Иными сло-
вами, если для какого-либо вируса вероятность 
мутации больше, то временной промежуток в 
количестве поколений, в течение которого рабо-
тоспособна ЗМГР, будет меньше и наоборот. 

Следующей важной проблемой, которая 
решалась в ходе исследования, была адекват-
ность оценки генетических дистанций и коли-
чество зондов, используемых в гибридизаци-
онном тесте. Для этого проводили следующий 
вычислительный эксперимент: в разных мо-
дельных опытах для гибридизационого теста 
использовалось разное количество зондов, ме-
нявшееся от 5 до 35 включительно с шагом в 5. 
С каждым выбранным значением количества 
зондов проводили 60 численных эксперимен-
тов. Каждый эксперимент проводился до тех 
пор, пока ЗМГР не выходила на уровень насы-
щения, т. е. не достигала значения 0,8.  

Через каждые сто поколений в модели мы 
проводили гибридизационный тест для опреде-
ления ЗМГР и оценивали среднее количество 
замен, накопленных штаммами вирусной по-
пуляции от начального генотипа. В получен-
ных итоговых результатах для каждого чис-
ленного эксперимента мы оценивали корреля-
цию между долей замен в вирусной ДНК или 
РНК и соответствующих этим долям замен 
ЗМГР. Зависимости ЗМГР от доли замен в по-
следовательности представлены на рис. 3. В 
результате было установлено, что при увели-
чении количества зондов выраженность линей-

ной связи между долей замен и ЗМГР возрас-
тала, приближаясь к прямой линии. 

Как уже отмечалось выше, для каждого вы-
бранного количества зондов проводились 
60 численных испытаний. В каждом из них мы 
подсчитывали коэффициент линейной корре-
ляции [7] между долей замен и ЗМГР. В ре-
зультате среднее значение коэффициента кор-
реляции для 5 зондов составило 0,908, а для 
35 – 0,974 (рис. 4). Анализируя график, можно 
сделать вывод, что по мере увеличения количе-
ства используемых зондов подсчитываемый 
коэффициент корреляции возрастает лишь до 
определенного предела, примерно равного 
0,97. При количестве зондов в 25 и более ко-
эффициент корреляции между ЗМГР и долей 
замен в последовательностях перестаёт расти и 
выходит на уровень насыщения. Это говорит о 
том, что применение ЗМГР оказывается кор-
ректным, если для гибридизационного теста ис-
пользуются не менее 25 зондов. Это подтвер-
ждают и изменения среднеквадратичного откло-
нения от среднего значения подсчитанного ко-
эффициента корреляции при разном числе зон-
дов (см. рис. 4), которое при количестве зондов 
25 и более также выходит на уровень насыщения.  

Подводя итог, можно утверждать, что 
ЗМГР даёт адекватные оценки генетическим 
дистанциям между двумя штаммами вирусов, 
если её значение не превышает допустимого 
порога в 0,8. В этих условиях для получения 
более точного результата необходимо исполь-
зовать 25 и более гибридизационных зондов.  

Следует заметить, что все производимые 
вычисления относятся к случаю, когда длина 
зонда составляет 25 нуклеотидов. В принципе в 
гибридизационном тесте могут использоваться 
зонды различной длины. Если средняя длина 
используемых зондов составит 25 нуклеотидов, 
то все перечисленные выводы будут относить-
ся и к этому случаю. Как уже отмечалось ра-
нее, на один зонд длиной в 25 нуклеотидов при 
ЗМГР, равной 0,8, будет приходиться в сред-
нем 1,5 замены в гомологичном участке после-
довательности. Следовательно, при использо-
вании зондов с другой длиной на один зонд 
при достижении порога чувствительности гиб-
ридизационого теста должны приходиться 
1,5 замены в гомологичном участке нуклео-
тидной последовательности вируса. Это озна-
чает, что при использовании более коротких 
зондов порог чувствительности будет дости-
гаться при большей доле замен в последова-
тельности, чем при использовании длинных. 
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Рис. 3. Зависимость зондовой меры генетическо-
го расстояния от доли замен в последовательностях 
ДНК или РНК вирусов при разном количестве зон-
дов, используемых для гибридизационного теста: а – 
5 зондов, б – 35 зондов 
 

Рис. 4. а – среднее значение коэффициента кор-
реляции между долей замен в последовательности 
вирусной ДНК или РНК и ЗМГР при различном ко-
личестве зондов; б – среднеквадратичное отклонение 
коэффициента корреляции от среднего значения при 
различном количестве зондов 
 

 
Например, при длине зонда в 19 нуклеотидов 
порог чувствительности гибридизациного теста 
достигается при доле замен в 0,079, а при дли-
не в 30 нуклеотидов порог чувствительности 
будет составлять 0,05. Таким образом, исполь-
зование более коротких зондов позволяет ис-
пользовать гибридизационный тест на большем 
отрезке времени независимого существования 
двух рассматриваемых штаммов вируса. С дру-
гой стороны, использование коротких зондов 
влечёт за собой опасность некомплементарного 
связывания их с нуклеотидной последователь-
ностью вируса, что может привести к сбою в 
работе гибридизационого теста при определе-
нии генетических расстояний. Необходимо 
поддерживать определённый компромисс меж-
ду длиной зонда и чувствительностью гибри-
дизационого теста. 

Несмотря на то что описываемая в работе 
мера генетических дистанций обладает мень-
шей разрешающей способностью, чем непо-
средственное секвенирование ДНК и РНК, по-
пуляционная генетика вирусов является пер-
спективным направлением. Как уже отмеча-

лось, достаточная дешевизна мультилокусного 
гибридизационого теста и меньшие временные 
затраты позволят анализировать большие вы-
борки штаммов вирусов из различных очагов 
циркуляции инфекций. Всё это может дать аде-
кватную статистически достоверную информа-
цию о многих процессах, происходящих на 
уровне вирусных популяций.  

В частности, с использованием гибридиза-
ционной меры генетического расстояния мож-
но сравнивать эффективные размеры популя-
ций вирусов из различных ареалов и потоки 
генетической информации из одной популяции 
в другую. Этот же подход может быть эффек-
тивным при оценке патогенности штаммов ви-
руса. Если исследуемый штамм согласно ре-
зультатам теста окажется близок к штамму, 
проявляющему высокую инфекционную спо-
собность, то проявления похожих свойств 
можно ожидать и от искомого штамма.  

В преддверии бурного развития методов 
генодиагностики, использующих биочиповые 
технологии, применимая практически для лю-
бых биологических объектов математическая 
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верификация метода мультилокусного зонди-
рования может служить достоверно обосновы-
вающим аргументом при анализе популяцион-
но-генетических данных, одновременном ти-
пировании разных вариантов микроорганизмов 
в одном образце, а также скрининге вариантов 
генов и геномов живых объектов для их целе-
направленного секвенирования.  
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Verification of the method of multilocus probing of tick-borne encephalitis  
virus genome for genetic distances determination with the help of computer 
simulation 
Yu. S. Bukin1, Yu. P. Dzhioev2, A. I. Paramonov2. 
1Limnological Institute SB RAS, Irkutsk 
2 Scientific Center of Family Health and Human Reproduction SB RAMS, Irkutsk 

Abstract. Multilocus hybridization probing in biochips performance in the last decade has been being used for pa-
thogens genodiagnostics of many viral infections. In this paper we propose a measure of genetic distance, calculated 
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on the basis of multilocus genetic probing. With the help of computer simulation we show the boundaries of appli-
cability of the hybridization tests in the evaluation of genetic distances. It was established that at certain time period 
of independent existence of two virus strains, the genetic distance, estimated by using hybridization test increases 
linearly. It is shown that to obtain adequate results in the hybridization test you must use at least 25 probes. The pos-
sibility of application of the developed measures of genetic distances in populational, evolutionary and epidemiol-
ogical studies of different viruses is discussed. 

Key words: virus, strains, oligonucleotide probes, hybridization tests, genetic distances, computer simulation. 
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