
216

Ве
ст

ни
к

 
Ул

ья
но

вс
ко

й 
го

су
да

рс
тв

ен
но

й 
 

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии

УДК 602.3:579.6				    DOI 10.18286/1816-4501-2018-4-216-221

РЕЗУЛЬТАТЫ ПРОТЕОМНОГО АНАЛИЗА БАКТЕРИОФАГА  
BACILLUS CEREUS FBC – 28УГСХА

Феоктистова Наталья Александровна, кандидат биологических наук, доцент кафедры «Ми-
кробиология, вирусология, эпизоотология и ветеринарно-санитарная экспертиза»

Мерчина Светлана Васильевна, доцент кафедры «Микробиология, вирусология, эпизоотоло-
гия и ветеринарно-санитарная экспертиза»

Мастиленко Андрей Владимирович, кандидат биологических наук, доцент кафедры «Микро-
биология, вирусология, эпизоотология и ветеринарно-санитарная экспертиза»

ФГБОУ ВО Ульяновский ГАУ
432017, г. Ульяновск, бульвар Новый Венец, 1; 8(8422)55-95-47
e-mail: feokna@yandex.ru

Ключевые слова: Bacillus cereus, бактериофаг, протеом, молекулярная масса, белок, изоэлектриче-
ская точка

В статье представлены результаты протеомного анализа бактериофага Bacillus cereus FBc–28 УГ-
СХА (изучение количественного состава, изоэлектрической точки белков, молекулярного веса), выделенного 
из объектов внешней среды (проба почвы), представляющего интерес как компонент экспериментального 
фагового биопрепарата для обработки продуктов питания с целью снижения количественных показате-
лей микробной контаминации. В экспериментах были использованы ресурсы систем SnapGeneViewerv.4.1.7 и 
ExPasy (https://web.expasy.org). В результате проведенных исследований были получены данные протеомного 
анализа на основании проведенного ранее сиквенса. Установлено, что качественный состав протеинов бак-
териофага FBc–28 УГСХА соответствует таковым у аннотированных аналогов, имеет четкие гомологии 
нуклеотидного и аминокислотного наборов. При анализе протеома бактериофага FBc–28 УГСХА и, соответ-
ственно, данных секвенирования его нуклеиновой кислоты было выявлено 60 белков с молекулярными масса-
ми от 5,7 до 132,3 кДа. Гистограмма распределения белкового состава Bacillus cereus phage FBc-28 УГСХА по 
изоэлектрической точке (pI) фиксирует значения в широком диапазоне, равном 4,2 - 12,1. Полученные данные 
о протеоме бактериофага FBc–28 УГСХА, специфичного в отношении Bacillus cereus, приближает нас к соз-
данию фаговых препаратов нового поколения, предназначенных для деконтаминации пищевого сырья, име-
ющих высокую специфичность и широкий спектр литического действия в пределах бактериального вида, и 
соответствующих стандартам биобезопасности

Исследования проводятся в соответствии с тематическим планом научно-исследовательских 
работ, выполняемых по заданию МСХ РФ в 2018 году.

Введение
Разработка биопрепаратов на основе 

бактериофагов для деконтаминации пищевого 
сырья или готовых к употреблению продуктов 
питания подразумевает изучение их основных 
биологических свойств (литической активности, 
специфичности, устойчивости к физическим и 
химическим факторам, сохранении титра при 
хранении и т.п.), к которым также относятся и 
молекулярно-генетические характеристики, 
включая анализ протеома [1-5].

По литературным данным бактерии 
Bacillus cereus входят в состав основных конта-
минатов животного и растительного пищевого 
сырья, так как являются почвенными спороо-
бразующими сапрофитами и при несоблюдении 
санитарного-гигиенических параметров пере-
работки, высокой температурной устойчивости 
и солетолерантности могут стать причиной пи-
щевых отравлений и при употреблении готовых 

кулинарных блюд [6-9]. 
Цель работы – изучение протеома бакте-

риофага Bacillus cereus FBc – 28УГСХА (определе-
ние количества, молекулярного веса и изоэлек-
трической точки белков).

Объекты и методы исследований
Объект исследования - бактериофаг FBc – 

28УГСХА, выделенный в 2008 г. из пробы почвы 
(г. Сызрань, Самарская область), характеризую-
щийся следующими свойствами: 

- характеристика бляшкообразующих еди-
ниц - прозрачные негативные колонии округлой 
формы, 5,0±-3,0 мм с полным лизисом в центре, 
неполным лизисом в виде ореола по периферии, 
8,5±0,5 мм в диаметре;

- показатель литической активности - титр 
по Грация- 9,0±1,0х1011 БОЕ/мл, титр по Аппель-
ману – 10-10;

- специфичен для культур, идентифици-
рованных как Bacillus cereus, и не лизирует куль-
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туры, относящиеся к группе «Bacillus cereus»: 
Bacillus anthracis, Bacillus mycoides, Bacillus 
pseudomycoides, Bacillus thuringiensis и Bacillus 
weihenstephanensis;

- отличается устойчивостью к таким факто-
рам, как обработка трихлорметаном в течение 
25 минут в соотношении 10:1, культивирование 
при температуре 780 С в 30 минут приводит к 
инактивации; установлено, что культивирова-
ние бактериофага при изменении показателя рН 
в диапазоне 3,4-8,2 не приводит к разрушению 
бактериофага.

Изучаемый бактериофаг концентрирова-
ли методом ультрафильтрации с применением 
одноразовых ультрафильтров с пределом ис-
ключения 10 кДа, Merсk (Millipore) [10-11].

Нуклеотидные последовательности иссле-
дуемых бактериофагов изучали методом полу-
проводникового секвенирования на платформе 
IonTorrent (Thermo Fisher Scientific, США) при по-
мощи набора реагентов Ion PI Sequencing 200 Kit 
v3 на чипе Ion PI ChipKit v2 секвенатораIonProton 
(ThermoFisherScientific, США) согласно протоко-
лу производителя. 

Оценку распределения длин фрагментов 
библиотек и их концентрацию проводили с ис-
пользованием прибора Bioanalyzer 2100 и на-
бора реагентов Agilent High Sensitivity DNA Kit 
(Agilent Technologies, США) согласно протоколу 
производителя. Клональную амплификацию 
библиотек, которые были предварительно эк-
вимолярно пулированы, проводили с исполь-
зованием набора Ion PI Template OT2 200 Kit v3 
(Thermo Fisher Scientific, США) согласно протоко-
лу производителя. Для сборки фаговых геномов 
denovo использовали риды с качеством прочте-
ния нуклеотидов не ниже Q20 и длиной не ме-
нее 50 оснований.

Сборку геномов осуществляли с исполь-
зованием программного обеспечения Newbler 
(Roche/454 GS-FLX).Сравнение собранных гено-
мов бактериофагов с геномами известных ан-
нотированных бактериофагов проводили при 
помощи алгоритма BLAST (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi) и баз данных нуклеотидных по-
следовательностей NCBI (Национальный центр 
биотехнологической информации, США). Визу-
ализацию выравнивания собранных нами ге-
номов с известными мы проводили с использо-
ванием программного обеспечения BLAST Ring 
Image Generator (BRIG).Поиск открытых рамок 
считывания проводили при помощи программ-
ного обеспечения UGENE (Унипро, Россия). Для 
проведения анализа протеома бактериофа-

га FBc – 28 УГСХА применяли ресурсы систем 
SnapGeneViewerv.4.1.7 и ExPasy (https://web.
expasy.org).

Результаты исследований
Данные сиквенса бактериофага Bacillus 

cereus FBc – 28 УГСХА были внесены в систему 
SnapGeneViewerv.4.1.7 и получена карта протео-
ма (рис. 1) [12-13]. Затем нуклеотидный сиквенс 
каждого из локусов был ретранслирован в про-
теомный сиквенс и определен аминокислотный 
состав, который был перенесен в систему ExPasy 
и получены данные о молекулярной массе и точ-
ке изоэлектрического фокусирования. Этот алго-
ритм применяли для каждого генетического ло-
куса. Полученные нами данные анализа протео-
ма бактериофага FBc – 28УГСХА были сопоставле-
ны на основании данных проведенного сиквенса. 

а

б

Рис. 1 - Карта линейной ДНК бактериофа-
га Bacillus cereus phage FBc – 28 УГСХА а)c рас-
шифровкой кодирующих областей генома, б) 
картирование генов, для которых не опреде-
лены гомологии
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Установлено, что анализ протеома бак-
териофага Bacillus cereus FBc – 28 УГСХА соот-
ветственно данных секвенирования его нукле-
иновой кислоты было выявлено 60 белков с 
молекулярными массами от 5,7 до 132,3 кДа 
(рис. 1).

На основании данных системы ExPasy 
были построены гистограммы распределения 
фрагментов протеома бактериофага Bacillus 
cereus FBc – 28 УГСХА в зависимости от моле-
кулярной массы (рис. 2) и точке изоэлектриче-
ского фокусирования (рис. 3).

Установлено, что 57% выявленных бел-
ков имеет молекулярную массу 10-20 кДа, 15% 
- 20-40 кДа, 10% - 40-60 кДа, 5% - более 80 кДа, 
13% - менее 10 кДа. 

Анализ белков бактериофага Bacillus 
cereus FBc – 28УГСХА по изоэлектрической точ-
ке (pI) - величине рН, при которой белки пере-
ходят в изоэлектрическое состояниe, показал, 
что она располагается в диапазоне от 4,2 до 
12,1. 

Таблица 1 
Локализация белков в геноме Bacillus cereus 

FBc – 28 УГСХА

Продолжение таблицы 1
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Bacillus cereus FBc – 28 УГСХА, полученных при его 
секвенировании, позволили нам провести срав-
нительный анализ их геномов. Установлено, что 
качественный состав протеинов бактериофага 
FBc – 28 УГСХА соответствует таковым у анно-
тированных аналогов, имеет четкие гомологии 
нуклеотидного и аминокислотного наборов. В 
структуре протеинов выявлена закономерность, 
которая присуща фагам, – наличие структурных 

Рис. 2 – Гистограмма распределения белкового состава Bacillus cereus phage FBc – 28 УГСХА  
по молекулярной массе в зависимости от pI

Рис. 3 - Гистограмма распределения белкового состава Bacillus cereus phage FBc – 28 УГСХА  
по изоэлектрической точке (pI)

Выводы
Сиквенсовые данные генома бактерио-

фага FBc – 28УГСХА, выделенного из объектов 
внешней среды (пробы почвы), представлены в 
виде линейной карты ДНК c расшифровкой ко-
дирующих областей генома.

Результаты полученных данных о нукле-
отидных последовательностях бактериофага 
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и неструктурных компонентов. Определены 
продукты генов, не имеющие четко определен-
ных функциональных характеристик, - гипотети-
ческие белки, которые имеют аналогии в анно-
тированных геномах бактериофагов, активных в 
отношении Bacillus cereus. 

Однако, исследование биологических 
свойств бактериофагов, которые будут входить 
в состав биопрепарата для деконтаминации 
продуктов питания, невозможно без изучения 
их белков. При анализе протеома бактериофага 
FBc – 28 УГСХА - данных секвенирования его ну-
клеиновой кислоты было выявлено 60 белков, у 
которых определен размер. Молекулярная мас-
са установленных белков колеблется в диапазо-
не от 5,7 до 132,3 кДа, причем 57% из них имеет 
молекулярную массу 10-20 кДа, 15% - 20-40 кДа, 
10% - 40-60 кДа, 5% - более 80 кДа, 13% - менее 
10 кДа. Гистограмма распределения белкового 
состава Bacillus cereus phage FBc – 28 УГСХА по 
изоэлектрической точке (pI) дает информацию о 
кислотности среды (pH), при которой белок не 
несёт электрического заряда, и фиксирует зна-
чения в широком диапазоне, равном 4,2 - 12,1. 
Полученные данные количественного анализа 
белков бактериофага Bacillus cereus FBc – 28 УГ-
СХА позволят в перспективе получить информа-
цию о качественном его составе. Полученные 
данные о протеоме бактериофага FBc–28 УГСХА, 
специфичного в отношении Bacillus cereus, при-
ближает нас к созданию фаговых препаратов 
нового поколения, предназначенных для декон-
таминации пищевого сырья, имеющих высокую 
специфичность и широкий спектр литического 
действия в пределах бактериального вида, и со-
ответствующих стандартам биобезопасности.
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RESULTS OF PROTEOMIC ANALYSIS OF BACILLUS CEREUS FBC - 28 UGSKHA BACTERIOPHAGE

Feoktistova N. A., Merchina S. V., Mastilenko A. V.
FSBEI HE Ulyanovsk SAU

432017, Ulyanovsk, Novyi Venets Boulevard, 1; 8 (8422) 55-95-47
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Key words: Bacillus cereus, bacteriophage, proteome, molecular weight, protein, isoelectric point
The article presents results of the proteomic analysis of Bacillus cereus FBc – 28 UGSKhA bacteriophage (study of the quantitative composition, isoelectric 

point of proteins, molecular weight) isolated from environmental objects (soil test), which is of interest as a component of an experimental phage biological 
compound for food treatment to reduce quantitative parametres of microbial contamination. The resources of SnapGeneViewerv.4.1.7 and ExPasy (https://
web.expasy.org). were used in the experiments. As a result of the research, data of proteomic analysis were obtained on the basis of a previously performed 
sequence. It was established that the qualitative composition of the proteins of FBc – 28 UGSKhA bacteriophage corresponds to those of the annotated 
analogs, has a clear homology of the nucleotide and amino acid sets. When analyzing the proteome of FBc – 28 UGSKhA bacteriophage and, accordingly, 
the sequencing of its nucleic acid, 60 proteins with molecular masses from 5.7 to 132.3 kDa were detected. The histogram of the distribution of the protein 
composition of Bacillus cereus of FBc – 28 UGSKhA at the isoelectric point (pI) captures the values in a wide range of 4.2 - 12.1. The obtained data on the 
proteome of FBc – 28 UGSKhA bacteriophage specific for Bacillus cereus brings us closer to the development of phage preparations of a new generation 
intended to decontaminate food raw materials, which have high specificity and a wide range of lytic action within the bacterial species, and complying with 
biosafety standards.
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