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Введение 

Рекомбинация – процесс, который влияет 
на биологическую эволюцию на самых разных 
уровнях. Рекомбинация разрушает сцепленное 
наследование, что существенно для генного 
картирования, создаёт значительное генетиче-
ское разнообразие в природных популяциях 
путём перетасовки существующих вариантов 
геномов, её наличие необходимо учитывать 
при реконструкции филогений. Кроме того, 
рекомбинация играет важную роль в эволюции 
некоторых человеческих патогенов, что отра-
жается на методах их лечения и профилактики 
[12]. Рекомбинация имеет существенное значе-
ние в эволюции вирусов, являясь способом об-
мена генами между вирусными частицами, а 
также, наряду с дрейфом генов, источником 
генетического разнообразия. Она отмечена во 
всех группах ДНК-содержащих вирусов и у 
многих РНК-содержащих вирусов [2; 5]. Ре-
комбинация отмечена и у представителей рода 
Flavivirus [7], в который входит возбудитель 
такого опасного заболевания, как клещевой 
энцефалит. Вопрос о наличии рекомбинации у 
ВКЭ обсуждается, однако литературные дан-
ные по этому вопросу противоречивы [3].  

Геном вируса клещевого энцефалита (ВКЭ) 
представлен одной молекулой однонитчатой 
РНК положительной полярности общей длиной 
около 11 тыс. нуклеотидов [1]. Скорость нук-
леотидных замен достаточно велика и состав-

ляет в среднем по геному 2,6×10-4 на сайт в год 
[4]. Поскольку всестороннее изучение эволю-
ции ВКЭ может иметь большое значение для 
диагностики, предупреждения и лечения вызы-
ваемого им заболевания, вопрос о возможности 
рекомбинации должен быть разрешён.  

Компьютерные программы для обнаруже-
ния рекомбинации дают ответ на следующие 
вопросы: присутствуют ли в выборке рекомби-
нантные последовательности, где именно рас-
положены сайты рекомбинации и какие после-
довательности вовлечены в рекомбинацию [8]. 
Если с ответом на первые два вопроса справ-
ляются практически все программы, то ответ 
на третий вопрос часто вызывает трудности и 
требует дополнительной ручной работы, такой 
как анализ филогенетических деревьев.  

Методы обнаружения рекомбинации можно 
разделить на несколько групп, в зависимости от 
подхода, применяемого при её обнаружении.  

Методы расстояний, или методы анализа 
шаблонов последовательностей ищут измене-
ния в расстояниях между последовательностя-
ми. Обычно они используют скользящее окно и 
какую-либо статистику, основанную на гене-
тических расстояниях. К этой группе относятся 
использованные в данной работе методы 
Maximum χ2, Chimaera, SiScan, GENECONW.  

Филогенетические методы фиксируют на-
личие рекомбинации, когда филогенетические 
деревья, построенные на разных частях генома, 
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имеют различные топологии. Если сравнение 
двух соседних участков последовательностей 
даёт разный порядок ветвления, это позволяет 
предположить, что между ними произошло ре-
комбинационное событие. Эта группа методов 
наиболее широко упоминается в литературе, в 
неё входят методы TOPAL и RDP.  

Методы совместимости анализируют по-
следовательности сайт за сайтом в поисках фи-
логенетических несовместимостей, для этого 
не требуется филогенетическая схема целых 
последовательностей. В эту группу входит ме-
тод BootScan. 

Материалы и методы 

Исследовались 29 полногеномных нуклео-
тидных последовательностей вируса клещевого 
энцефалита. В качестве аутгруппы использова-
лась полногеномная нуклеотидная последова-
тельность вируса Омской геморрагической ли-
хорадки. В работе применялись следующие 
компьютерные методы обнаружения рекомби-
нации: TOPAL [10], реализованный в составе 
пакета программ TOPALi v. 2.5 [15]; RDP [9]; 
GENECONW [11]; BootScan [6]; Максимум χ2 

[14]; Chimaera [12]; SiScan [8], реализованные в 
пакете программ RDP v. 3.34 [13]. Настройка 
программ производилась на рекомбинантных 
штаммах вируса гепатита В (штамм HPBADWl, 
номер в GenBank-№ D00329; HPBADW2-№ 
D00330; HPBADWZCG-№M57663; HPBADRC-
№D00630), а также на химерных флавивирусах 
– искусственных гибридах ВКЭ и вируса Ден-
ге. Все последовательности взяты из базы дан-
ных GenBank. 

Для всех программ была использована мо-
дель нуклеотидных замен Джукса – Кантора. 
Достигаемый уровень значимости был принят 
за 0,05. В ходе работы с программами приме-
нялись следующие настройки: TOPAL – длина 
окна 500, шаг 10, 1 проход; RDP – внешние и 
внутренние ссылки, размер окна 30; 
GENECONW – g-scale = 1; BootScan. Длина 
окна 200, шаг 20, использовать UPGMA дере-
во, число повторов бутсрепа 100; Максимум  
χ2 – заданный размер окна, 70 вариабельных 
сайтов на окно, не использовать пропуски; 
Chimaera – заданный размер окна, 70 вариа-
бельных сайтов на окно; SiScan – размер окна 
200, шаг 20, не использовать пропуски, исполь-
зовать все позиции. Все прочие настройки вы-
ставлены по умолчанию. 

Результаты и обсуждение 

На предварительном этапе были произве-
дены подбор и настройка компьютерных про-

грамм обнаружения рекомбинации на реком-
бинантных штаммах вируса гепатита B и хи-
мерных флавивирусах. Вирус гепатита B – 
ДНК-содержащий вирус, явление рекомбина-
ции в котором хорошо изучено. Для работы 
был использован один заведомо рекомбинант-
ный штамм вируса гепатита; два штамма, яв-
ляющиеся родительскими для рекомбинанта; 
один штамм выступал как аутгруппа. На этой 
выборке последовательностей была проверена 
способность компьютерных программ обнару-
живать рекомбинацию, а также их склонность 
к ложноположительным определениям. Про-
граммы, показавшие лучшие результаты, были 
использованы в дальнейшей работе.  

Во вторую тестовую выборку входили ге-
номы двух химерных флавивирусов – генно-
инженерные гибриды между ВКЭ и вирусом 
Денге и последовательности родительских ви-
русов. На этой выборке была произведена на-
стройка параметров программ, наиболее под-
ходящая для детекции рекомбинации у флави-
вирусов, с учётом высокой вариации частот 
замен между сайтами.  

Затем было проведено определение нали-
чия рекомбинации в исследуемой выборке 
штаммов, определено положение точек реком-
бинации. В таблице представлены список ис-
пользованных в работе штаммов вирусов, их 
номера в GenBank, обнаруженные точки ре-
комбинации и методы, которыми они были об-
наружены.  

Метод BootScan обнаружил 1 рекомбина-
ционное событие в штамме SN205. Метод 
Максимум χ2 – 4 рекомбинационных события в 
штаммах: Senjang, MDJ-01, Kavalerovo, а также 
в вирусе OHF. Метод Chimaera – 7 рекомбина-
ционных событий в штаммах Senjang, MDJ-01, 
Neudoerfl, SN 263, K23, Hypr, Kavalerovo. Так-
же зафиксирован ряд очень коротких рекомби-
нантных участков, предположительно являю-
щихся ложноположительными определениями.  
Метод SiScan показал склонность к ложнопо-
ложительным определениям: установлены бо-
лее 200 рекомбинационных событий во всех 
штаммах. Методом TOPAL выявлено около  
40 точек рекомбинации, следовательно, около 
20 рекомбинационных событий. К сожалению, 
этот метод не позволяет определить, какие 
именно последовательности рекомбинантны. 
Метод RDP установил 4 рекомбинационных 
события в штаммах EK-328, Vasilichenko, 
Zausaev, Kolarovo-2008. Метод GENECONW 
показал отсутствие рекомбинации среди изу-
чаемых последовательностей. 
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Таблица 
Обнаруженные точки рекомбинации генов в исследуемой выборке штаммов флавивирусов 

Штамм Номер доступа 
Положение точки  
рекомбинации 

Метод 

Primorye-90 FJ997899 – – 
Sofjin – – – 
Sofjin-HO AB062064 – – 
Oshima 5-10 AB062063 – – 
SN205 DQ989336 380–030 BootScan 

Senzhang AY182009 
2746–3882 
2728–3882 

Chimaera 
Максимум χ2 

MDJ-01 AY217093 
2745–3867 
2715–3867 

Chimaera 
Максимум χ2 

Glubinnoe DQ862460 – – 
178-79 EF469661 – – 
Neudoerfl U27495 9647–10242 Chimaera 
263 DQ153877 9648–10242 Chimaera 
K23 AF091010 9648–10242 Chimaera 
Hypr U39292 9326–10021 Chimaera 
886-84 EF469662 – – 
EK-328 DQ486861 8903–10122 RDP 
Vasilchenko AF069066 9780–10122 RDP 
Zausaev AF527415 9746–10099 RDP 
P-69 EU816453 – – 
P-94 EU816454 – – 
P-253 EU816451 – – 
P-270 EU816452 – – 
P-86 EU816455 – – 
P-212 EU816450 – – 
P-322 AY169390 – – 
P-89 FJ906622 – – 

Kavalerovo FJ402885 
2760–3867 
2762–3867 

Chimaera 
Максимум χ2 

Dalnegorsk FJ402886 – – 
Kolarovo-2008 FJ968751 9743–10122 RDP 
Salem FJ572210 – – 
Оmsk hemmorragic 
fever 

NC_005062 380–891 Максимум χ2 

 
В ходе работы было произведено определе-

ние наличия рекомбинации в выборке штаммов 
флавивирусов, а также сделаны выводы о воз-
можности применения различных программ 
обнаружения рекомбинации к данному объек-
ту. Метод SiScan был отвергнут на предвари-
тельном этапе, так как показал большое коли-
чество ложноположительных определений на 
тестовой выборке. Вероятно, это связано с вы-
сокой скоростью нуклеотидных замен в дан-
ных последовательностях. Методы Вootscan и 
GENECONV показали высокую чувствитель-
ность на тестовой выборке, однако в исследуе-
мом наборе последовательностей обнаружили 
лишь небольшое количество рекомбинантных 
участков. Вероятно, это связано с величиной 

выборки и входящими в неё штаммами – оба 
метода требуют наличия в ней родительских 
последовательностей. 

Методы RDP, Сhimaera, Максимум χ2 и 
TOPAL показали высокую чувствительность и 
малое количество ложноположительных опре-
делений на тестовой выборке вируса гепатита 
B. Определение рекомбинации этими методами 
показало наличие значительного количества 
рекомбинантных участков в исследуемом на-
боре последовательностей ВКЭ, что позволяет 
сделать вывод о возможности рекомбинации у 
данного вируса. 

Заключение 

Таким образом, посредством проведенного 
скрининга и применения компьютерных про-
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грамм для обнаружения рекомбинации у виру-
сов показано, что наиболее подходящими ме-
тодами для выявления рекомбинационных со-
бытий в популяциях вирусов с одноцепочеч-
ным несегментированным РНК-геномом явля-
ются программные методы RDP, Сhimaera, 
Максимум χ2 и TOPAL. Результаты, получен-
ные с применением этих программ на полноге-
номной выборке штаммов ВКЭ достоверно по-
казывают возможность детекции у них реком-
бинационных событий. 
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