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Бруцеллез – одно из наиболее распространенных зоонозных заболеваний, передающихся человеку от инфицирован-
ных животных, которое наносит как экономический, так и социальный урон государствам. Существующие сертифици-
рованные вакцины против бруцеллеза не соответствуют в полной мере всем необходимым требованиям безопасности 
и эффективности для их широкого применения, в первую очередь для людей. Стремительное развитие новых техно-
логий, в частности биоинформатики, может позволить получить качественно новые препараты для профилактики 
данного заболевания. С помощью методов обратной вакцинологии можно уже на начальном этапе создания вакцин 
выбрать наиболее иммуногенные белки, способные обеспечить долговременный протективный иммунитет против 
патогена. В настоящем исследовании был проведен биоинформатический анализ 45 предсказанных поверхностных 
белков   с использованием 24 компьютерных программ и нескольких баз данных с целью выявления наиболее пер-
спективных кандидатов для вакцин. Исследование включало 11 основных этапов. В результате анализа было опреде-
лено 8 наиболее перспективных кандидатов в вакцины против бруцеллеза, среди которых ЛПС-сборочный белок 
внешней мембраны бруцелл LptD наиболее полно отвечал всем критериям отбора. LptD является перспективным 
кандидатом для создания субъединичных и ДНК-вакцин против бруцеллеза. 
Ключевые слова: Brucella, бруцеллез, антигены, вакцина, обратная вакцинология, биоинформатика

Для цитирования: Дятлова В.И. Применение методов обратной вакцинологии для разработки новых вакцин против бруцеллеза. Бактериология. 
2021; 6(4): 16–29. DOI: 10.20953/2500-1027-2021-4-16-29

Application of reverse vaccinology methods 
for the development of new vaccines against brucellosis
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State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Moscow Region, Russian Federation

Brucellosis is one of the most common zoonotic diseases transmitted to humans from infected animals. The disease has 
negative consequences for the state, both economically and socially. The existing certified brucellosis vaccines do not fully meet 
all the necessary safety and efficacy requirements for their widespread use, primarily for humans. The rapid development of 
new technologies, in particular bioinformatics, can make it possible to obtain qualitatively new preparations for the prevention 
of this disease. Using the methods of reverse vaccinology, it is possible to select the most immunogenic proteins that can 
provide long-term protective immunity against the pathogen. In the present study, a bioinformatic analysis of 45 predicted 
surface proteins of Brucella аbortus were carried out using 24 computer programs in order to identify the most promising 
candidates for vaccines. The study included 11 main stages. As a result, 8 most promising candidates for vaccines against 
brucellosis were identified, among which the LPS-assembly protein of the outer membrane of brucella LptD most fully met all 
selection criteria. LptD is a promising candidate for the development of subunit and DNA vaccines against brucellosis.
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Б
руцеллез – одно из наиболее распространенных зоо-

нозных заболеваний, передающихся человеку от инфи-

цированных животных как при непосредственном контакте, 

так и при употреблении непастеризованных молочных про-

дуктов. Оно наносит и экономический, и социальный урон 

государствам, обусловленный частым развитием хрониче-

ского течения инфекции и инвалидизации переболевших 

людей.

Вакцинация является перспективным методом профилак-

тики бруцеллеза. В настоящее время широко используются 

ветеринарные живые аттенуированные вакцины против 

этого заболевания. Они играют важную роль в борьбе с эпи-

демиями бруцеллеза, но все же имеют ряд недостатков, 

включая патогенность для человека, потенциальную воз-

можность самопроизвольного аборта у беременных живот-

ных, затруднения при интерпретации диагностических те-

стов и др. Применяемая в нашей стране для людей сухая 

живая вакцина на основе штамма Brucella аbortus 19BA 

имеет ограниченное использование в связи с большим чис-

лом противопоказаний. Международной лицензированной 

вакцины против бруцеллеза для человека до сих пор не су-

ществует. Профилактика заражения людей в первую оче-

редь основана на повышении осведомленности населения, 

контроле пищевых продуктов, гигиене труда и безопасности 

лабораторий [1]. 

Субъединичные и ДНК-вакцины за счет таких преиму-

ществ, как безопасность, экономичность и эффективность, 

могут решить данную проблему [2, 3]. Однако для их созда-

ния необходим тщательный отбор мишеней, способных ин-

дуцировать протективный иммунный ответ против патогена. 

В течение последних двух десятилетий был исследован 

вакцинный потенциал различных антигенов бруцелл (Omp16, 

Оmp19, Оmp25, Omp28, Omp31, GroES, L7/L12, BCSP31, 

SOD, P39 и др.) и показано значительное снижение бактери-

альной нагрузки на органы у иммунизированных ими мышей 

[4–9]. Тем не менее использование одного антигена, как 

правило, не может обеспечить уровень защиты от бруцелле-

за, сопоставимый с живыми аттенуированными вакцинами 

[3]. Необходимы дальнейшие исследования по выявлению 

новых антигенов и созданию на их основе мультиантигенных 

или мультиэпитопных вакцин. 

В настоящее время все больше становятся востребованы 

новые стратегии разработки безопасных, стабильных и эф-

фективных вакцин с помощью таких технологий биоинфор-

матики, как обратная вакцинология, иммуноинформатика и 

структурная вакцинология. 

Обратная вакцинология (ОВ) – это широко распространен-

ный подход для прогнозирования потенциальных вакцин-кан-

дидатов путем скрининга протеома патогена с помощью ком-

пьютерного анализа. Он включает определение субклеточной 

локализации белков, их антигенных, физико-химических 

свойств и пр. ОВ значительно сокращает время и затраты на 

разработку вакцин по сравнению с традиционным подходом, 

позволяет идентифицировать и изучать антигены, присутству-

ющие в небольших количествах или только на определенных 

этапах жизненного цикла организма, а также белки некульти-

вируемых или опасных микроорганизмов [10, 11]. 

Первой лицензированной вакциной, созданной с помощью 

методов ОВ, была вакцина против Neisseria meningitidis серо-

группы B (MenB) [12]. Анализ in silico генома изолята MenB 

позволил идентифицировать 600 генов, кодирующих потен-

циальные поверхностные белки, 350 из которых удалось по-

лучить в экспрессионной системе Escherichia coli и использо-

вать для иммунизации мышей. Окончательный выбор трех 

антигенов (NadA, fHbp, NHBA) был обусловлен их высокой 

защитной способностью, определяемой по бактерицидной 

активности сывороток мышей и максимальному охвату анти-

генной изменчивости штаммов MenB. В результате была 

создана четырехкомпонентная вакцина 4CMenB (Bexsero® 

(GSK Vaccines)), включающая, кроме трех отобранных бел-

ков, также высокоиммуногенный компонент везикул наруж-

ной мембраны менингококков PorA P1.4 [13, 14]. Она была 

одобрена для применения в Европе в 2013 г. для всех воз-

растных групп и в США в 2015 г. для лиц от 10 до 25 лет [15]. 

Также в настоящее время с помощью методов ОВ разрабаты-

ваются вакцины против Acinetobacter baumannii, Campylobacter 

jejuni, Mycobacterium tuberculosis, Shigella flexneri, 

Staphylococcus aureus и др. [16–20]. Методы ОВ широко ис-

пользуются и при создании вакцин против COVID-19 [21, 22]. 

Целью данного исследования являлось вычисление 

белков-кандидатов в вакцины против бруцеллеза методами 

обратной вакцинологии. 

Материалы и методы

Для анализа были использованы последовательности ге-

номов и протеомов бруцелл, полученные в базах данных 

Genbank NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) и UniProt (http://

www.uniprot.org/proteomes), а именно 10 штаммов B. аbortus: 

B. abortus 2308 (NCBI:txid359391; NC_007618.1, NC_007624.1; 

UP000002719), B. abortus bv. 1 str. 9-941 (NCBI:txid262698; 

NC_006932, NC_006933; UP000000540), B. abortus bv. 2 str. 

86/8/59 (NCBI:txid520450; CP007765.1, CP007764.1; 

UP000028807), B. abortus bv. 6 str. 870 (NCBI:txid520454; 

CP007709.1, CP007710.1; UP000005091), B. abortus str. 63/75 

(NCBI:txid:235; CP007663.1, CP007662.1; UP000028790), 

B. abortus bv. 9 str. C68 (NCBI:txid520455; CP007705.1, 

CP007706.1; UP000003961), B. abortus str. BAB8416 

(NCBI:txid235; CP008774.1, CP008775.1; UP000035967), 

B. abortus A13334 (NCBI:txid1104320; NC_016795.1, 

NC_016777.1; UP000006807), B. abortus str. NCTC 10505 

(NCBI:txid235; CP009625.1, CP009626.1; UP000028785), 

B. abortus 104M (NCBI:txid1210454; CP009625.1, CP009626.1; 

UP000064067); геномы видов B. abortus (NCBI:txid235), 

B. melitensis (NCBI:txid29459), B. suis (NCBI:txid29461), 

B. canis (NCBI:txid36855), B. pinnipedialis (NCBI:txid120576). 

Также использовались аминокислотные последовательно-

сти протеомов человека (Homo sapiens, NCBI:txid9606; 

UP000005640), мыши (Mus musculus, NCBI:txid10090; 

UP000000589), морской свинки (Cavia porcellus, 

NCBI:txid10140; UP000005447), кролика (Oryctolagus 

cuniculus, NCBI:txid9986; UP000001811), крупного рогатого 

скота (Bos taurus, NCBI:txid9913; UP000009136), козы (Capra 

hircus, NCBI:txid9925; UP000291000), овцы (Ovis aries, 

NCBI:txid9940; UP000002356), свиньи (Sus scrofa, 

NCBI:txid9823; UP000008227) и собаки (Canis lupus familiaris, 

NCBI:txid9615; UP000002254). 

Этапы анализа протеомов представлены на рис. 1.
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1. Определение субклеточной локализации белков

Для прогноза субклеточной локализации белков протео-

мов исследуемых штаммов были использованы компьютер-

ные программы PSORTdb4.0 (https://db.psort.org), Vaxign2 

(http://www.violinet.org/vaxign2), CELLOv.2.5 (http://cello.life.

nctu.edu.tw/). PSORTdb4.0 включает набор аналитических 

алгоритмов, таких как метод опорных векторов (Support 

Vector Machine/SVM), скрытую марковскую модель (Hidden 

Markov Model/HMM), средство поиска основного локального 

выравнивания (Basic Local Alignment Search Tool/BLAST), ал-

горитм поиска ассоциативных правил (Apriori) и др. Данный 

многокомпонентный подход позволяет учитывать одновре-

менно несколько характеристик каждого белка, включая на-

личие у него сигнальных последовательностей, трансмем-

бранных петель, специфических мотивов и участков гомоло-

гии с белками известной локализации, с целью более точного 

предсказания расположения его в клетке [23–25]. 

Vaxign2 – это первая зарегистрированная публично до-

ступная система дизайна вакцин, включающая множество 

программ, позволяющих определять субклеточную локали-

зацию белка (PSORTb2.0), его трансмембранные сегменты 

(HMMTOP, основанная на HMM), адгезивность (SPAAN), 

консервативные участки между разными геномами, исклю-

чая при анализе сходные участки с непатогенными штамма-

ми микроорганизмов, сравнивать аминокислотные последо-

вательности предсказанных белков и белков хозяина 

(OrthoMCL, основанная на BLAST), предсказывать 

Т-клеточные эпитопы, связывающие молекулы MHC I и MHC 

II (Vaxitope, основанная на методе позиционной весовой ма-

трицы PSSM (Position Specific Scoring Matrix)), проводить 

функциональный анализ белков (DAVID) [26].

Для предсказания субклеточной локализации белков 

была также использована программа CELLOv.2.5, которая 

включает многокомпонентную систему классификации SVM 

с 4 типами схем кодирования последовательностей: амино-

кислотный состав, дипептидный состав, расщепленный ами-

нокислотный состав и состав последовательности на основе 

физико-химических свойств аминокислот [25].

С помощью программ PSORTdb4.0, Vaxign2, CELLOv.2.5 

были отобраны белки, находящиеся во внешней мембране и 

внеклеточном матриксе бруцелл, общие для всех 10 иссле-

дуемых штаммов.

2. Идентификация гомологов белков человека

Предсказанные общие для всех штаммов поверхностные 

мембранные и секретируемые белки были подвергнуты ана-

лизу локального выравнивания BLASTp (https://blast.ncbi.

n l m . n i h . g o v / B l a s t . c g i ? P R O G R A M = b l a s t p & PAG E _

T Y P E = B l a s t S e a r c h & B L A S T _ S P E C = & L I N K _

LOC=blasttab&LAST_PAGE=blastx) против протеома челове-

ка на серверах NCBI и UniProt (cutoff для гомологов: E-value 

<0,005, идентичность >35%). Белки, удовлетворяющие этим 

критериям, рассматривались как гомологи человеческих и 

исключались из исследования [27]. 

Кроме того, с помощью программы PBIT (http://www.pbit.

bicnirrh.res.in/index.php), основанной на BLAST, были вычис-

лены гомологи белков микробиоты кишечника человека, 

(E-value <0,005, идентичность >50%), и в BLASTp – гомологи 

белков лабораторных животных (мыши, морские свинки, 

кролики) и млекопитающих, восприимчивых к патогенным 

для человека видам бруцелл (крупный рогатый скот, козы, 

овцы, свиньи, собаки) (E-value <0,005, идентичность >35%), 

которые исключались из анализа [28].

3. Вычисление адгезинов

Вероятность того, что белок является адгезином, рассчи-

тывалась в программе Vaxign2. При коэффициенте адгезии 

более 0,5 белок рассматривался как адгезивный. 

Рис. 1. Этапы анализа протеомов бруцелл методами обратной 

вакцинологии.
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4. Анализ антигенности белков. Прогнозирование ви-

рулентных, патогенных и протективных антигенов

Антигенность белков анализировали с помощью VaxiJen 

v.2.0 (http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.

html). Этот метод основан на автокросс-ковариантном пре-

образовании белковых последовательностей в однородные 

векторы без их выравнивания [29]. В целях повышения точ-

ности прогноза и минимизации ложноположительных ре-

зультатов использовали пороговое значение cutoff ≥0,4. 

Вирулентность белков рассчитывалась в программе 

VirulentPred (http://203.92.44.117/virulent/), основанной на 

двухслойном каскадном SVM: первый слой включал оценку 

индивидуальных особенностей белковых последовательно-

стей и профилей сходства белков методами SVM и PSI-

BLAST (Position-Specific Iterated BLAST) с пятикратной пере-

крестной проверкой, второй слой – финальный прогноз с 

SVM [30]. Пороговое значение для отбора вирулентных бел-

ков составляло cutoff ≥1. 

Патогенные белки определяли в программе MP3 (http://

metagenomics.iiserb.ac.in/mp3/index.php). Инструмент MP3 

использует интегрированный подход с двумя методами 

(SVM и HMM) для повышения эффективности и точности 

предсказания патогенных белков в геномных и метагеном-

ных базах данных [31]. Пороговое значение составляло 

cutoff >0. 

Прогноз протективных антигенов осуществлялся в Vaxign-

ML (http://www.violinet.org/vaxign/vaxign-ml/index.php), которая 

использует до 509 биологических и физико-химических ха-

рактеристик каждой белковой последовательности для 

предсказания защитных антигенов. В ее основе лежит алго-

ритм экстремального градиентного бустинга (XGBoost) и 

данные базы защитных антигенов Protegen [32]. Белки, для 

которых в программе было получено значение протегенно-

сти <90% и классифицированные в программе как «непро-

тективные», исключались из работы.

5. Аллергенность белков

Аллергенность белков определялась в программе 

AllerTOPv.2.0 (http://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/index.

html), основанной на автокросс-ковариантном преобразова-

нии белковых последовательностей в однородные векторы 

одинаковой длины, в ней белки классифицируются с помо-

щью алгоритма k-ближайших соседей на основе обучающе-

го набора из почти 2500 известных аллергенов и неаллерге-

нов [33].

6. Расчет иммуногенности белков

С помощью NetMHC4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/

NetMHC/) и NetMHCII-2.3 (https://services.healthtech.dtu.dk/

service.php?NetMHCII-2.3), использующих для расчетов ис-

кусственные нейронные сети, были предсказаны 9-мерные и 

15-мерные Т-эпитопы, связывающие MHCI (аллеля HLA-

A0201) и MHCII (аллеля HLA-DRB1_0101) соответственно. 

Показатели плотности Т-эпитопов (ПЭ) в белках вычисля-

лись по формуле: ПЭ = число рассчитанных эпитопов / длина 

полипептида. Затем рассчитывалось среднее значение двух 

ПЭ для каждого белка [34–36].

Общая иммуногенность белков (как сумма показателей 

иммуногенности составляющих их пептидов, связывающих 

MHC I) определялась в программе Class I Immunogenicity на 

сервере базы данных иммунных эпитопов IEDB (Immune 

Epitope Database) (http://tools.iedb.org/immunogenicity/), кото-

рая использует свойства аминокислот, а также их положе-

ние в пептиде для прогнозирования иммуногенности ком-

плекса пептида-MHC I. Более высокая оценка указывает на 

большую вероятность индукции иммунного ответа. Белки, 

для которых получены отрицательные значения иммуноген-

ности, исключались из работы [37]. 

7. Выявление белок-белковых взаимодействий

Взаимодействие между белками определяли с помощью 

базы данных STRING v.11.5 (Search Tool for the Retrieval of 

Interacting Genes/Proteins, https://string-db.org/). Для расши-

ренного анализа STRING использует как хорошо известные 

системы классификации (Gene Ontology/GO и Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes/KEGG), так и новые си-

стемы, основанные на высокопроизводительном интеллек-

туальном анализе текста, а также на иерархической класте-

ризации самой сети ассоциаций [38, 39]. Параметрами от-

бора белков в работе служили следующие параметры: 

p-значение обогащения белок-белковых взаимодействий 

(при значении ниже порогового указывает на то, что узлы не 

являются случайными и наблюдаемое количество ребер яв-

ляется значительным) <0,05, средний коэффициент локаль-

ной кластеризации (показывает степень связи узлов (nodes) 

в сети) >0,7, средняя степень узла (количество взаимодей-

ствий, которое в среднем имеет белок в сети) >3, превыше-

ние количества ребер (edges) над ожидаемым (в случае, 

если бы узлы были выбраны случайным образом). Белки, 

для которых не выявлено достоверное число взаимодей-

ствий, исключались из работы.

8. Прогнозирование мембранной топологии белков 

Для прогнозирования мембранной топологии белков ис-

пользовали программу DeepTMHMM (https://biolib.com/DTU/

DeepTMHMM/), модель глубокого обучения, основанную на 

блоках долгой краткосрочной памяти и условных случайных 

полях. В ней определялись наиболее вероятная топология 

белков (трансмембранная локализация, внешняя или вну-

тренняя поверхности наружной бактериальной мембраны), 

расположение структурных элементов (сигнальной последо-

вательности, трансмембранных α-спиралей, β-тяжей), тип 

белка (трансмембранный, секреторный, глобулярный).

Трансмембранные α-спирали в структуре белков также 

вычислялись в TMHMMv.2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/

TMHMM), основанной на HMM [40]. Аминокислотная после-

довательность белков, как и во всех программах, использо-

ванных в работе, вводилась в FASTA-формате, результаты 

демонстрировали количество, размер и локализацию транс-

мембранных α-спиралей. Белки, в которых было вычислено 

более 1 трансмембранной спирали, исключались из анали-

за.

Прогнозирование топологии предполагаемых трансмем-

бранных β-цилиндрических белков проводили методом 

BOCTOPUS2 (https://b2.topcons.net/pred/) в режиме двух-

этапного подхода вычислений: на первом этапе применяют-

ся 4 отдельных SVM для определения местоположения каж-

дого остатка (обращенного к поре или липидному слою, 
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внутренние и наружные петли), на втором этапе – HMM для 

прогнозирования общей топологии [41, 42]. 

В SignalP-6.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.

php?SignalP-6.0), основанной на языковой модели-транс-

формере с условным случайным полем для структурирован-

ного прогнозирования, вычислялись тип сигнальной после-

довательности (сигнальный пептид Sec/SPI, транспортируе-

мый транслоконом Sec и расщепляемый сигнальной пепти-

дазой I (Lep), Sec/SPII – липопротеиновый сигнальный пеп-

тид, расщепляемый сигнальной пептидазой II (Lsp), Tat/SPI и 

Tat/SPII – Tat-сигнальные пептиды, транспортируемые Tat, 

Sec/SPIII – пилин и пилин-подобные сигнальные пептиды, 

транспортируемые Sec и расщепляемые сигнальной пепти-

дазой III (PilD/PibD)), сайты расщепления в анализируемых 

поверхностных бруцеллезных белках и соответствующая 

вероятность [43, 44]. 

9. Определение физико-химических характеристик 

белков

Основные физико-химические характеристики белков 

(аминокислотный состав, молекулярную массу, теоретиче-

скую изоэлектрическую точку (pI), коэффициент экстинкции, 

расчетный период полураспада in vivo, алифатический ин-

декс (АИ) (чем выше АИ, тем выше термостабильность 

белка), индекс нестабильности (ИН) (белок стабилен в про-

бирке при ИН <40), cреднее значение гидроксипатичности 

GRAVY (GRAVY <0 характеризует гидрофильность белка) и 

др.) определяли с помощью инструмента ProtParam tool на 

сервере Expasy (https://web.expasy.org/protparam/) [45]. 

Наличие и расположение дисульфидных мостиков в бел-

ках рассчитывали в программе DiANNA 1.1 (http://clavius.bc.

edu/~clotelab/DiANNA/), которая использует нейронную сеть 

прямого распространения для определения степени окисле-

ния цистеина и дисульфидной связности белка, учитывая 

только его аминокислотную последовательность [46].

Растворимость белка при избыточном его производстве в 

E. coli определялась в программе SOLpro (http://scratch.

proteomics.ics.uci.edu), в которой применяется двухстадий-

ная архитектура SVM [47], а также в программе Protein-Sol 

(https://protein-sol.manchester.ac.uk/), которая использует мо-

дели машинного обучения, тренированные на наборе дан-

ных из 137 последовательностей терапевтических антител и 

на 12 биофизических платформах, для прогнозирования 

растворимости белков [48].

10. Определение основных (незаменимых) белков

На сервере DEG v.15.0. (http://www.essentialgene.org) ме-

тодом BLASTp было проведено сравнение последователь-

ностей исследуемых белков с незаменимыми белками из 

базы DEG v.15.0 [49]. Параметры отбора для основных бел-

ков были следующие: идентичность >35%, bit score >100, 

E-value >1E-15.

11. Анализ консервативности гена выбранного белка 

для патогенных для человека видов Brucella

С помощью BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.

cgi?PROGRAM= blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_

SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=blastn) было про-

ведено локальное выравнивание гена выбранного белка 

против генома рода Brucella, а также против геномов пато-

генных для человека видов бруцелл: B. аbortus, B. melitensis, 

B. suis, B. canis, B. pinnipedialis. При оценке гомологии нукле-

отидных последовательностей учитывались показатели 

идентичности (99–100%), охвата (100%) и значимости вы-

равнивания (E-value <0,05). 

Результаты и обсуждение

1. Определение субклеточной локализации белков 

Протеомы 10 исследуемых штаммов B. abortus, представ-

ленные в базе UniProt, включают от 3023 до 3326 белков. Из 

них, согласно расчетам в программах PSORTdb 4.0 и Vaxign 

2, по крайней мере 25–31 белок каждого штамма располага-

ется во внешней мембране клетки и 12–14 белков – это се-

кретируемые внеклеточные белки. С помощью программ 

Vaxign 2, BLAST, CELLO v.2.5 было вычислено 45 поверх-

ностных белков, общих для всех исследуемых штаммов 

B. abortus (табл. 1). На рис. 2 представлена диаграмма про-

центного распределения белков, экспрессирующихся с двух 

хромосом B. abortus bv. 1 str. 9-941, составленная по данным 

программы PSORTdb 4.0. 

2. Идентификация гомологов белков человека

Идентифицированные поверхностные бруцеллезные 

белки исследовали на предмет их сходства с белками проте-

ома человека с помощью программы BLASTp. Из 45 белков 

только 39 соответствовали заявленным выше критериям, то 

есть не являлись гомологами человеческих белков (табл. 1). 

Также для 8 белков выявлена гомология с белками микробио-

ты кишечника человека и для 2 белков – с белками лабора-

торных животных (мыши, морские свинки, кролики) и млеко-

питающих, восприимчивых к патогенным для человека видам 

бруцелл (крупный и мелкий рогатый скот, свиньи, собаки).

3. Расчет адгезивности белков

Из 34 отобранных поверхностных и секретируемых бру-

целлезных белков 26 были идентифицированы как адгезины 

в программе Vaxign2. Среди них наибольшие значения адге-

зивности были вычислены для WP_002967016.1 (0,9) и 

WP_002964998.1 (0,88).

Хромосома I Хромосома II

Не определено

Внеклеточный матрикс

Внешняя мембрана

Цитоплазматическая мембрана

Периплазма

Цитоплазма

46,5% 42,0%

24,0%29,6%

2,2%

20,1% 27,9%

5,0%

0,5%
0,7%

0,4%
1,2%

Рис. 2. Процентное распределение прогнозируемых белков 

B. abortus bv. 1 str. 9-941 по их субклеточной локализации 

(PSORTdb 4.0).
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Таблица 1. Анализ поверхностных бруцеллезных белков методами обратной вакцинологии

Номер белка в NCBI-Protein Название белка Количество аа I II III IV V V
I

V
II

V
III IX X X
I

X
II

X
III

X
IV

X
V

X
V

I

X
V

II

WP_002966739.1 LptD 792 м - - - + + + + + - + + с - 26 а +

WP_002965367.1 Omp25d 230 м - - - + + + + + - + + с - 8 а -

WP_002965368.1 Omp25c 228 м - - - + + + + + - + + с - 8 а -

WP_002964462.1 BhuA 620 м - - - + + + + + - + + с - 22 а -

WP_002966644.1 FlgE 396 в - - - + + + + + - + + г - - - -

WP_002967184.1 FlgH 242 м - - - + + + + + - + + с - - б -

WP_002969598.1 AlgEfp 417 м - - - + + + + + - + + г - 18 - -

WP_002963597.1 MliCfp 121 м - - - + + + + + - + + с - - а -

WP_002966591.1 TonB 661 м - - - + + + + + - + - с - 22 а -

WP_002965376.1 FghA 278 в г г г - + - - + - + + г - 2 - +

WP_002963836.1 Ndk 140 в г г г - - - - - а + + г - - - +

WP_002963986.1 PGb3dp 253 в - - - + + - + - - + - т 1 - - -

WP_002971034.1 PNPLA 315 в - г - - - - - - - + + г - - - +

WP_002964637.1 Lp 184 в - - - + + + + + а - + с - - б -

WP_002966987.1 Phagerp 458 в - - - - + - + + - + + г - - - -

WP_002966988.1 TsaD 359 в г г г + + - - + - + + т - - - +

WP_002967016.1 BigB 518 в - - - + + + + + - - - г - - - -

WP_002965213.1 M22 229 в - - - - + - - + - + + т - - - +

WP_002971772.1 D15 639 м - - - - + - + + - + + с - 16 - -

WP_002969669.1 YadAfp 1333 м - г - + + + + + а + + г - 4 а -

WP_002969883.1 Omp2a 321 м - - - + + - + + - + + с - 14 а -

WP_002971512.1 Omp2b 362 м - - - + + - + + - + + с - 16 а -

WP_002963844.1 Omp25 213 м - - - + + - + + - + + с - 8 а -

WP_002964008.1 SPORdp 990 м г - - - + - + + - + + г 2 - - -

WP_002964019.1 LysM 432 м - г - + + - + + а - + г - - б +

WP_002964049.1 RNA-bp 1132 м - - - - + - + + - + + т 1 2 - -

WP_011265341.1 BepC 456 м - - - - + - + + - + + г - 4 а -

WP_075589504.1 Trp 323 м - - - + + - + + - + + г - 12 - -

WP_002964282.1 BamA 781 м - - - - + - + + - + + с 1 16 а +

WP_002964402.1 Omp22 212 м - - - + + - + + - + + с 1 8 а -

WP_002964530.1 BamD 287 м - - - + - - - + - + + с - - б +

WP_011265365.1 OmpW 227 м - - - + + - - + а + + с 1 8 а -

WP_002964719.1 Omp31b 261 м - - - + + + + + а + + с - 8 а -

WP_002964782.1 YbgF 488 м г - - + + + + + - - + г - - a -

WP_002966947.1 Pal 168 м - - - - + - + - а + + с - - б +

WP_002964998.1 Omp19 177 м - - - + + + + + а - + с - - б -

WP_002967168.1 Ompβb 512 м - - - + + - + + - + + с - 18 а -

WP_002966502.1 Omp10 126 м - - - + + + + - а + + с - - б -

WP_002971189.1 BhuA 676 м - г - - + - + + - + - с - 22 а -

WP_002965726.1 Porinfp 284 м - - - + + - + + - + + с 1 8 а -

WP_002967131.1 FlgK 484 м - - - + + + + + а - + г - - - -

WP_002966373.1 Patatin 293 в - - - - + - - - а + + г - - - -

WP_002965683.1 TPRdp 295 в г - - + + - + + - - - с - - б -

WP_002966649.1 FlgD 137 в - г - + + + + + а - + г - - - -

WP_002966636.1 FliC 282 в - - - + + + + + - - + г - - - -

Условные обозначения: аа – аминокислоты; bp (binding protein) – связывающий белок; dp (domain protein) – белок, содержащий домен; fp (family protein) – белок, 
принадлежащий семейству; Lp – липопротеин; Trp – транспортер; I – субклеточная локализация (м – мембрана, в – внеклеточный матрикс) (PSORTdb); II – 
гомологи (г) белков человека (BLASTp); III – гомологи белков микробиоты кишечника человека (PBIT); IV – гомологи белков животных (лабораторных и 
чувствительных к бруцеллезу)(BLASTp); V – адгезины (Vaxign2); VI – антигены (Vaxijen2); VII – вирулентные антигены (VirulentPred); VIII – патогенные антигены 
(MP3); IX – протективные антигены (Vaxign-ML); X – аллергены (а) (AllerTOPv.2); XI – иммуногенность; XII – достоверное количество белок-белковых взаимодействий 
(STRINGv11.5); XIII – мембранная топология (т – трансмембранные, с – секретируемые, г – глобулярные белки) (DeepTMHMM); XIV – число трансмембранных 
α-спиралей (TMHMMv.2); XV – число трансмембранных β-тяжей (BOCTOPUS2); XVI – тип сигнального пептида (а – Sec/SPI, б – Sec/SPII) (SignalP-6); XVII – гомологи 
незаменимых белков (DEG v.15).
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4. Анализ антигенности белков. Вычисление виру-

лентных, патогенных и протективных антигенов

Антигенность белков оценивали с использованием Vaxijen 

v2.0. У 25 из 26 белков значение антигенности было >0,4 

(кроме WP_002964530.1, 0,284). Наиболее высокий показа-

тель антигенности – у белка WP_002966502.1 (0,82). В про-

грамме VirulentPred 16 из 25 белков были определены как 

вирулентные. Из них все 16 были классифицированы как 

патогенные в MP3.

Наибольшие значения вероятности патогенности белка 

были получены для WP_002964998.1 (4,36), WP_002967016.1 

(3,43). В Vaxign-ML протективность всех 16 исследованных 

белков была >90%, однако WP_002966502.1 был классифи-

цирован в программе как «непротективный» и исключен из 

работы. Максимальные значения показателя были вычисле-

ны для WP_002966591.1 (99,3%) и WP_002966636.1 (98,6%).

5. Определение аллергенности

Согласно результатам анализа in silico (AllerTOP v.2.0), 

4 белка (WP_002964637.1, WP_002964719.1, 

WP_002964998.1, WP_002967131.1) из 15 прогностически 

являлись аллергенами и были исключены из анализа.

6. Расчет иммуногенности белков

Показатели плотности T-эпитопов, связывающих MHCI и 

MHCII, для всех 11 белков были >0,9, что косвенно указывает 

на иммуногенность белков. Наибольшее значение среднего 

двух показателей было получено для белка WP_002966739.1 

(0,985), наименьшее – для WP_002966644.1 (0,903). 

Среди 11 белков на сервере IEDB отрицательные значе-

ния показателей иммуногенности были получены для 

WP_002966636.1 (-4,18) и WP_002967016.1 (-0,01), они были 

исключены из исследования. Для остальных 9 белков были 

вычислены положительные значения показателя (макси-

мальные значения для WP_002966591.1 (7,44) и 

WP_002966739.1 (7,33)).

7. Выявление белок-белковых взаимодействий

В программе STRING v11.5 для 8 (WP_002965367.1, 

WP_002965368.1, WP_002966739.1, WP_002964462.1, 

WP_002967184.1, WP_002966644.1, WP_002969598.11PL35, 

WP_002963597.1) из 9 белков выявлено достоверное коли-

чество взаимодействий (p-значение <0,05, средний коэффи-

циент локальной кластеризации >0,7) для утверждения, что 

эти белки являются биологически значимыми. Например, 

для белка WP_002967184.1 (FlgH) получены следующие дан-

ные: p-значение <1,0e-16, средний коэффициент локальной 

кластеризации = 1, средняя степень узла = 10, количество 

ребер (55) превышает ожидаемое число (11) (рис. 3). 

8. Прогнозирование мембранной топологии белков

При вычислении мембранной топологии всех 45 белков в 

DeepTMHMM 4 белка были определены как трансмембран-

ные (WP_002963986.1, WP_002966988.1, WP_002965213.1, 

WP_002964049.1), 24 белка – секретируемые и 17 – глобу-

лярные белки, расположенные на внутренней стороне на-

ружной бактериальной мембраны. Из 8 отобранных белков 

только WP_002966644.1 (Рис. 4б) и WP_002969598.11PL35 

были определены как глобулярные белки, остальные 6 – се-

кретируемые белки, содержащие сигнальные пептиды дли-

ной от 17 до 35 аминокислотных остатков, расположенные 

на внешней стороне наружной мембраны бруцелл (рис. 4). 

Среди 45 белков первично только у WP_002964008.1 в 

TMHMMv.2.0 и WP_002963986.1 в DeepTMHMM было выяв-

лено по 2 трансмембранных α-спирали, и они уже были ис-

ключены из работы на предыдущих этапах отбора. В струк-

турах всех 8 отобранных кандидатов отсутствуют трансмем-

бранные α-спирали.

С помощью программы BOCTOPUS2 было выявлено 

22 белка (из 45), содержащих β-тяжи (от 2 до 26). В 5 из 

8 отобранных белков обнаружены трансмембранные 

β-цилиндры (с числом β-тяжей от 8 до 26). Пример графиче-

ского анализа топологии белка в программе BOCTOPUS2 

представлен на рис. 5.

В программе SignalP-6.0 у 19 из 45 белков были выявлены 

сигнальные последовательности типа Sec/SPI, у 8 – липид-

ные сигнальные пептиды Sec/SPII, у остальных 18 они не 

были обнаружены. Во всех отобранных белках, кроме 

WP_002966644.1 и WP_002969598.1, присутствуют сигналь-

ные пептиды типа Sec/SPI (для 5 белков) или Sec/SPII 

(WP_002967184.1) (рис. 6).

9. Определение физико-химических характеристик 

белков

При помощи ProtParam tool рассчитали физико-химические 

параметры 8 отобранных бруцеллезных белков: число амино-

кислотных остатков, теоретическая изоэлектрическая точка 

(pI), коэффициент молярной экстинкции белка на длине волны 

280 нм, общее количество отрицательно (Asp + Glu) и положи-

тельно (Arg + Lys) заряженных остатков и др.) (табл. 2). 

Рис. 3. Графическое изображение белок-белковых взаимодей-

ствий белка WP_002967184.1 (FlgH) (STRING v11.5).

Цвет линий: розовый – взаимодействия, выявленные эксперимен-

тально, голубой – отобранные из баз данных, зеленый – гены бел-

ков расположены рядом, красный – слияние генов, синий – совмест-

ное возникновение генов, светло-зеленый – интеллектуальный 

анализ текстов, черный – ко-экспрессия белков, фиолетовый – 

гомология белков. 
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Расчетные молекулярные массы белков составили от 

12,8 кДа (WP_002963597.1) до 88,5 кДа (WP_002966739.1), 

что соответствует значениям, установленным в качестве 

критерия отбора. Индексы нестабильности всех кандидатов 

в вакцины были <40, что указывает на стабильную природу 

белков в пробирке. Алифатический индекс кандидатов – 

>70, что позволяет предположить, что все белки имеют вы-

сокую термостабильность. Расчетный период полураспада 

«вакцин», прогнозируемый с помощью ExPASy, составил 

>30 ч в ретикулоцитах млекопитающих, >20 ч в дрожжах и 

>10 ч в E. coli. Общая средняя оценка гидроксипатичности 

(GRAVY) для всех белков была ниже нуля (кроме 

WP_002963597.1 (0,092), что указывает на то, что большин-

ство вакцинных кандидатов имеют гидрофильную природу, 

то есть могут взаимодействовать с водной средой. 

Согласно расчетам в программе Protein-Sol большую рас-

творимость, чем средний растворимый белок E. coli (cutoff 

>0,45) из экспериментального набора данных, при экспрес-

сии в E. coli должны иметь WP_002963597.1, WP_002967184.1, 

WP_002965367.1, WP_002965368.1 и WP_002966644.1. 

Однако в программе SOLpro только белки WP_002963597.1, 

WP_002966739.1 и WP_002967184.1 были определены как 

«растворимые при сверхэкспрессии в E. coli» (cutoff >0,5). 

Дисульфидные мостики, обеспечивающие стабильность 

третичных структур белков, вычислены для WP_002963597.1, 

WP_002966739.1 и WP_002964462.1. 

10. Определение основных (незаменимых) белков 

Анализ BLASTp показал, что из 8 бруцеллезных белков 

только для WP_002966739.1 выявлена достоверная гомоло-

Таблица 2. Физико-химические характеристики 8 бруцеллезных белков 

Номер белка в NCBI-Protein / 
Характеристики белков
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Название белка LptD BhuA FlgH Omp25d Omp25c FlgE AlgEfp MliCfp

Количество aa 792 620 242 230 228 396 417 121

Мм, кДа 88,5 66,8 25,9 24,7 24,5 40,8 46,2 12,8

pI 5,37 5,26 9,21 9,28 4,78 4,49 5,34 5,04

ЧЗО- (Asp+Glu) 91 73 24 19 25 38 42 13

ЧЗО+ (Arg+Lys) 78 60 28 24 19 24 33 11

Индекс нестабильности 32,17 36,77 33,45 11,9 22,47 20,34 19,31 27,76

GRAVY -0,416 -0,346 -0,386 -0,255 -0,092 -0,112 -0,346 0,092

Алифатический индекс 70,98 73,23 82,69 73,48 78,38 82,5 74 93,64

Коэффициент экстинкции1 129860 76335 14440 41370 42860 29340 91790 25565

Дисульфидные мостики, аа 18–165,
168–751

14–166 - - - - - 47–118

Растворимость2 0,189 0,309 0,496 0,522 0,57 0,593 0,238 0,637

Растворимость3 0,655 0,442 0,61 0,367 0,341 0,188 0,214 0,946

Условные обозначения: аа – аминокислоты; Мм – молекулярная масса, ЧЗО – число заряженных остатков, 1 – единицы измерения M−1см−1, 2 – вероятность 
растворимости белка в Protein-Sol (cutoff >0,45), 3 – в SolPro (cutoff >0,5).

Рис. 4. Мембранная топология белков WP_002964462.1 (А) и WP_002966644.1 (Б) (DeepTMHMM).
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гия с незаменимым белком из базы данных DEG, и все вы-

численные показатели полностью соответствовали крите-

риям отбора (идентичность 47%, E-value <1Е-15, bit score = 

678). Для белков WP_002964462.1, WP_002965367.1 и 

WP_002965368.1 была выявлена гомология 29,5–32,1% при 

E-value <1Е-15, однако параметр bit score был <100 (65,5–

87,8). 

Таким образом, наиболее полно соответствует всем кри-

териям отбора белок WP_002966739.1 (LptD). 

11. Анализ консервативности гена выбранного белка 

патогенных для человека видов Brucella

Анализ локального выравнивания гена белка 

WP_002966739.1 (lptd, GI:489056606) против геномов рода 

Brucella (NCBI:txid234) выявил гомологичные гены только в 

штаммах видов бруцелл, патогенных для человека. 

Дополнительный BLASTn показал, что, кроме использо-

ванных в работе 10 штаммов, еще по крайней мере 38 

штаммов B. abortus содержат в геноме генетическую по-

следовательность белка LptD (с идентичностью 99,92–

100%, охватом 100%, E-value <0,05) и в геномах 100 штам-

мов B. melitensis, 31 штамма B. suis, 10 штаммов B. canis 

и 3 штаммов B. pinnipedialis обнаружены гомологичные 

гены (с идентичностью 99,58–100%, охватом 100%, E-value 

<0,05). Следовательно, можно сделать вывод, что ген lptd 

консервативен для геномов патогенных для человека 

видов бруцелл, что указывает на высокий потенциал при-

менения WP_002966739.1 в качестве вакцины против бру-

целлеза. 

Обсуждение

Пандемия COVID-19 демонстрирует, что появление эмер-

джентных (новых и возвращающихся) болезней в условиях 

глобализации может представлять угрозу для человечества. 

Постоянные мутации геномов микроорганизмов, приводя-

щих к изменению их вирулентности, устойчивости к лекар-

ственным препаратам и смене основного хозяина, обуслав-

ливают необходимость разработки методов экстренного по-

лучения эффективных средств профилактики болезней [11, 

50, 51]. 

Современный уровень развития компьютерных техноло-

гий, а также достижения геномики и протеомики позволяют 

рассматривать ОВ как обоснованный и достоверный подход 

для быстрого получения вакцин. 

Целью данного исследования являлось вычисление мето-

дами ОВ белков-кандидатов в вакцины против бруцеллеза. 

В ходе исследования первоначально были отобраны 

10 распространенных штаммов B. abortus, геномы которых 

представлены в базе данных NCBI. В дальнейшем было про-

ведено локальное выравнивание гена белка против геномов 

48 штаммов B. abortus и 144 штаммов других патогенных 

для человека видов бруцелл.

Одной из главных задач данной работы была разработка 

алгоритма расчета оптимального белка-кандидата в вакци-

ны, а также отбор компьютерных программ, доступных для 

исследователя и предоставляющих надежные и легко интер-

претируемые результаты вычислений. Анализ in silico вклю-

чал 11 основных этапов (рис. 1). Несмотря на то, что на 

каждой стадии исключалось несколько белков, оценочные 

показатели, кроме некоторых физико-химических параме-

тров, были рассчитаны для всех первоначально отобранных 

белков с целью сравнительного анализа их характеристик и 

обоснования целесообразности применения используемых 

программ (табл. 1).

Рис. 5. Прогнозирование мембранной топологии трансмембранного β-цилиндрического белка WP_002965367.1 (BOCTOPUS2).

Рис. 6. Прогнозирование сигнального пептида в WP_002965368.1 

(SignalP-6.0).
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На первом этапе работы с помощью трех серверов вы-

числялись поверхностные секретируемые белки и белки 

внешней мембраны бруцелл как наиболее доступные для 

иммунной системы и, наиболее вероятно, являющиеся анти-

генами [52]. Для более чем 23% белков протеомов B. abortus 

не была определена субклеточная локализация, и, таким 

образом, некоторые поверхностные антигены бруцелл могли 

быть упущены из анализа. Тем не менее в работе было опре-

делено 45 поверхностных белков, общих для всех 10 штам-

мов B. abortus.

Важным этапом анализа протеомов было исключение из 

работы белков, имеющих высокую гомологию (>35%) с бел-

ками человека. Это обусловлено тем, что сходство вакцин-

ного препарата с белками человека может стать причиной 

возникновения в организме перекрестной реактивности на 

него и формирования аутоиммунного ответа [53].

Так как микробиота кишечника человека является важным 

компонентом иммунной защиты организма от патогенных 

микроорганизмов, из работы исключались белки, гомологич-

ные белкам микроорганизмов нормальной микрофлоры ки-

шечника. С одной стороны, при использовании подобных ан-

тигенов возможна перекрестная реактивность с белками ми-

кробиоты кишечника и развитие дисбактериоза, с другой – 

толерантность к антигенным детерминантам нормофлоры 

может распространиться и на вакцинные белки [54, 55]. 

Кроме того, гомологи белков лабораторных животных 

(мышей, морских свинок, кроликов) и животных, чувстви-

тельных к патогенным для человека видам бруцелл (коров, 

коз, овец, свиней, собак), также отсеивались на данном 

этапе исследования в связи с теоретической необходимо-

стью испытания вакцин на животных.

В связи с тем, что способность к адгезии является ключе-

вой характеристикой, общей для многих экспериментально 

подтвержденных протективных антигенов, высокая адгезив-

ность белков рассматривалась как один из положительных 

факторов отбора [42]. 

Вакцина против бруцеллеза должна быть как антигенной, 

так и иммуногенной по своей природе. С помощью компью-

терных программ были предсказаны антигены среди иссле-

дуемых белков, отобраны антигены с высокими расчетными 

показателями вирулентности, патогенности, протективно-

сти, а также не являющиеся аллергенами. 

Плотность Т-эпитопов в белках является одним из косвен-

ных показателей иммуногенности белков. Таким образом, 

согласно результатам анализа, можно предположить, что 

все исследуемые белки обладают потенциалом для стиму-

лирования клеточного звена иммунитета. Однако M.Halling-

Brown et al. высказывают точку зрения, что прогнозирование 

вакцин-кандидатов на основе высокой плотности эпитопов, 

связывающих МНС, в белках не имеет большого значения, 

так как, вероятнее всего, из-за недостаточной точности про-

граммного обеспечения для прогнозирования, низкой часто-

ты гидрофобных остатков, особенно в N-концевом положе-

нии, в вакцинных антигенах или эволюционного давления, 

оказываемого на бактерии иммунной системой, число пеп-

тидов, связывающих HLA, оказывается гораздо меньше, чем 

предсказано in silico [56, 57].

На сервере базы данных иммунных эпитопов IEDB с по-

мощью инструмента Class I Immunogenicity было определе-

но, что 80% анализируемых в работе поверхностных белков 

бруцелл обладают иммуногенностью. Высокая оценка (>5), 

полученная для 7 белков, указывает на большую вероят-

ность индукции ими выраженного иммунного ответа. 

Белок-белковые взаимодействия, прямые (физические) и 

косвенные (функциональные), определяли с помощью базы 

данных STRING v11.5, которая содержит информацию о 

67,6 млн белков от более чем 14000 организмов и более 

20 млрд взаимодействий, полученную из эксперименталь-

ных данных, литературных источников, других баз данных и 

с помощью методов вычислительного прогнозирования (на 

основе ко-экспрессии и сравнительного анализа геномного 

контекста) [39]. В данной работе для 8 из 9 отобранных бел-

ков было выявлено достоверное число взаимодействий с 

другими белками. 

Многие исследователи отмечают, что мембранная тополо-

гия белков коррелирует с их иммуногенностью. Так, в иссле-

довании E.Ong et al. выявлена положительная взаимосвязь 

между антигенопротективностью белков грамотрицательных 

патогенов и присутствием в их структурах трансмембранных 

β-цилиндров и отсутствием трансмембранных α-спиралей 

[41, 42]. Было показано, что белки с более чем одной транс-

мембранной α-спиралью не всегда возможно получить в рас-

пространенных экспрессионных системах, поэтому такие 

белки были исключены из исследования. Так, в статье 

M.Pizza et al. сообщалось, что из 600 вакцинных кандидатов 

против менингококка группы В, вычисленных методом ОВ, 

250 белков N. meningitidis не удалось экспрессировать в си-

стеме E. coli из-за присутствия в их структуре двух и более 

трансмембранных спиралей [13]. Наличие трансмембранных 

β-цилиндров рассматривалось как дополнительный положи-

тельный фактор при отборе кандидатов в вакцины.

Также определялись наличие и типы сигнальных последо-

вательностей в белках. Присутствие лидерного пептида в 

белке может способствовать увеличению растворимости и 

стабильности целевого белка при его гетерологичной экс-

прессии, повышению уровней его внеклеточной секреции и 

в целом жизнеспособности клеток [58]. 

Кроме того, в недавних исследованиях было показано, 

что сигнальный пептид не только обеспечивает секрецию 

белка, но способен стимулировать клеточный ответ и сам 

может быть использован как кандидат в вакцины [59]. 

Например, в работе D.Vatakis et al. включение нуклеотидной 

последовательности лидерного пептида КС хемокина крысы 

в состав ДНК-вакцины привело к повышению ее иммуноген-

ности (улучшенным ответам против Т-клеточных эпитопов), 

что, предположительно, было связано с повышенной секре-

цией белка и презентацией антигена [60]. С другой стороны, 

сигнальные последовательности могут приводить и к нако-

плению белка в тельцах включения, что может быть исполь-

зовано для получения трудноэкспрессируемых белков в не-

растворимой форме. Так, слияние 39аа-сигнального пепти-

да белка E. coli TorA с нестабильным hEGF и токсичными 

SymE-белками человека приводило к их агрегации в работе 

W.S.Jong et al. [61]. 

Для прогнозирования безопасности и эффективности 

применения белков в качестве вакцин, а также возможности 

их экспрессии в системе E. coli была проведена оценка их 

физико-химических свойств. В работе вычислялись такие 
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характеристики белков, которые оказывают влияние на их 

стабильность, растворимость при их экспрессии in vitro и 

применении in vivo. Все параметры белков соответствовали 

критериям отбора. В трех из восьми белков были предсказа-

ны дисульфидные мостики, которые способствуют стабиль-

ности третичной и четвертичной структур белков. 

Растворимость белков имеет важное значение при произ-

водстве вакцинных и терапевтических препаратов. Она за-

висит от числа гидрофильных групп, величины суммарного 

заряда, размеров, структуры белков, параметров среды и 

других факторов. В данной работе растворимость белков при 

экспрессии в E. coli вычислялась в двух программах, которые 

дали разные результаты. В большинстве случаев предпочти-

тельно получать рекомбинантные белки в растворимой 

форме, однако для некоторых нестабильных и токсичных 

белков целесообразна их продукция в тельцах включения [61, 

62]. С другой стороны, существуют эффективные методы по-

вышения растворимости белков (изменение концентрации 

индукторов, времени индукции, температуры и внесение до-

полнительных компонентов в среду). Например, S.Ghosh et al. 

было обнаружено, что присутствие от 100 мМ до 1 М дипеп-

тида глицилглицина в среде значительно увеличивает рас-

творимость экспрессированных белков (до 170 раз). 

Применение ими этого метода привело к повышению солю-

билизации трудноэкспрессируемых микобактериальных бел-

ков при их получении в экспрессионной системе E. coli [63]. 

Незаменимые (основные), жизненно важные для патоге-

на, белки определялись на сайте Центра биоинформатики 

Тяньцзиньского университета (http://www.essentialgene.org/) с 

помощью BLASTp и базы данных DEG. DEG хранит записи 

доступных в настоящее время основных геномных элемен-

тов (таких как гены, кодирующие белки, и некодирующие 

РНК) бактерий, архей и эукариот. Среди отобранных на пре-

дыдущих этапах 8 иммунодоминантных белков бруцелл 

только для WP_002966739.1 (LptD) была выявлена достовер-

ная гомология с незаменимыми белками из базы данных 

DEG, следовательно, только его можно расценивать как 

белок, необходимый для выживания бруцелл, т.е. экспресси-

рующийся при любой стадии и форме бруцеллеза. База DEG 

постоянно обновляется, поэтому при появлении новых ее 

версий возможно выявление большего числа гомологов не-

заменимых белков среди выбранных кандидатов.

Геном рода Brucella высоко консервативен (все виды бру-

целл имеют более 90% генетического сходства) и включает в 

себя растущее число видов (в настоящее время известно по 

крайней мере 12). Для человека наиболее патогенными счи-

таются B. melitensis, B. abortus, B. suis и B. canis. Кроме того, 

показано, что заболевание у людей могут вызывать также B. 

pinnipedialis, B. ceti, B. inopinata и недавно выделенный из 

лягушки вид Brucella sp. BO3 (NCBI:txid2691913) [64-66]. 

Анализ локального выравнивания гена белка lptD показал, 

что выбранный ген консервативен для 5 видов бруцелл, пато-

генных для человека, а следовательно, белок LptD может 

быть использован в разработке вакцин против бруцеллеза. 

Бруцеллезный LptD (ЛПС-сборочный белок внешней мем-

браны LptD, или органический белок толерантности к раство-

рителям OstA) принадлежит к семейству LptD. В базе данных 

семейств белковых доменов Pfam (http://pfam.xfam.org/) на 

его С-конце определен консервативный домен «транспорт-

ной системы ЛПС D» (в позиции 308-723аа (Pfam:PF04453)) 

[67]. В это семейство также входят хорошо изученные белки 

LptD, обнаруженные у других грамотрицательных бактерий 

(S. flexneri, Y. pestis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 

pneumoniae, E. coli и др.). Структурный анализ данных белков 

показывает, что они образуют 26-тяжевые β-цилиндры, кото-

рые формируют с LptE архитектуру по типу «бочонка и проб-

ки» для транспорта ЛПС. Согласно данным сервера генной 

онтологии (The Gene Ontology/GO, http://geneontology.org/), 

LptD участвует в таких жизненно важных биологических про-

цессах, как сборка внешней мембраны клеток грамотрица-

тельных бактерий (GO:0043165), транспорт ЛПС (GO:0015920), 

а также осуществляет реакцию на органическое вещество 

(GO:0010033) [38]. Таким образом, LptD является наиболее 

перспективным кандидатом для разработки эффективных 

вакцин против бруцеллеза [68–70]. 

Несмотря на логичность и обоснованность подхода ОВ, 

только экспериментальные данные можно рассматривать 

как надежный источник информации об эффективности 

вакцинного препарата. Вакцинный потенциал многих из 

анализируемых в работе белков уже был ранее исследован 

in vitro и in vivo: в частности, белков внешней мембраны 

Оmp2b, Оmp16, Оmp19, Оmp22, Оmp25, Оmp25с и OmpW, 

флагеллинов FliC и FlgK, гем-транспортера BhuA, ЛПС-

сборочного белка LptD, нуклеозид дифосфаткиназы Ndk и 

др. [6, 7, 71–79].

Более того, некоторые бруцеллезные белки обладают 

адъювантными свойствами. Например, Pasquevich K.A., 

Li J.Y. et al. показали, что рекомбинантные белки B. abortus 

Omp16, Omp19, BLS, BCSP31 являются агонистами Толл-

подобных рецепторов (TLR) 2 и 4, стимулируют созревание 

дендритных клеток, их рекрутирование в лимфатические 

узлы, увеличивают экспрессию некоторых цитокинов и хемо-

кинов, а также индуцируют адаптивный иммунный ответ 

типов Th1 и Th17 у мышей [80–82]. Также белки B. abortus 

используются в качестве адъювантов в разрабатываемых 

вакцинах против цистицеркоза (бруцеллезный белок BLS), 

сальмонеллеза (U-Omp19) и HPV-16 L1VLP (ЛПС) у мышей 

[81-83]. Также адъювантная способность флагеллинов, сти-

мулирующих врожденный иммунитет через активацию TLR5, 

продемонстрирована во многих исследованиях [84, 85]. 

Включение в состав мультиантигенных вакцин хорошо из-

ученных белков, в том числе обладающих адъювантными 

свойствами, а также «новых», вычисленных с помощью ме-

тодов биоинформатики, антигенов может стать ключом к 

созданию эффективной вакцины против бруцеллеза. 

Согласно проведенным расчетам, кроме соответствую-

щего всем критериям отбора белка LptD, высоким вакцин-

ным потенциалом против бруцеллеза могут также обладать 

такие белки, как WP_002964462.1 (BhuA), WP_002965367.1 

(Omp25d), WP_002965368.1 (Omp25c), WP_002967184.1 

(FlgH), WP_002966644.1 (FlgE), WP_002969598.1 (AlgEfp) и 

WP_002963597.1 (MliCfp).

Заключение

В настоящем исследовании был проведен биоинформа-

тический анализ 45 предсказанных поверхностных белков 

бруцелл с использованием 24 компьютерных программ и 
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нескольких баз данных с целью выявления наиболее пер-

спективных кандидатов для вакцин. По данным анализа in 

silico наибольшим потенциалом в качестве вакцинного 

препарата против бруцеллеза обладает ЛПС-сборочный 

белок внешней мембраны бруцелл LptD. Валидация имму-

ногенных свойств рекомбинантных иммунодоминантных 

белков бруцелл и их эпитопов (в составе мультиэпитопных 

вакцин) in vivo будет являться целью дальнейших исследо-

ваний.
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