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Недавно нами был открыт и исследован видоспецифический (видоформирующий) оперон PFNA
бифидобактерий. Гены pkb2 и fn3 оперона кодируют белки, которые могут участвовать в восприятии
сигналов организма хозяина. Было показано, что ген fn3 кодирует FN3-белок, содержащий два фиб-
ронектиновых домена с мотивами цитокиновых рецепторов. Фрагмент этого белка способен селек-
тивно связываться с TNFα. Предполагается, что PFNA-оперон Bifidobacterium longum subsp. longum
GT15 контролирует двунаправленную коммуникацию с элементами (цитокинами) иммунной си-
стемы человека. В данной работе с использованием баз данных секвенированных геномов видов би-
фидобактерий – обитателей микробиоты желудочно-кишечного тракта человека, исследовали
внутривидовой полиморфизм сенсорного С-концевого домена Pkb2 (SCD Pkb2 – sensor C-end do-
main) и фрагмента белка FN3, содержащего два FN3-домена (2D FN3). В изучаемых доменах каж-
дого из восьми исследованных видов бифидобактерий различного географического происхождения
обнаружены значимые неповторяющиеся аминокислотные замены, позволяющие выделить от двух
до пяти групп у каждого вида бифидобактерий. С использованием программы trRosetta показано,
что обнаруженные замены аминокислот могут приводить к изменению 3D-структур анализируемых
доменов. Предполагается, что обнаруженная кластеризация штаммов может отражать гетерогенность
в популяциях бифидобактерий у людей, из которых они были выделены, по иммунному статусу.
Сформированы каталоги белков SCD Pkb2 и 2D FN3, включающие значимые замены аминокислот у
восьми исследуемых видов, относящихся к четырем филогенетическим группам: B. adolescentis, B. bif-
idum, B. longum и B. pseudolongum. С использованием ранее разработанных алгоритмов и созданного
каталога установили встречаемость исследуемых групп штаммов в метагеномах здоровых жителей
Москвы двух возрастных групп: дети 3–5 лет и взрослые старше 18 лет. Разработанный подход пред-
полагается использовать для изучения корреляции различного иммунного статуса и наличия в мик-
робиоте штаммов бифидобактерий, принадлежащих к конкретным группам, кластеризованным по
заменам аминокислот в SCD Pkb2 и 2D FN3.

Ключевые слова: микробиом кишечника, бифидобактерии, PFNA-оперон, SCD Pkb2-сенсорный бе-
лок, 2D FN3-сенсорный белок, рецепторы элементов иммунной системы.
DOI: 10.31857/S0016675822090077

Бифидобактерии – анаэробные бактерии, су-
ществовавшие на планете Земля до появления на
ней кислорода и после его появления, заселившие
анаэробные полости практически всех представи-
телей животного мира от насекомых до человека
[1–3]. Род Bifidobacterium насчитывает 99 видов,
одиннадцать из которых встречаются в ЖКТ чело-

века [3, 4]. Человеческие виды бифидобактерий
относятся к четырем филогенетическим группам:
B. adolescentis, B. bifidum, B. longum, B. pseudolongum
[3]. Частоты встречаемости разных видов у чело-
века существенно различаются. Также различа-
ются частоты встречаемости одного и того же вида у
детей и взрослых [5–7]. Бифидобактерии участву-
ют в формировании иммунной системы своих хо-
зяев [8–10]. Хорошо известно, что подвид B. long-
um subsp. infantis и вид B. bifidum первыми после
рождения заселяют кишечник человека и форми-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0016675822090077 для авторизованных
пользователей.
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руют иммунную систему ребенка [7, 11]. Интен-
сивно исследуется роль бифидобактерий и их
компонентов (метаболитов) в коммуникации ки-
шечник–мозг и кишечник–иммунная система
[12, 13]. Относительно хорошо изучены метабо-
литы и компоненты клеток бифидобактерий, мо-
дулирующие с помощью тех или иных механизмов
активность иммунной системы [14, 15]. Вместе с
тем, практически ничего не известно о сигнальных
системах (белках, рецепторах и др.), способных
воспринимать сигналы иммунной системы, в том
числе осуществлять взаимодействия с цитокина-
ми [9, 16, 17].

Ученые лаборатории генетики микроорганиз-
мов ИОГен РАН открыли и исследовали видоспе-
цифический оперон PFNA бифидобактерий, от-
ветственный за такие взаимодействия [18, 19].
Оперон PFNA встречается в геномах большинства
видов бифидобактерий [13], включая 11 видов,
встречающихся у человека. В состав оперона вхо-
дят пять основных генов: pkb2, fn3, aaa-atp, duf58,
tgm. Серин-треониновая протеин киназа Pkb2, ко-
дируемая геном pkb2, является белком сигнальной
трансдукции и состоит из N-концевого внутрикле-
точного каталитического домена, трансмембранно-
го домена и C-концевого сенсорного внеклеточно-
го домена (SCD), способного связываться с сигна-
лом внешней среды (лигандом). На данный момент
лиганд неизвестен, и его идентификация является
важной научной и практической задачей. Ген fn3
кодирует FN3-белок, содержащий два фибронек-
тиновых домена с мотивами цитокиновых рецеп-
торов. Впервые в мире нами было показано, что
фрагмент FN3-белка способен селективно связы-
ваться с фактором некроза опухоли TNFα [17].

В статье представлены результаты исследова-
ний полиморфизма SCD Pkb2 и фрагмента белка
FN3, содержащего два FN3-домена (2D FN3), с
целью выявить основные группы аминокислот-
ных замен, получить прогноз влияния замен на
пространственные структуры доменов, а также
определить встречаемость различных групп ами-
нокислотных замен в метагеномах российских
жителей (детей и взрослых).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Поиск последовательностей доменов сенсорных 
белков SCD Pkb2 и 2D FN3 в метагеномных данных

Полные метагеномы для проведения биоин-
форматического анализа были получены нами и
внесены в базу данных NCBI SRA ранее, в рамках
реализации проектов РНФ № 17-15-01488 и № 20-
14-00132. Всего в анализируемое множество вошло
23 метагенома микробиоты кишечника здоровых
детей в возрасте 3–5 лет (идентификационный
номер в базе данных NCBI SRA – PRJNA516054) и
38 метагеномов микробиоты кишечника здоровых

взрослых людей (PRJNA762199). Отбор здоровых
детей и взрослых проводился среди жителей
г. Москвы. В группы включались добровольцы,
соответствующие следующим критериям: отсут-
ствие психиатрического заболевания, отсутствие
острых инфекционных заболеваний и хрониче-
ских аутоиммунных заболеваний, отсутствие со-
матических заболеваний, способных повлиять на
результаты молекулярного тестирования (напри-
мер, ВИЧ, рак, диабет), прием курса антибиотиков
не позднее трех месяцев до даты взятия фекальных
проб, хронический прием антибиотиков. Оценка
психологического здоровья детей проводилась в
соответствии с диагностическим и статистиче-
ским руководством по психическим расстрой-
ствам пятого издания (DSM-V), а взрослых – в
соответствии с опросником центра эпидемиоло-
гических исследований (CES-D) и опросником
генерализированного тревожного расстройства
(ГТР-7). Оценка качества метагеномных чтений
была проведена при помощи программы FastQC
версии 0.11.9 [20], а исправление ошибок секве-
нирования и удаление адаптеров – при помощи
Trimmomatic версии 0.39 [21]. Далее чтения были
собраны в контиги с использованием metaSPAdes
версии 3.14.1 [22]. Поиск аминокислотных после-
довательностей доменов сенсорных белков SCD
Pkb2 и 2D FN3 из соответствующих каталогов
выполнялся в контигах программой BLASTx
версии 2.10.1 [23]. Отбор результатов проводился
по критериям: гомология между определенной
последовательностью и референсом не менее 90%,
а длина – не менее 70% от длины референса.

Биоинформатический анализ

Последовательности генов и белков бифидо-
бактерий, обсуждаемые в статье, были получены из
базы данных NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). В
работе использовали следующие программы:
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) для
выявления полиморфизма аминокислотных после-
довательностей; Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/
Tools/msa/clustalo/) для множественных выравни-
ваний аминокислотных последовательностей;
SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) для иден-
тификации доменов белков FN3; Phobius (https://
phobius.sbc.su.se/) для идентификации трансмем-
бранных доменов белка Pkb2 (ТМ-домен); trRo-
setta (https://yanglab.nankai.edu.cn/trRosetta/) для
предсказания пространственных структур фраг-
ментов белков [24]. В качестве референтных
штаммов конкретных видов бифидобактерий для
распределения по группам аминокислотных за-
мен использовались либо типовые штаммы, либо
выделенные нами лабораторные штаммы с секве-
нированным геномом: B. longum subsp. longum
GT15 [25] и B. angulatum GT102 [26]. Позиции
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аминокислот и аминокислотных замен указаны
по полной последовательности Pkb2.

РЕЗУЛЬТАТЫ

1. Анализ сенсорных последовательностей
белков Pkb2 бифидобактерий человека

1.1. Идентификация коровых аминокислот в по-
следовательностях SCD Pkb2 у видов бифидобак-
терий, выделенных из микробиоты человека. Про-
тяженность белка Pkb2 у изучаемых видов бифи-
добактерий человека составляет от 376 до 492 а.о.;
N-концевой каталитический домен от 314 до 348
а.о.; ТМ-домен 20–25 а.о.; SCD 120-135 а.о. (При-
ложение, табл. 1). Аминокислотные последователь-
ности Pkb2 практически идентичны у штаммов
внутри вида и сильно дивергированы между вида-
ми [13, 19].

Для сравнения последовательностей ТМ и
SCD Pkb2 были выбраны по одному виду бифидо-
бактерий из каждой филогенетической группы,
которые часто встречаются у человека и для кото-
рых секвенировано не менее 50 геномов: B. animalis
subsp. lactis, B. adolescentis, B. bifidum, B. longum
(Приложение, табл. 2). Проведенное множествен-
ное выравнивание аминокислотных последова-
тельностей ТМ и SCD Pkb2 позволило выявить ко-
ровые аминокислоты, имеющиеся у SCD Pkb2 всех
видов, встречающихся у человека (рис. 1).

1.2. Полиморфизм аминокислотных последова-
тельностей SCD Pkb2 различных видов бифидобакте-
рий, выделенных из микробиоты человека. Анализ
проводился для часто встречающихся в микробиоте
человека видов и подвидов бифидобактерий:
B. longum subsp. longum, B. adolescentis, B. animalis
subsp. lactis, B. bifidum, B. pseudocatenulatum, и для

редко встречающегося у человека вида B. angula-
tum, а также для B. longum subsp. infantis, который
часто встречается только у младенцев [27, 28].
Учитывались только замены, часто встречающиеся
в базе данных секвенированных геномов (5 и бо-
лее раз). У большинства штаммов подвидов
B. longum subsp. infantis и B. longum subsp. longum
изучаемая последовательность Pkb2 идентична
референтной последовательности штамма GT15
[25] (группы 1.1 и 2.1) (табл. 1). Большая группа
штаммов B. longum subsp. longum имеют SCD Pkb2,
содержащий замену 400 T→A (группа 1.2). Кроме
того, у B. longum subsp. longum обнаружена неболь-
шая группа из восьми штамов, содержащая по-
следовательность с заменой 363 N→T (группа 1.3).
Девятнадцать штаммов подвида B. longum subsp.
infantis имеют спорадические замены. Три такие
штамма содержат замены четырех коровых ами-
нокислот в сочетании с заменами некоровых
аминокислот (табл. 1; группы 2.2, 2.3, 2.4). У дру-
гих изученных видов замены коровых аминокис-
лот не обнаружены. Последовательности SCD
Pkb2 штаммов B. adolescentis можно разделить на
четыре группы: группа 3.1 – штаммы не содержат
аминокислотных замен по сравнению с рефе-
рентным штаммом ATCC 15703; группа 3.2 – со-
держат замену 397 S→G; группа 3.3 – содержат за-
мены 353 A→S(+); 397 S→G; группа 3.4 – содержат
замены 366 A→T; 397 S→G. Замена 397 S→G, та-
ким образом, встречается у всех штаммов B. adoles-
centis, имеющих замены (группы 3.2, 3.3, 3.4). По-
следовательности SCD Pkb2 во всех секвенирован-
ных геномах B. angulatum являются идентичными
(группа 4). Штаммы B. animalis subsp. lactis можно
разделить на две группы: у подавляющего боль-
шинства штаммов последовательности идентич-
ны референтной последовательности штамма

Рис. 1. Выравнивание последовательностей ТМ и SCD Pkb2 между филогенетическими группами с использованием
одного часто встречающегося в микробиоте человека представителя каждой группы. ТМ-домен отмечен шрифтом с
подчеркиванием. Коровые аминокислоты SCD Pkb2 указаны белыми буквами на черном фоне и звездочкой под стро-
кой. Обозначения видов: B. lactis – B. animalis subsp. lactis DSM10140; B. adolescen – B. adolescentis ATCC 15703; B. bifidum –
B. bifidum PRL 2010; B. longum – B. longum subsp. longum GT15.
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DSM10140 (группа 5.1); также выделяется неболь-
шая группа из 11 штаммов (группа 5.2), имеющая
в SCD от 9 до 16 спорадических замен. Вид B. bif-
idum разделяется на пять групп: самая многочис-
ленная группа не имеет замен в изучаемом доме-
не (группа 6.1); три небольшие группы – по 10–
20 штаммов с одиночными заменами (группы 6.2,
6.3, 6.4) и маленькая группа из семи штаммов,
имеющая комбинацию из трех замен (группа 6.5).
Штаммы B. pseudocatenulatum делятся на группу
без замен (группа 7.1) и на три группы (7.2, 7.3,
7.4), имеющие одиночные или двойные замены,
самая частая из которых 399 S→G.

Составлен каталог SCD Pkb2 из геномов раз-
ных видов бифидобактерий, включающий после-
довательности, содержащие выявленные амино-
кислотные замены (Приложение, табл. 3).

1.3. Предполагаемая пространственная струк-
тура ТМ и SCD Pkb2 у видов бифидобактерий, вы-
деленных из микробиоты человека. Предсказанные
программой trRosetta 3D структуры ТМ и SCD
Pkb2 трех основных видов бифидобактерий –
обитателей ЖКТ человека: B. adolescentis, B. bifidum
и B. longum, оказались похожи. ТМ-домен пред-
ставляет собой спиральную структуру, а SCD
представляет собой комбинацию 5–6 антипарал-
лельных β-слоев (рис. 2,а). SCD Pkb2 у редкого
для человека вида B. angulatum очень короткий
(Приложение, табл. 1), и его пространственная
структура существенно отличается (рис. 2,а).

У трех штаммов у B. longum subsp. infantis обна-
ружены четыре замены в SCD Pkb2, совпадающие
с коровыми аминокислотами Pkb2 у человеческих
видов бифидобактерий (табл. 1). Замены коровых
аминокислот не встречаются по одиночке, а только
в комбинации с другими заменами не коровых ами-
нокислот. Были предсказаны 3D структуры
С-концевых доменов этих трех штаммов. Пред-
полагаемая пространственная структура суще-
ственно не изменялась (рис. 2,б). Попытка моде-
лировать пространственную структуру SCD Pkb2
у гипотетического штамма с одиночной заменой
коровой аминокислоты показала, что структура
домена при этом существенно нарушается, что,
предположительно, может привести к потере
функции.

2. Анализ сенсорных последовательностей
2D FN3-белков PFNA-оперона бифидобактерий – 

обитателей ЖКТ человека

2.1. Фибронектин-содержащие домены FN3-белков
бифидобактерий. FN3-белок, кодируемый геном
fn3 PFNA-оперона бифидобактерий (рис. 3,а), со-
держит два фибронектиновых домена типа 3 (до-
мены FN3) [19], локализованных в С-концевой
области. Объектами исследования являются белки,
содержащие только два фибронектиновых доме-

на, обозначенные нами как 2D FN3. Сенсорная
последовательность 2D FN3 штамма B. longum
subsp. longum GT15 состоит из 184 аминокислот-
ных остатков.

2.2. Идентификация коровых аминокислот в
сенсорных последовательностях 2D FN3 у рефе-
рентных штаммов бифидобактерий. Проведено
выравнивание последовательностей 2D FN3 из
девяти видов бифидобактерий, относящихся к трем
филогенетическим группам: группа B. adolescentis
(B. adolescentis, B. catenulatum subsp. catenulatum,
B. catenulatum subsp. kashiwanohense, B. dentium,
B. pseudocatenulatum); B. longum (B. longum, B. breve,
B. angulatum) и группа B. bifidum (B. bifidum) [3]. В
качестве референтных штаммов использовались:
B. adolescentis ATCC 15703, B. bifidum LMG 11041,
B. breve LMG 13208, B. catenulatum LMG 11043,
B. catenulatum subsp. kashiwanohense DSM 21854,
B. dentium JCM 1195, B. pseudocatenulatum LMG
10505, B. longum subsp. infantis ATCC 15697 [3],
B. longum subsp. longum GT15 [25] и B. angulatum
GT102 [26].

Выравнивание последовательностей (рис. 4)
2D FN3 показало, что последовательности первого
домена имеют бóльшую гомологию, чем последо-
вательности второго домена, выявлены коровые
(консервативные) аминокислоты. В первом до-
мене выявлена 31 коровая аминокислота, во вто-
ром домене – 10 коровых аминокислот.

Гомология последовательностей 2D FN3 B. long-
um subsp. longum GT15 и B. adolescentis ATCC 15703
составляет: 62.4% идентичности, 84.5% сходства.

Последовательности 2D FN3 у B. bifidum и у
B. angulatum имеют более существенные отличия
от последовательностей других видов бифидобак-
терий из ЖКТ человека. Гомология данных по-
следовательностей B. longum subsp. longum GT15 и
B. bifidum LMG 11041 составляет: 54.6% идентич-
ности, 77.0% сходства; гомология последователь-
ностей 2D FN3 B. longum subsp. longum GT15 и
B. angulatum GT102 составляет: 41.1% идентично-
сти, 68.6% сходства.

Ранее нами было выявлено, что мотивы цито-
киновых рецепторов были различны у трех видов
бифидобактерий: у B. longum: WSХPS и WSХES, у
B. bifidum: WSХPS и EG-PS, а у B. angulatum:
WSХYS и SGХQA, что может быть связано с взаи-
модействием с различными цитокинами [19, 26].
Таким образом, полученные данные совпадают.

2.3. Распределение по группам штаммов внутри
каждого из видов бифидобактерий, обитающих в
ЖКТ человека. Проведен биоинформатический
анализ наличия полиморфизма в сенсорных по-
следовательностях 2D FN3 в секвенированных
геномах штаммов бифидобактерий из разных
коллекций (в основном зарубежных), выделен-
ных из ЖКТ человека. По результатам данного
сравнительного анализа в секвенированных ге-
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Рис. 2. а – предполагаемая пространственная структура ТМ и SCD Pkb2 у видов бифидобактерий, выделенных из мик-
робиоты человека. б – предполагаемая пространственная структура ТМ и SCD Pkb2 B. longum subsp. infantis со спора-
дическими аминокислотными заменами, совпадающими с коровыми аминокислотами Pkb2.

a
В. adolescentis АТСС 15703

б

В. anulatum GT102

В. bifidum PRL 2010 В. longum subsp. longum GT15;

В. longum subsp. infantis 157F B. longum subsp. infantis IN-07

В. longum subsp. infantis BT1 В. longum subsp. infantis LH_665

(редкий вид у человека)

В. longum subsp. infantis 157F

Референтная последовательность без
замен

Замены 461 V>A; 466 A>T; 468 A>E

Замены 357 G>R; 469 A>S (+) Замены 376 A>V; 388 G>S
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Рис. 3. а – белок FN3 штамма B. longum subsp. longum GT15. Размер белка – 1994 а.о. Доменная структура белка: сиг-
нальный пептид – 1–45 а.о.; трансмембранный регион – 29–51 а.о.; регион RPT1 (1) – 468–885 а.о.; регион RPT1 (2) –
951–1373 а.о.; первый домен FN3 – 1494–1581 а.о.; второй домен FN3 – 1586–1671 а.о.; С-терминальный регион –
1672–1994 а.о. Белок 2D FN3 – 1494–1671 а.о. б – гипотетическая схема механизма взаимодействия SCD Pkb2 и 2D
FN3 с иммунной системой человека.
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номах штаммов B. longum subsp. longum можно вы-
делить четыре группы (табл. 2): группа 1.1 – не со-
держат аминокислотных замен по сравнению с
референтным штаммом GT15; группа 1.2 – содер-
жат замену 43 A→V; группа 1.3 – содержат две за-
мены 43 A→V и 51 A→T; группа 1.4 – содержат за-
мену 111 T→I.

Последовательности 2D FN3 штаммов B. long-
um subsp. infantis можно разделить на две группы:
группа 2.1 – не содержат аминокислотных замен
по сравнению с референтным штаммом ATCC
15697; группа 2.2 – содержат замену 15 N→D.

Последовательности 2D FN3 штаммов B. ado-
lescentis можно разделить на четыре группы: груп-
па 3.1 – не содержат аминокислотных замен по
сравнению с референтным штаммом ATCC 15703;
группа 3.2 – содержат замену 154 F→S; группа 3.3 –
содержат две замены 123 N→D и 154 F→S;
группа 3.4 – содержат три замены 123 N→D, 150
N→D и 154 F→S.

Последовательности 2D FN3 штаммов B. angu-
latum можно разделить на две группы: группа 4.1 –

не содержат аминокислотных замен по сравнению с
референтным штаммом GT102; группа 4.2 – содер-
жат три замены 97 Q→H, 170 S→A и 181 S→G. По-
следовательности 2D FN3 штаммов B. dentium
можно разделить на две группы: группа 5.1 – не
содержат аминокислотных замен по сравнению с
референтным штаммом JCM 1195; группа 5.2 –
содержат замену 132 D→G. Замены в коровых
(консервативных) аминокислотах не обнаружены.

Последовательности 2D FN3 штаммов, отно-
сящиеся к видам B. bifidum, B. breve, B. catenulatum,
B. catenulatum subsp. kashiwanohense, B. gallicum и
B. pseudocatenulatum, не имели аминокислотных
замен по сравнению с референтными штаммами
LMG 11041, LMG 13208, LMG 11043, DSM 21854,
LMG 11596 и LMG 10505 соответственно.

Составлен каталог сенсорных последователь-
ностей 2D FN3 из геномов разных видов бифидо-
бактерий, включающий последовательности, со-
держащие выявленные аминокислотные замены
(табл. 2, Приложение, табл. 4).
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2.4. Предсказание структур белков 2D FN3
B. longum subsp. longum GT15, B. bifidum 791, B. an-
gulatum GT102 и B. adolescentis ATCC 15703. С ис-
пользованием Программы trRosetta были пред-
сказаны 3D-структуры 2D FN3-белков штаммов
B. longum subsp. longum GT15, B. bifidum 791, B. angu-
latum GT102 и B. adolescentis ATCC 15703 (рис. 5,а).
Из рисунка видно, что все фрагменты белков об-
разуют по два структурных элемента для первого
и второго доменов FN3, в которых преобладают
антипараллельные β-слои. Выявлены структур-
ные отличия для 2D FN3-белков B. bifidum 791 и
B. angulatum GT102 в сравнении со структурой 2D
FN3-белка штамма B. longum GT15.

Также были выявлены структурные отличия
для 2D FN3-белков из четырех групп штаммов
B. longum subsp. longum (рис. 5,б).

3. Поиск и идентификация в российских 
метагеномах микробиоты здоровых детей

и взрослых последовательностей, кодирующих
SCD Pkb2 и 2D FN3

Последовательности, кодирующие SCD Pkb2
и 2D FN3, были выявлены в 11 из 23 метагеномов
детей и в 34 из 38 метагеномов взрослых. Резуль-
таты анализа представлены на рис. 6 (а и б) и в
Приложении, табл. 5 и 6. В изучаемых метагеномах
не были обнаружены последовательности, соответ-
ствующие следующим видам бифидобактерий че-
ловека: B. angulatum, B. breve, B. catenulatum subsp.
kashiwanohense, B. dentium, B. gallicum, B. longum
subsp. infantis. В метагеномах детей, кроме того,
отсутствовали последовательности, характерные
для B. bifidum и B. pseudocatenulatum.

Анализ встречаемости групп штаммов (табл. 1),
несущих аминокислотные замены в SCD Pkb2, в
метагеномах российских жителей (рис. 6,а, При-
ложение, табл. 5) показал, что у подвида B. longum
subsp. longum группа 1.1 очень редко встречается в
изучаемых метагеномах и детей, и взрослых, хотя
это самая распространенная группа у этого подвида
(353 штамма из 535, имеющих секвенированные ге-
номы); группа 1.2 не встречается в изучаемых мета-
геномах детей и очень редкая у взрослых; очень
редкая у иностранных штаммов (8 штаммов из
535) группа 1.3 оказалась самой распространенной
(около 55–65%) в изучаемых метагеномах россий-
ских жителей (детей и взрослых). У вида B. adoles-
centis группа 3.1 не встречается в исследуемых ме-
тагеномах ни у детей, ни у взрослых; является са-
мой редкой группой среди всех известных в мире
штаммов B. adolescentis (около 4%). Группа 3.2
встречается примерно в 30% изучаемых метагено-
мов детей и взрослых и у 20% иностранных штам-
мов; группы 3.3 и 3.4 не встречаются в исследуе-
мых метагеномах детей; группа 3.3 встречается в
20–30% изучаемых метагеномов взрослых росси-
ян и в геномах иностранных штаммов; группа 3.4
довольно редко встречается в метагеномах взрос-
лых и в базах данных (менее 20%); группа 3.5
встречается в изучаемых метагеномах у детей и
взрослых, а также у иностранных штаммов, редко
(менее 15%). Группа 5.1 B. animalis subsp. lactis об-
наружена в одном метагеноме ребенка и в двух
метагеномах взрослых; группа 5.2 не встречается
в изучаемых метагеномах. Группы 6.1, 6.2, 6.3 вида
B. bifidum редко встречаются у взрослых, а группы 6.4
и 6.5 не обнаружены. У вида B. pseudocatenulatum

Рис. 4. Выравнивание последовательностей двух FN3-доменов бифидобактерий из ЖКТ человека. Коровые амино-
кислоты выделены белыми буквами на черном фоне.

. . . . . . . . ..: : : : : : : : : : : :* * * * * * * * * * * * * * * ** * * * * * * *** * * ****

Первый домен FN3
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В. angulatum
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редко встречаются группы 7.2 и 7.3 у взрослых;

группы 7.1 и 7.4 не обнаружены у взрослых.

Результат анализа встречаемости групп штам-

мов (табл. 2), несущих различные аминокислот-

ные замены в сенсорном домене 2D FN3, у различ-

ных видов бифидобактерий показан на рис. 6,б и в

Приложении, табл. 6. У детей и взрослых были

выявлены гены, кодирующие 2D FN3 B. adoles-

centis (группа 3.3, часто встречается в базе данных

и в 40% изучаемых метагеномов), B. longum subsp.

longum (группа 1.4, встречается в 25% метагеномов

и у 15–20% иностранных штаммов), B. animalis

subsp. lactis и B. catenulatum и B. pseudocatenulatum.

Только у взрослых были выявлены гены, кодиру-

ющие 2D FN3 B. bifidum, B. adolescentis (группа 3.2,

встречается в 25% метагеномов, часто встречается в

базе данных), B. longum subsp. longum (группы 1.1 и

1.3). Группа 1.1 встречается в 15% метагеномов

взрослых россиян и среди иностранных штаммов.

Группа 1.3 обнаружена у 50% штаммов в базе дан-

ных и в 30% метагеномов взрослых россиян. В ис-

следуемых метагеномах здоровых детей и взрослых

отсутствуют гены, кодирующие 2D FN3 B. adolescen-

tis (группы 3.1 и 3.4), B. longum subsp. longum (груп-
па 1.2).

ОБСУЖДЕНИЕ

Представленная работа является частью ис-
следований по изучению роли оперона PFNA и
кодируемых им белков в процессе взаимодей-
ствия бифидобактерий с иммунной системой че-
ловека.

Анализ аминокислотных последовательностей
SCD Pkb2 и 2D FN3 изучаемых видов бифидобакте-
рий человека подтвердил ранее полученные данные
[17, 18], что последовательности очень консерва-
тивны внутри вида и сильно отличаются у разных
видов. Несмотря на сильную межвидовую дивер-
генцию, у изучаемых видов бифидобактерий чело-
века в последовательностях SCD Pkb2 и 2D FN3
обнаружены консервативные коровые аминокис-
лоты (рис. 1 и 4). По-видимому, коровые аминокис-
лоты важны для образования правильной про-
странственной структуры доменов, что обеспечи-
вает нормальное функционирование доменов при
связывании с лигандом (SCD Pkb2) или компонен-

Таблица 2. Характеристика аминокислотных замен, обнаруженных в сенсорных последовательностях 2D FN3
бифидобактерий из ЖКТ человека

Вид Bifidobacterium

Группы

по амино-

кислотным 

заменам

Название 

штамма

Наличие замен аминокислот

Ссылка

на GenBankпервый домен второй домен

B. longum subsp. longum 1.1 GT15 Нет Нет AIW43408

1.2 DSM 20219 43 A→V SEB43038

1.3 MCC10014 43 A→V

51 A→T

TCD94273

1.4 MCC10099 Нет 111 T→I TCF41702

B. longum subsp. infantis 2.1 ATCC 15697 Нет Нет BAJ69696

2.2 LH_23 15 N→D VWQ35166

B. adolescentis 3.1 ATCC 15703 Нет Нет BAF40092

3.2 BIOML-A186 154 F→S KAB5750345

3.3 BIOML-A135 123 N→D

154 F→S

KAB5842581

3.4 BIOML-A120 123 N→D

150 N→D

154 F→S

KAB5869187

B. angulatum 4.1 GT102 Нет Нет AMK57067

4.2 LMG 11039 97 Q→H

170 S→A

181 S→G

KFI41277

B. dentium 5.1 JCM 1195 Нет Нет BAQ27672

5.2 ATCC 27679 Нет 132 D→G EFM42500
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Рис. 5. Предсказание структур фрагментов 2D FN3-белков у бифидобактерий. а – структуры 2D FN3-белков штаммов
B. longum subsp. longum GT15, B. bifidum 791, B. angulatum GT102 и B. adolescentis ATCC 15703; б – структуры 2D FN3-
белков из четырех групп штаммов B. longum subsp. longum.

а

б

2D FN3 В. longum GT15 2D FN3 В. adolescentis АТСС 15703

2D FN3 В. bifidium 791 2D FN3 В. angulatum GT102

2D FN3 В. longum GT15 2D FN3 В. longum DSM 20219

2D FN3 В. longum МСС10014 2D FN3 В. longum МСС10099

(замена 43 A>V в первом домене)

(замены 43 А>V и 51 А>Т в первом

домене)

(замена 111 Т>I во втором домене)
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тами иммунной системы человека – цитокинами

(2D FN3).

Изучение полиморфизма последовательностей

SCD Pkb2 и 2D FN3 показало существование часто

встречающихся аминокислотных замен, позволя-

ющих внутри каждого изучаемого вида бифидо-

бактерий разделить штаммы на несколько групп

(кластеров) (табл. 1 и 2). В случае SCD Pkb2 у подви-

да B. longum subsp. longum выявились существенные

популяционные различия в частоте встречаемости

разных групп аминокислотных замен в россий-

ских метагеномах и у штаммов иностранного

происхождения (рис. 6,а). Очень редкая в россий-

ских метагеномах группа 1.1 (табл. 1) является са-

мой распространенной группой у этого подвида

(353 штамма из 535, имеющих секвенированные

геномы); очень редкая у иностранных штаммов

(8 штаммов из 535) группа 1.3 оказалась самой

распространенной (около 55–65%) в метагеномах

российских жителей (детей и взрослых). Возможно,

наличие устойчивых кластеризующих замен и ча-

стоты их распределения в разных популяциях бифи-

добактерий связаны со специфичностью взаимо-

действия SCD Pkb2 с лигандом и 2D FN3 с цитоки-

ном и отражают гетерогенность популяции человека

по иммунному статусу. Гипотетическая схема ме-

ханизма взаимодействия SCD Pkb2 и 2D FN3 с

иммунной системой человека представлена на

рис. 3,б.

Предполагаемые пространственные структу-

ры ТМ и SCD Pkb2 у трех основных видов бифи-

добактерий – обитателей ЖКТ человека: B. ado-

lescentis, B. bifidum и B. longum, оказались похожи,

в то время как у редкого для человека вида B. an-

gulatum пространственная структура существенно

отличается (рис. 2), что может указывать на воз-

Рис. 6. Результаты поиска последовательностей SCD Pkb2 (а) и 2D FN3-сенсора (б) в микробиоте кишечника здоро-
вых детей (“CHILD_HC”) и взрослых (“ADULT_HC”). На рисунках отражены только образцы, в которых нашлась хо-
тя бы одна исследуемая последовательность, и белки, гомологи которых были выявлены как минимум в двух образцах.
Цветовой градиент отображает процент идентичности между оригинальной последовательностью из каталога и най-
денным гомологом.

а

б
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C-end Pkb2; В. adolescentis; группа 3.2
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C-end Pkb2; В. adolescentis; группа 3.5

C-end Pkb2; В. animalis; группа 5.1

C-end Pkb2; В. bifidum; группа 6.1

C-end Pkb2; В. bifidum; группа 6.2

C-end Pkb2; В. bifidum; группа 6.3

C-end Pkb2; В. longum; группа 1.1

C-end Pkb2; В. longum; группа 1.2

C-end Pkb2; В. longum; группа 1.3

C-end Pkb2; В. pseudocatenulatum; группа 7.2

C-end Pkb2; В. pseudocatenulatum; группа 7.3
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можность связывания с различными лигандами.
Выявлены структурные отличия для 2D FN3-бел-
ков B. bifidum и B. angulatum в сравнении со струк-
турой 2D FN3-белка B. longum (рис. 5). Прогности-
ческое построение пространственной структуры
2D FN3 из различных видов бифидобактерий поз-
волило обнаружить в них потенциальные цито-
кин-связывающие карманы. Аминокислотные за-
мены, особенно замены коровых аминокислот,
могут приводить к изменению 3D-структуры до-
менов, что вызовет изменение специфичности
связывания с различными лигандами или изме-
нение эффективности связывания.

Полученные научные результаты помимо фун-
даментальной значимости представляют большой
практический интерес. Различные виды бифидо-
бактерий потенциально могут быть источником
белков, селективно связывающихся с про- и про-
тивовоспалительными цитокинами человека. Это
открывает огромные возможности для создания па-
нели препаратов белков, способных регулировать
уровень цитокинов в различных органах и тканях
человека, подвергшегося воспалительным про-
цессам.

Работа выполнена в рамках Государственного
задания № 0092-2022-003, тема “Механизмы гене-
тических процессов у микроорганизмов, растений,
животных и человека”; “Микробиом кишечника
человека: иммуномодулирующий и антиоксидант-
ный потенциал”.

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Species-Forming PFNA Operon in Bifidobatceria: Modules of Sensor Proteins Pkb2
and FN3, Structure and Distribution among Different Species and Strains 

of Bifidobacteria Derived from the Human Intestinal Microbiome
V. N. Danilenkoa, *, M. G. Alekseevaa, T. A. Koshenkoa, A. S. Kovtuna, and V. Z. Nezametdinovaa

aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: valerid@vigg.ru

Recently, we discovered and thoroughly interrogated the species-specific (species-forming) PFNA operon in
bifidobacteria. The pkb2 and fn3 making up the operon encode proteins that are possibly involved in the rec-
ognition of host signals. The fn3 gene has been shown to encode a FN3 protein containing two fibronectin
domains and cytokine receptor motifs. A fragment of this protein was shown to selectively bind to TNFα. The
PFNA operon of Bifidobacterium longum subsp. longum GT15 regulates bidirectional communication with el-
ements (cytokines) of the human immune system. In this study, using databases of sequenced genomes of bi-
fidobacteria isolated from the microbiota of the human gastrointestinal tract, we studied the intraspecific
polymorphism of the Pkb2 sensor C-terminal domain (SCD Pkb2-sensor C-end domain) and the FN3 pro-
tein fragment containing two FN3 domains (2D FN3). Significant non-recurring amino acid substitutions
were found in the studied domains of each of the eight studied species of bifidobacteria of various geographic
origins, making it possible to distinguish from 2 to 5 groups in each species of bifidobacteria. Using the trRo-
setta program, it was shown that the detected amino acid substitutions can lead to changes in the 3D struc-
tures of the analyzed domains. It is assumed that the detected clustering of strains may reflect the heteroge-
neity of Human-derived bifidobacteria, which were isolated from humans with different immune status. Cat-
alogs of SCD Pkb2 and 2D FN3 proteins were put together, including significant amino acid substitutions in
eight studied species belonging to four phylogenetic groups: B. adolescentis, B. bifidum, B. longum and
B. pseudolongum. Using the previously developed algorithms and the created catalog, the occurrence of the
studied groups of strains in the metagenomes of healthy residents of Moscow was established for two age cat-
egories: children 3–5 years old and adults over 18 years old. The developed approach is supposed to be used
to study the correlation between the immune status and the presence in the microbiota of bifidobacteria
strains belonging to specific groups clustered by amino acid substitutions in SCD Pkb2 and 2D FN3.

Keywords: gut microbiome, bifidobacteria, PFNA operon, SCD Pkb2 sensor protein, 2D FN3 sensor protein,
receptors of immune system elements.
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