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ВВЕДЕНИЕ 

 

 

 

Актуальность и степень разработанности темы исследования. Пандемия 

вируса SARS-CoV-2 оказалась неожиданной проблемой для системы 

здравоохранения всего мира и предъявила серьезные требования к медико-

биологической науке в плане экстренной разработки диагностических систем и 

средств иммунопрофилактики. Ввиду тяжести заболевания COVID-19 [254], 

отсутствия знаний о жизненном цикле вируса и иммунопатогенезе заболевания 

был использован существующий арсенал антимикробных и 

иммунобиологических лекарственных препаратов с разным уровнем 

эффективности [7, 238, 265]. Быстрое выявление инфицированных лиц и их 

изоляция были единственным способом прервать передачу вируса и ограничить 

число заболевших [321]. Тем не менее, за три года пандемии признана гибель от 

COVID-19 около 20 миллионов человек по данным ВОЗ [314]. В то же время 

пандемия COVID-19 дала уникальный шанс исследователям изучить 

формирование первичного противовирусного иммунного ответа у наивной в 

отношении этого вируса человеческой популяции, а также проследить 

особенности сохранения иммунитета к SARS-CoV-2 в условиях вакцинации и 

прорывных инфекций мутантными штаммами вируса.  

Традиционно противоинфекционный иммунитет оценивают по наличию 

специфических антител к патогену. Выделяют два варианта адаптивного 

гуморального иммунного ответа на вирусную инфекцию или вакцины. При 

экстрафолликулярном пути активация и дифференциация В-клеток в 

короткоживущие плазматические клетки идет за пределами зародышевых центров 

лимфатических узлов [98]. Короткоживущие плазмоциты продуцируют 

преимущественно IgM-антитела, способные нейтрализовать вирус [154]. 

Иммунный ответ в зародышевых центрах лимфоузлов требует помощи Tfh-

хелперов и ведет к клональной пролиферации В-клеток, созреванию аффинитета и 
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их дифференциации в долгоживущие плазматические или В-клетки памяти, 

синтезирующие IgG-антитела [65]. У переболевших COVID-19 обнаружено 

достаточное количество вирусспецифических резидентных клеток костного 

мозга: долгоживущих плазматических клеток и В-клеток памяти [291]. Показано, 

что субкласс IgG3 связан с ранним противовирусным ответом, предположено, что 

IgG3 является первым высокоаффинным IgG-антителом, которое вырабатывается 

во время заражения COVID-19 [151]. IgG1 и IgG3 были основными субклассами, 

обнаруженными при инфекции SARS-CoV-2 [278], демонстрируя самую высокую 

способность к нейтрализации вирусов [114]. Нейтрализующая активность антител 

сохранялась у большинства пациентов до 15 месяцев [322]. Специфичный к 

вирусу SARS-CoV-2 IgA, играющий решающую роль в защите слизистых от 

вируса SARS-CoV-2, обнаружен в слюне инфицированных индивидуумов [74, 

131]. 

Клеточный иммунитет – ключевое звено противовирусного иммунного 

ответа [200]. Даже бессимптомные лица, инфицированные SARS-CoV-2, имеют 

высокофункциональный специфичный к антигенам вируса клеточный иммунный 

ответ [156]. Показано формирование ответов CD4+ и CD8+ Т-клеток практически 

на все белки SARS-CoV-2, включая неструктурные [281]. Одной из важных 

функций адаптивной иммунной системы является сохранение памяти о 

предыдущих антигенных контактах. У переболевших COVID-19 среди CD4+Т-

клеток преобладает фенотип центральной памяти, а среди CD8+ Т-клеток – 

фенотип эффекторной памяти [194, 261]. Рутинно исследователи проводят оценку 

клеточного иммунного ответа, индуцированного антигенами вируса SARS-CoV-2, 

методом ELISpot по продукции IFN-γ [250]. Этот метод отражает суммарные 

ответы врожденного и адаптивного иммунитета. IFN-γ способны производить 

NK-, NKT-, γδ-T-клетки, CD4+ и CD8+Т-лимфоциты [34, 202, 205].  

Благодаря массовой вакцинации и бустированию вследствие 

множественных волн пандемии, сформировался популяционный иммунитет [274]. 

Почти не осталось лиц с первичным иммунным ответом [275]. Однако из-за 

частых мутаций в S-белке SARS-CoV-2 даже высокий уровень анти-S антител 
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может не обеспечивать защиты от заражения новыми VoC [35]. Новые подъемы 

заболеваемости COVID-19 служат тому подтверждением. За счет частых мутаций 

вирус оказался способным уходить от атаки иммунной системы [197], продолжая 

выживать в человеческой популяции [66]. Естественный отбор идет в сторону 

появления штаммов вируса, способных наиболее эффективно уклоняться от 

иммунного ответа [57, 259]. Очевидно, что оценка продолжительности 

сохранения иммунной защиты в текущих условиях остается реальной проблемой. 

Состояние эндемии на данный момент не достигнуто, риск значительного 

подъема заболеваемости существует даже спустя 4 года с момент первой встречи 

вируса SARS-CoV-2 с иммунной системой человека [187]. 

Таким образом, исследование динамики развития адаптивного иммунного 

ответа и сохранения иммунологической памяти на антигены вируса SARS-CoV-2 

у переболевших, привитых, ревакцинированных вакциной «Спутник V» и 

перенесших прорывную инфекцию, вызванную мутантными штаммами, дает 

возможность детализировать фундаментальные знания о специфическом 

противовирусном иммунном ответе.  Результаты нашего исследования 

гуморального и клеточного иммунитета к антигенам вируса SARS-CoV-2 могут 

быть использованы при создании вакцин нового поколения, при отборе 

отдельных групп пациентов на вакцинацию или ревакцинацию против вируса 

SARS-CoV-2 и разработке новых терапевтических препаратов. 

Цель работы: исследовать особенности формирования и поддержания 

специфического гуморального и клеточного иммунитета к вирусу SARS-CoV-2 у 

переболевших COVID-19 и привитых от этой инфекции. 

Задачи исследования: 

1. Проанализировать наличие антител к N- и S-белку вируса SARS-CoV-2 в 

сыворотке крови переболевших COVID-19.  

2. Выявить наличие клеточного иммунитета на N- и S-белок вируса SARS-

CoV-2 у переболевших COVID-19. 

3. Проанализировать формирование гуморального и клеточного ответа после 

вакцинации против COVID-19. 
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4. Провести математическое моделирование динамики изменения 

концентрации IgG-антител к N- и S-белку SARS-CoV-2. 

5. Оценить продолжительность сохранения адаптивного иммунитета у 

переболевших и привитых от COVID-19. 

6. Оценить эффект ревакцинации или повторного заболевания COVID-19 на 

уровень гуморального и клеточного иммунитета у переболевших и привитых от 

COVID-19. 

Научная новизна. Впервые изучено формирование у первично бионаивных 

лиц и поддержание на протяжении 4 лет гуморального и клеточного иммунного 

ответа на антигены вируса SARS-CoV-2 в условиях продолжающейся циркуляции 

его мутантных штаммов. 

Показано, что у переболевших COVID-19 антитела класса IgМ к антигенам 

SARS-CoV-2 постепенно исчезают из кровотока, но у отдельных людей могут 

сохраняться на высоком уровне более 1 года.  

Обнаружено, что по уровню антител в сыворотке крови к S-белку SARS-

CoV-2 классов IgA и IgG реконвалесцентов COVID-19 можно разделить на людей 

с высоким (57%) и низким (43%) гуморальным ответом на данный антиген. 

Уровень гуморального ответа не зависит от тяжести перенесенного заболевания. 

Несмотря на постепенное снижение уровня антител и последующие бустеры, как 

за счет вакцинации, так и повторных контактов с вирусом SARS-CoV-2, такое 

разделение сохраняется на протяжении 4 лет наблюдения. 

Выявлено формирование Т-клеточного ответа, определяемого по 

экспрессии CD107a на CD8high лимфоцитах после распознавания антигенов S-

белка SARS-CoV-2 у 100% переболевших COVID-19. По уровню Т-клеточного 

ответа переболевших можно разделить на людей с высоким (50%) и низким (50%) 

клеточным ответом. Уровень Т-клеточного ответа не зависит от тяжести 

перенесенного заболевания. Такое разделение сохраняется на протяжении 4 лет 

наблюдения. 

Продемонстрировано формирование специфического Т-клеточного ответа 

на S-белок без сероконверсии у части переболевших COVID-19.  
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Установлено формирование гуморального и Т-клеточного ответа на S-белок 

у 100% не болевших COVID-19 дважды привитых вакциной “Спутник V”. 

Привитые вакциной «Спутник V» так же были разделены на людей с высоким и 

низким уровнем гуморального и Т-клеточного иммунного ответа на S-белок 

SARS-CoV-2. При этом уровень Т-клеточного ответа у привитых сопоставим с 

таковым у переболевших, а уровень гуморального иммунного ответа у привитых 

немного ниже, чем у переболевших, что особенно выражено в уровне IgA 

антител. 

Доказано, что гуморальный и Т-клеточный иммунный ответ на антигены 

SARS-CoV-2 формируются и поддерживаются независимо друг от друга, как у 

привитых вакциной «Спутник V», так и у переболевших COVID-19. Выявлено 4 

варианта соотношения гуморального и клеточного ответа: высокий гуморальный 

и клеточный ответ, низкий гуморальный и клеточный ответ, высокий 

гуморальный и низкий клеточный ответ и низкий гуморальный и высокий 

клеточный ответ, включающие примерно по четверти индивидуумов 

обследованных групп. 

Продемонстрировано, что у привитых вакциной «Спутник V» и у 

переболевших COVID-19 уровень анти-S IgG-антител постепенно снижается и 

выходит на плато через 9 месяцев после контакта с антигеном. Концентрация 

анти-S IgА-антител быстро нарастает при заболевании и снижается после 

выздоровления быстрее, чем уровень IgG-антител. Т-клеточный иммунитет 

меньше подвержен изменениям. Последующие контакты с S-белком как за счет 

вакцинации, так и за счет повторных инфекций, поддерживают уровень антител и 

клеточного иммунитета в течение 4 лет наблюдения. Наибольший прирост 

уровней гуморального и Т-клеточного иммунных ответов установлен в группе 

прорывного иммунитета, у перенесших COVID-19 как минимум дважды. 

Обнаружено неполное созревание авидности анти-S IgG-антител. Индекс 

авидности нарастает со временем, но лишь слегка превышает 50% через 1-1,5 года 

после заболевания. Последующие бустеры индуцируют повышение индекса 
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авидности до 70% у привитых вакциной «Спутник V» и 80% и более при 

повторных контактах с мутантными штаммами SARS-CoV-2. 

Выявлено формирование Т-клеточного ответа на N-белок вируса SARS-

CoV-2 без сероконверсии у части привитых вакциной «Спутник V». 

Продемонстрированы стабильные Т-клеточные ответы на N-белок у перенесших 

COVID-19 как минимум дважды в течение 4 лет наблюдения. 

Теоретическая и практическая значимость. Теоретическая значимость 

работы заключается в получении новых данных, вносящих вклад в понимание 

процессов формирования у бионаивной в отношении SARS-CoV-2 популяции 

взрослых людей иммунного ответа на антигены SARS-CoV-2, как у привитых 

вакциной «Спутник V», так и у переболевших COVID-19, а также созревания и 

поддержания гуморального и клеточного иммунитета в условиях 

продолжающейся циркуляции и активного мутационного процесса в S-белке 

вируса. Выявлены различия в динамике формирования и поддержания уровней 

антител к N- и S-белку SARS-CoV-2 у переболевших COVID-19 в легкой и 

среднетяжелой форме. Установлено, что IgG-антитела к N-белку SARS-CoV-2 

формируются преимущественно короткоживущими плазмоцитами, о чем 

свидетельствует быстрый подъем и снижение концентрации этих антител во 

времени и высокий процент антител IgG3 субкласса, что типично для профиля 

синтеза антител короткоживущими плазмоцитами. Тогда как IgG-антитела к S-

белку SARS-CoV-2 формируются преимущественно долгоживущими 

плазмоцитами, о чем свидетельствует длительное поддержание уровня этих 

антител (4 года наблюдения) и доминирование антител IgG1 субкласса, типичного 

для профиля синтеза антител долгоживущими плазмоцитами. 

Выявлены различия в созревании ответа антител на N- и S-белок во 

времени. С помощью математического моделирования предложены формулы, 

описывающие изменение концентраций IgG-антител во времени к N-белку (на 

основе распределения Фишера) и к S-белку (на основе распределения Фишера и 

Эрланга). 
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Используя предложенные формулы, рассчитана динамика концентрации 

IgG-антител к S-белку. Вычислено, что уровень IgG-антител к S-белку снизился 

бы до отрицательного через 4 года после элиминации вируса, что совпадает по 

срокам с реальными наблюдениями за уровнем IgG-антител после элиминации 

вирусов SARS-CoV-1 и MERS. Полученное совпадение расчетных и реальных 

сроков снижения антител подтверждает правильность предложенных формул и 

пригодность использованных моделей для исследования динамики концентрации 

IgG-антител к S-белку. 

Разработан способ оценки клеточного иммунитета к N-белку SARS-CoV-2 

(Патент RU 2818080 C1 Российской Федерации). Несмотря на то, что антитела к 

N-белку считают не протективными, для Т-клеточного иммунитета не важно, из 

какого именно белка вируса получен антигенный пептид. Консервативность N-

белка является основанием для разработки и применения вакцин, направленных 

на поддержание Т-клеточного ответа к антигенам N-белка для защиты от новых 

вариантов вируса SARS-CoV-2. 

В результате сопоставления разных методов оценки Т-клеточного 

иммунного ответа на антигены SARS-CoV-2 показано, что методы, основанные на 

ELISpot и на определении процента CD8hiCD107a+ не коррелируют, так как 

оценивают активацию разных субпопуляций Т-клеток, вовлеченных в иммунный 

ответ на SARS-CoV-2. Результаты даже в пределах метода ELISpot различаются в 

зависимости от состава вирусных антигенов, используемых для активации Т-

клеточного ответа, и могут меняться в процессе появления новых мутаций в S-

белке. Следует учитывать результаты сопоставления этих методов при выборе 

метода для оценки клеточного иммунитета на антигены SARS-CoV-2. 

Рассчитаны пороговые разделяющие значения (cut off) для параметров Т-

клеточного (6%) и гуморального, IgG-антитела, (600 BAU/мл) иммунитета к S- и 

N-белку SARS-CoV-2, позволяющие разделять высокий и низкий уровень ответа 

на этот антиген. 

Методология и методы исследования. Было проведено простое открытое 

сравнительное проспективное исследование иммунологических параметров 
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гуморального и клеточного иммунитета у переболевших COVID-19 легкой и 

средней степени тяжести или привитых вакциной «Спутник V». Взятие 

биологического материала (венозная кровь) проводилось согласно положениям 

Хельсинской Декларации ВМА (2000) и протокола Конвенции Совета Европы о 

правах человека и биомедицине (1999), а также согласно с «Российскими и 

международными требованиями по надлежащей клинической практике» – ГОСТ 

Р. 52379-2005, GOOD CLINICAL PRACTICE (GCP). В процессе выполнения 

работы применяли формально-логические методы для анализа научной 

литературы, клинико-анамнестические, иммунологические и статистические 

методы исследования. 

Внедрение результатов работы. Результаты диссертационной работы 

внедрены в работу КДЦ ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н.Габричевского и ООО 

«Клиника Семейное Здоровье». 

Степень достоверности и апробация результатов. Достоверность 

результатов проведенных исследований определяется достаточным объемом 

выборки пациентов, количеством проведенных исследований, выполненных 

современными методами, обладающими высокой чувствительностью и 

объективностью на высокоточных, автоматизированных диагностических 

приборах, оснащенных системами автоматизированного сбора, учета и анализа 

данных, и использованием корректных методов статистической обработки 

материала. 

Материалы диссертационной работы были доложены на: Всероссийской 

научно-практической конференции с международным участием «Современная 

иммунопрофилактика: вызовы, возможности, перспективы» (Москва, 2021 г.); II, 

III и IV Международных научно-практических конференциях по вопросам 

противодействия новой коронавирусной инфекции и другим инфекционным 

заболеваниям (Санкт-Петербург, 2021, 2022 и 2023 гг.); Межрегиональной 

научно-практической конференции «Актуальные вопросы профилактической 

медицины и санитарно-эпидемиологического благополучия населения: факторы, 

технологии, управление и оценка рисков» (Нижний Новгород, 2022 г.); Конгрессе 
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с международным участием «Молекулярная диагностика и биобезопасность», 

(Москва, 2023 г.); XVII Всероссийском форуме с международным участием им. 

Акад. В.И.Иоффе «Дни иммунологии в Санкт-Петербурге» (Санкт-Петербург, 

2023 г.); 9-й Научно-практической школе-конференции «Аллергология и 

клиническая иммунология» (Сочи, 2023 г.); V Объединенном иммунологическом 

форуме (Пушкинские Горы, 2024 г.); 2-ом Гомельском международном конгрессе 

«Инфекционные болезни, микробиология и иммунология» (Гомель, Республика 

Беларусь, 2024 г.). Апробация диссертации состоялась на расширенном заседании 

секции Ученого совета ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н.Габричевского 

Роспотребнадзора «Общая и прикладная иммунология» 14.11.2024 г. 

Публикации. По теме диссертации опубликовано 13 работ, из них статей в 

журналах, входящих в «Перечень ведущих рецензируемых научных журналов и 

изданий», рекомендуемых ВАК Министерства образования и науки РФ для 

публикаций основных результатов диссертационных исследований – 5, в том 

числе статей в журналах, включенных в базу Scopus и Web of science – 5, тезисов 

в материалах конференций – 7 и патент – 1. 

Личный вклад автора. Автор лично собирала биологический материал, 

определяла параметры гуморального иммунитета методом ИФА и клеточного 

иммунитета методом ELISpot, выполняла пробоподготовку для 

цитофлуориметрии, проводила анализ литературы, анализ и описание полученных 

результатов, статистическую обработку. Цитофлуорометрия мононуклеаров на 

проточном цитометре выполнена совместно с сотрудниками централизованной 

клинико-диагностической лаборатории ФГАУ НМИЦ здоровья детей МЗ РФ (зав. 

лабораторным отделом д.м.н. Е.Л.Семикина).  Математическое моделирование 

выполнено совместно с сотрудником ФГБОУ ВО «Национальный 

исследовательский университет «МЭИ»», доцентом, к.т.н. Михайловым И.С. 

Положения, выносимые на защиту 

1. У переболевших COVID-19 и привитых вакциной «Спутник V» 

формируется гуморальный и клеточный иммунитет разного уровня на 
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антигены SARS-CoV-2. Четыре варианта соотношения высокого и низкого 

гуморального и клеточного иммунитета свидетельствуют о независимости 

процессов формирования этих иммунных ответов. 

2. Изменения концентраций IgG-антител к N- и S-белку в сыворотке крови в 

зависимости от времени аппроксимируются с помощью распределений 

Фишера и Эрланга. Анти-N антитела синтезируются преимущественно 

короткоживущими плазмоцитами, а уровень анти-S антител является 

суммой антител, синтезируемых коротко- и долгоживущими плазмоцитами. 

3. В условиях свободной циркуляции и активных мутаций SARS-CoV-2 

повторные бустеры препятствуют снижению гуморального и клеточного 

иммунитета к N- и S-белку. Динамика уровней иммунных ответов зависит 

от антигена, класса антител, количества бустеров и индивидуальных 

особенностей реакций иммунной системы. 

Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 209 страницах, 

состоит из введения, обзора литературы, главы характеристики обследованных 

лиц и методов исследования, главы результатов собственных исследований, 

заключения, выводов, практических рекомендаций и списка литературы. Работа 

иллюстрирована 17 таблицами и 37 рисунками. Список литературы содержит 334 

источника, из них работ отечественных авторов – 28, зарубежных авторов – 306. 
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ГЛАВА 1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

 

 

1.1 Коронавирусы и новая коронавирусная инфекция 

В декабре 2019 года в Ухане, Китай, было зарегистрировано сообщение о 

пациентах с вирусной пневмонией, вызванной неопознанным инфекционным 

агентом [128]. Впоследствии в качестве возбудителя был идентифицирован новый 

коронавирус, предварительно названный новым коронавирусом 2019 года (2019-

nCoV или уханьский штамм (WT)) [307].  Вирус, названный SARS-CoV-2 (Severe 

acute respiratory syndrome coronavirus 2), оказался высоконтагиозным, заболевание 

им вызванное, COVID-19 (Coronavirus Infectious Disease 2019), быстро 

распространилось на более чем 200 стран и территорий. В марте 2020 года ВОЗ 

объявила пандемию COVID-19. [308]. До 2002 года многочисленные 

коронавирусы вызывали эпизоотии в разных частях мира, считалось, что угрозу 

для человечества они собой не являют. Первый случай инфекции, вызванной 

коронавирусом, описан в 1931 году американскими ветеринарами A.F. Schalk и 

M.C. Hawn как «новое респираторное заболевание» у цыплят [256]. Далее 

последовательно были описаны случаи заболеваний с разными органными 

поражениями и разными уровнями смертности у свиней, собак, птиц, 

земноводных и прочих представителей животного мира [28].  

Известно нескольких патогенных для человека коронавирусов. 

Большинство из них связаны с легкими клиническими симптомами. Существует 

четыре циркулирующих вируса сезонной "обычной простуды", которые 

включают два бета-коронавируса, OC43 и HKU-1, а также альфа-коронавирусы 

293E и NL63. Они широко распространены, причем предыдущее воздействие 

каждого вируса наблюдалось более чем у 90% взрослых [113]. Однако 

коронавирус, вызывавший тяжелый острый респираторный синдром, SARS-CoV, 

новый бета-коронавирус, который появился в Гуандуне, южный Китай, в ноябре 

2002 года [220], привел к эпидемии. В конце эпидемии в июне 2003 года общее 
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число случаев заболевания в мире составило 8422 случая с 916 смертельными 

исходами, показатель летальности составил 11% [72]. Коронавирус 

ближневосточного респираторного синдрома, MERS-CoV, который был впервые 

обнаружен в Саудовской Аравии в 2012 году, стал причиной 2494 лабораторно 

подтвержденных случаев заражения и 858 смертельных случаев с сентября 2012 

года [121]. Показатель летальности составил около 36% [89].  Вирусы оказались 

не столь высоко контагиозными и, благодаря проведенным 

противоэпидемическим мерам, эпидемии удалось локализовать. Были 

предприняты попытки создать вакцину против коронавируса SARS-CoV и MERS-

CoV. Антителозависимое усиление инфекции у вакцинированных привело к 

прекращению испытаний этих вакцин [289].  

Коронавирусы вызывают широко распространенные заболевания органов 

дыхания, желудочно-кишечного тракта и центральной нервной системы у людей 

и других животных, угрожая здоровью людей и нанося экономический ущерб. 

Они относительно легко адаптируются к новым условиям путем мутации и 

рекомбинации и, следовательно, запрограммированы на эффективное изменение 

ареала обитания хозяина и тропизма тканей [92, 219].   Таким образом, угрозы 

здоровью, исходящие от коронавирусов, являются постоянными и 

долгосрочными. Межвидовая передача вирусов людям явно происходила на 

протяжении всей истории человечества [204].  

COVID-19, заболевание, вызванное новым вирусом SARS-CoV-2, 

потребовало инновационных разработок в диагностике, терапии и вакцинах, и 

глубокого понимания вирусологии коронавирусов, структурно-функциональных 

взаимосвязей вирусных белков и соответствующих рецепторов хозяина, 

особенностей их взаимодействия, которые определяют характер иммунного 

ответа. Эволюция вируса в настоящее время интенсивно продолжается, начинают 

формироваться его географические варианты, которые, возможно, лягут в основу 

его будущей гетерогенности [12, 224]. Контроль за распространением 

коронавирусов имеет важные последствия для глобального здравоохранения и 

экономической стабильности. 
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1.1.1 Структурные особенности SARS-CoV-2   

Коронавирусы относятся к подсемейству Coronavirinae семейства 

Coronaviridae, и это подсемейство включает четыре рода: альфа-коронавирус, 

бета-коронавирус, гамма-коронавирус и дельта-коронавирус. Коронавирусы – это 

крупные, покрытые оболочкой РНК-вирусы с одноцепочечной положительной 

цепью [180]. Они имеют самый большой геном среди всех РНК-вирусов. Геном 

вируса составляет 29 881 bp (GenBank no. MN908947), он кодирует 9860 

аминокислотных остатков [75]. Геном упакован внутри спирального капсида, 

образованного нуклеокапсидным белком (N), и дополнительно окружен 

оболочкой. N-белок длиной 419 аминокислот является единственным 

структурным белком внутри вириона, связанным с вирусной геномной РНК 

посредством электростатических взаимодействий, приводимых в действие 

положительно заряженными аминокислотными остатками. Он модулирует 

раскручивание РНК после попадания в клетку [235]. С вирусной оболочкой 

связаны еще три структурных белка: мембранный белок (M) и белок оболочки (E) 

участвуют в сборке вируса, а спайковый белок (S, белок шипа) опосредует 

проникновение вируса в клетки-хозяева. S-белок образует большие выступы 

(пепломеры) на поверхности вируса, придавая коронавирусам вид коронок 

(отсюда и их название; corona по-латыни означает корона) [162]. Они связываются 

с рецептором ангиотензинпревращающего фермента 2 (Angiotensin-converting 

enzyme 2, ACE2) клетки-хозяина, опосредуя проникновение вируса в клетку [160]. 

Поэтому антитела к S-белку способны нейтрализовать вирус. Шипы покрыты 

молекулами полисахаридов, чтобы избежать ответа иммунной системы хозяина 

во время проникновения [301]. S-белок является критическим фактором, 

определяющим диапазон хозяев и тканевой тропизм, и основным индуктором 

иммунных реакций хозяина. Считается, что S-белок относится к белкам слияния 

вирусных мембран класса I [56], включая белки вируса гриппа, вируса 

иммунодефицита человека (ВИЧ) и вируса Эбола. Для всех оболочечных вирусов 

связывание с рецептором и слияние мембран является ключевым ранним шагом 

для проникновения в клетки хозяина и возникновения инфекции [43]. Эти этапы 
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могут послужить точкой приложения лекарственных средств. SARS-CoV-2 имеет 

шестнадцать неструктурных белков (Nonstructural protein, nsp1−16), обладающих 

ферментативной активностью и блокирующих распознавание PAMP клетками 

хозяина [178]. 

Структура тримерного S-белка SARS-CoV-2 была определена с помощью 

криоэлектронной микроскопии на атомном уровне [294]. Полноразмерный S-

белок уханьского штамма содержит 1273 аминокислотных остатка, включая N-

концевой сигнальный пептид, рецепторсвязывающую субъединицу S1 и 

субъединицу слияния S2 [327].  

В структуре S1 можно выделить N-концевой домен, рецептор-связывающий 

домен (Receptor binding domain, RBD) и C-концевые домены. Были выявлены 

различные конформации RBD в открытом и закрытом состояниях и его 

соответствующие функции. На поверхности вирусной мембраны S-белок 

представлен в виде тримера. Три RBD образуют вершину S-тример, с 

возможностью двух различных конформаций, up, "вверх", представляющий 

доступное для рецептора ACE2 состояние, и down, "вниз", представляющий 

недоступное для рецептора ACE2 состояние. Показано что S-тример может 

связывать один, два или три ACE2 в конформациях RBD-up [319]. RBD является 

частью области с высокой степенью изменчивости и не может служить 

идеальным сайтом-мишенью для разработки противовирусных ингибиторов 

широкого спектра действия [179]. В то же время область RBD является 

критической мишенью для нейтрализующих антител. Функция субъединицы S1 

заключается в связывании с рецептором на клетке-хозяине.  

Функция субъединицы S2 заключается в слиянии мембран вирусов и 

клеток-хозяев. S2 включает в себя пептид слияния, проксимальную область 

пептида слияния, гептадный повтор 1, центральную спираль, соединительный 

домен, гептадный повтор 2, трансмембранный сегмент и цитоплазматический 

хвост [327]. 
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1.1.2 Эпидемиология COVID-19 

 Летучие мыши, по-видимому, являются естественным резервуаром SARS-

CoV-2 [325] Показано, что бетакоронавирус, выделенный из панголинов, имеет 

сходство последовательности до 98% с идентифицированным уханьским 

штаммом человека [318].  Сходство генов между этими двумя вирусами с точки 

зрения генов E, M, N и S составляет 100, 98,6, 97,8 и 90,7% соответственно, это 

позволяет предположить, что панголины могут быть промежуточным хозяином 

[318]. SARS-CoV-2 может передаваться от человека к животному. Установлено, 

что такие животные, как тигр, собака, кошка и хорек, заражаются вирусом при 

тесном контакте с инфицированными людьми [264, 266]. 

SARS-CoV-2 передается воздушно-капельным путем [196]. К сожалению, 

даже бессимптомные пациенты являются источником инфекции [125]. Вирус 

также может распространяться путем непрямой контактной передачи. Существует 

возможность передачи инфекции воздушно-капельным путем в медицинских 

учреждениях из-за аэрозолей, образующихся в результате медицинских процедур. 

В некоторых случаях инфекции SARS-CoV-2 у детей с отрицательными 

анализами ПЦР из носоглотки, мазки из прямой кишки оказывались 

положительными, что указывает на возможность фекально-оральной передачи 

[320]. Было показано, что SARS-CoV-2 может эффективно размножаться в 

кишечном эпителии. В результате SARS-CoV-2 может распространяться через 

желудочно-кишечный тракт [288]. Вирус SARS-CoV-2 выделен из мочи пациента 

с COVID-19 [273]. Некоторые исследования продемонстрировали возможность 

вертикальной передачи SARS-CoV-2 от матери к плоду [215]. Риск перинатальной 

передачи SARS-CoV-2 относительно низок.  

1.1.3 Текущая ситуация пандемии COVID-19 в мире и России  

Пандемия COVID-19 прошла уже девять волн подъема заболеваемости. 

Статистические данные по заболеваемости и смертности в мире не обновляются. 

По данным Университета Джона Хопкинса на 03.10.2023 г., 676 609 955 

подтвержденных случаев заболеваний COVID-19, 6 881 955 смертей. В 

Российской Федерации зарегистрировано почти 25 миллионов подтвержденных 
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случаев заболевания COVID-19, и боле 400 тысяч смертей от этого заболевания, 

51,42% населения было полностью вакцинировано [25]. На рисунке 1.1 

представлены данные по Российской Федерации. 

 

Рисунок 1.1 – Течение пандемии COVID-19 в Российской Федерации  

(по данным Роспотребнадзора) 

 Первая волна пандемии была вызвана уханьским штаммом вируса SARS-CoV-2, 

вторая, третья, и четвертая в 2020-2021 году – его субвариантами Альфа (B. 1.1.7), 

Бета (B.1.351) и Дельта (B.1.617.2), пятая, с беспрецедентным количеством 

заболевших, – штаммом Омикрон (B.1.1.529), после которой практически не 

осталось лиц с первичным иммунным ответом, постинфекционным или 

поствакцинальным. Шестой, седьмой, восьмой и девятый подъемы 

заболеваемости обусловлены субвариантами штамма Омикрон. 

 Первоначально предполагали, что SARS-CoV-2 имеет медленную скорость 

эволюции.  Как впоследствии было установлено, скорость мутации в S-белке 

SARS-CoV-2 в 2-2,5 раза выше, чем у вируса гриппа A/H3N2 HA1 и в 7–10 раз 

быстрее, чем в субъединице S1 сезонных коронавирусов 229E и OC43 [149].  

SARS-CoV-2 активно мутировал и некоторые его штаммы оказались более 

заразными и/или смертоносными, ввиду чего они были названы вирусами, 

вызывающими озабоченность, virus of concern или VOC [311]. Все эти штаммы 
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внесли свою лепту в формирование последующих волн пандемии в разных 

странах и континентах [284]. Мутации вируса привели к увеличению сродства к 

ACE2-рецептору человека. Следующие штаммы вируса SARS-CoV-2 были 

названы Альфа, Бета, Гамма (B.1.1.28), Дельта. У варианта Дельта Плюс 

(B.1.617.2.1), была выявлена мутация P871R как одна из наиболее критических 

мутаций вируса SARS-CoV-2, в сайте связывания фурина, который повышает 

эффективность проникновения в клетку через сам сайт расщепления фурина. Он 

индуцировал формирование синцития, так что вирус заражал несколько клеток по 

механизму передачи от клетки к клетке, не выходя в жидкие среды организма. 

[284]. Штамм Омикрон - результат рекомбинации двух совместно 

циркулирующих линий Стелс (BA.2) и субвариантов Омикрона (BJ.1 и BM.1.1.1) 

[276]. Это может происходить, если человек заражается двумя вариантами 

одновременно. Омикрон отличается от предыдущих штаммов наибольшим 

зафиксированным количеством мутаций в S-белке. Омикрон имеет уже несколько 

вариантов c формированием новой ветви в филогенетическом дереве S-белка 

SARS-CoV-2 [234]. Их относят к VBM (Variants being monitored) вариантам, 

подлежащим мониторингу [311]. Филогенетическое дерево штаммов SARS-CoV-2 

представлено на рисунке 1.2. Субвариант Пирола (BA.2.86) появился в отчетах в 

августе 2023 года, он несет более 40 новых мутаций, из них 34 в S-белке. Пирола 

имеет очень высокое сродство к рецептору ACE2 [297].  Субвариант Пирола не 

склонен к образованию синцитиев в сравнении со штаммом Дельта или другими 

субвариантами штамма Омикрон, во всяком случае, в протестированных 

клеточных линиях, а существующие терапевтические моноклональные антитела 

не связываются с субвариантом Омикрона BA.2.86.1 in vitro [234]. По состоянию 

на октябрь 2024 года актуальный субвариант Омикрона (KP.3.1.1) имеет уже 61 

мутацию в S-белке [324]. 

Новые варианты коронавируса появляются в результате антигенной 

эволюции циркулирующих промежуточных мутантов у переболевших, 

вакцинированных [127, 149] и хронически инфицированных пациентов с 

ослабленным иммунитетом, поддерживающих высокую репликацию вируса во 
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время лечения иммунной плазмой или моноклональными антителами [62, 95, 

144]. 

 

Рисунок 1.2 – Карта мутаций в спайке SARS-CoV-2  

Примечание: ВА (1-5), BQ и Омикрон XBB (B.1.1.529); его субварианты ХВВ – 

Грифон (XBB), Арктур (ХВВ 1.16), Кракен (XBB.1.5), Цербер (BQ.1.1), Стелс 

(BA.2), Кентавр (BA.2.75), Эрис (EG.5.1), Пирола (BA.2.86)  – новая ветвь XBB, 

включая JN.1 с заменой L455S [287]. 

Есть основания считать, что вирус будет длительно циркулировать в 

человеческой популяции, мутировать и давать вспышки. Этому может 

способствовать также и сохранение резервуаров вируса в природе. Результаты 

исследований показывают, что белохвостые олени [68] – наиболее 

распространенное крупное млекопитающее в Северной Америке – могут служить 

резервуаром для вариантных штаммов SARS-CoV-2, которые больше не 

циркулируют в популяции человека. Норки, которых разводят в Европе, Северной 

Америке и Китае, также могут являться источником будущих вспышек 

заболеваний, вызванных вирусом SARS-CoV-2 [218]. Не исключается 

возникновение новых штаммов в результате перехода вируса от человека к 

животному и обратно.  
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1.2 Иммунопатогенез COVID-19 

1.2.1 Реакции врожденного иммунитета на SARS-CoV-2 

SARS-CoV-2 проникает в альвеолярные клетки 2-ого типа легких через 

рецептор ACE2. ACE2 экспрессируется различными органами тела, такими как 

мозг, легкие, почки, печень и кишечник. SARS-CoV-2 часто поражает и эти 

органы, но патогенез инфекции SARS-CoV-2 начинается с легких и вызывает их 

серьезные повреждения. Врожденный иммунитет функционирует как первая 

линия защиты хозяина от патогенов, включая SARS-CoV-2. Врожденные 

иммунные реакции ограничивают проникновение, трансляцию, репликацию и 

сборку вируса, помогают идентифицировать и удалять инфицированные клетки, а 

также координируют и ускоряют развитие адаптивного иммунитета [93]. 

Клетки врожденного иммунитета, включая макрофаги, моноциты, 

дендритные клетки, нейтрофилы и врожденные лимфоидные клетки (Innate 

lymphoid sells, ILC), такие как естественные киллеры (Natural killers, NK), имеют 

паттерн-распознающие рецепторы (Pattern recognition receptor, PRR), которые 

обнаруживают патоген-ассоциированные молекулярные паттерны (Pathogen 

associated patterns, PAMP) или молекулярные паттерны, связанные с 

повреждением (Danger associated patterns, DAMPs), и индуцируют 

воспалительные сигнальные пути и иммунные реакции. Пять основных семейств 

PRR включают Toll-подобные рецепторы (TLR), рецепторы, индуцируемые 

ретиноевой кислотой, подобные гену I (Retinoic acid-inducible gene-I-like receptors, 

RLRs), рецепторы, подобные нуклеотидсвязывающему домену олигомеризации 

(Nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors, NLRs), рецепторы 

лектина С-типа и отсутствующие при меланоме 2 (Absent in melanoma, AIM2) 

[138]. Передача сигналов через эти рецепторы в клетках врожденного иммунитета 

в ответ на патогены, PAMPs или DAMPs приводит к выработке воспалительных 

цитокинов и хемокинов, а также к индукции клеточной гибели для очистки 

организма от инфицированных клеток. На сегодняшний день было показано, что 

несколько PRR, в частности, TLR, RLR, NLR, активируют свои сигнальные пути в 

ответ на SARS-CoV-2 [77]. Обнаружение чужеродной РНК вируса в цитоплазме 
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клетки хозяина и/или в составе эндосомы является для иммунной системы 

хозяина сигналом присутствия инфекции. Последующий запуск синтеза 

интерферонов и провоспалительных цитокинов - важная составляющая 

воспалительной защитной противовирусной реакции.  

Врожденный иммунитет распознает РНК-вирусы, такие как коронавирусы, с 

помощью двух отдельных стратегий [186]. В рамках одной стратегии 

плазмоцитоидные дендритные клетки (Plasmacytoid dendritic cell, pDC) 

распознают поступающую одноцепочечную вирусную геномную РНК в эндосоме 

через TLR7. Миелоидные дендритные клетки (mDC) экспрессируют 

эндосомальные TLR3 и TLR8, которые могут распознавать двухцепочечную РНК 

или одноцепочечную РНК соответственно. Вторая стратегия включает 

распознавание вируса во время репликации. Промежуточные продукты 

двухцепочечной РНК могут быть распознаны цитозольными РНК-сенсорами. 

Активация TLR в эндосоме через молекулы MyD88 (Myeloid differentiation 

primary response gene 88) и TRAF6 (TNF receptor activating factor 6) ведет к 

фосфорилированию и перемещению регуляторных факторов IRF3 (Interferon 

responsive factor 3) и IRF7 в ядро клетки. Активация RLR в цитоплазме идёт через 

молекулу MAVS (Mitochondrial antiviral signaling protein), далее TRAF3 и ряда 

других молекул, что также приводит к перемещению регуляторных факторов 

IRF3 и IRF7 в ядро инфицированной клетки, в результате чего запускается 

транскрипция генов интерферонов IFNα и IFNβ. Другой сигнальный путь через 

молекулу MAVS приводит к перемещению ядерного фактора κB (nuclear factor 

NF-κB) в ядро. Транслокация NF-κB в ядро приводит к активации транскрипции 

нескольких провоспалительных цитокинов, включая TNF, IL-6 и IL-1. 

Биологическая активность интерферонов I типа реализуется через 

рецепторы, экспрессируемые на большинстве клеток организма, в том числе на 

гепатоцитах, фибробластах, Т-лимфоцитах, макрофагах, эпителиальных и 

дендритных клетках [18]. Точная настройка ответа IFN I типа имеет решающее 

значение, поскольку как чрезмерная, так и недостаточная активация передачи 

сигналов IFN может быть вредной для хозяина [134]. Успешная и своевременная 
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активация ответа IFN I типа ингибирует репликацию вируса и предотвращает 

распространение вирусной инфекции. Показано, что NLR реагируют на 

инфекцию SARS-CoV-2 и индуцируют выработку IFN I типа и 

провоспалительных цитокинов. NLRP3 (Nucleotide-binding oligomerization domain, 

Leucine rich Repeat and Pyrin domain containing), один из наиболее хорошо 

охарактеризованных инфламмасомных сенсоров, запускается в ответ на PAMPs и 

DAMPs, что приводит к активации каспазы-1, выработке и высвобождению 

биоактивных IL-1β и IL-18 и расщеплению газдермина D, GSDMD, который 

образует поры в плазматической мембране, приводя к разрыву мембраны и 

пироптотической гибели инфицированных вирусом клеток [77].  

Наконец, врожденная иммунная система участвует в процессе коагуляции, 

известном как "иммунотромбоз", который, как полагают, возникает при тяжелой 

форме COVID-19, что приводит к локализованной и/или системной коагулопатии 

[206]. Обнаружение PAMPs и DAMPs PRR-экспрессирующими макрофагами 

приводит к усилению экспрессии тканевого фактора (Tissue factor, TF), который, в 

свою очередь, активирует внешний путь коагуляции [99]. Кроме того, 

активированные нейтрофилы высвобождают нейтрофильные внеклеточные 

ловушки, состоящие из их ДНК и антимикробных пептидов, которые захватывают 

и уничтожают патогены, но также могут индуцировать сильный прокоагулянтный 

ответ [99].  

SARS-CoV-2 уклоняется от врожденного распознавания, передачи сигналов, 

индукции IFN и IFN-стимулируемых генов (interferon stimulated genes, ISGs) 

посредством экспрессии ряда вирусных белков, которые блокируют эти пути 

[140, 285]. В легких или периферической крови лиц, инфицированных SARS-CoV-

2, обнаруживаются более низкие уровни IFN-I или IFN-III по сравнению с 

другими респираторными вирусами [13, 120]. Пациенты с генетическими 

мутациями или аутоантителами к интерферонам, имеют тяжелое течение 

заболевания COVID-19. На поздней стадии заболевания длительная секреция IFN 

коррелирует с худшими исходами заболевания [182], возможно, за счет индукции 

хемокинов, которые рекрутируют провоспалительные клетки [133]. Установлено, 
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что отсроченный ответ IFN I типа и рекрутирование моноцитов/макрофагов в очаг 

воспаления являются основными причинами летальной пневмонии и острого 

респираторного дистрес-синдрома, наблюдаемых у пациентов с атипичной 

пневмонией [71].  

Избыточная воспалительная реакция является основной особенностью 

тяжелого и критического COVID-19 [73], а дыхательная недостаточность при 

тяжелом заболевании, вызванном SARS-CoV-2 связана с гипервоспалением, 

которое может быть вызвано синдромом цитокинового шторма.  Сывороточные 

уровни IL-2R, IL-4, IL-6, TNF-α, IL-1RA, IL-1β, IFN-γ повышены [1, 192] в 

сочетании с повышенными уровнями хемокинов, таких как CCL2, CCL8, CXCL2, 

CXCL8, CXCL9 и CXCL16 [52]. IL-6 играет ключевую роль в стимулировании 

гипервоспалительного ответа [192] и является независимым предиктором 

выживаемости пациентов [91]. Было высказано предположение, что цитокиновый 

шторм характеризуется петлей положительной обратной связи. Действительно, 

начальная волна цитокинов может индуцировать гибель клеток как часть реакции 

воспаления, или паноптоз, состоящий из пироптоза, апоптоза и некроза [246], что 

дополнительно индуцирует высвобождение цитокинов, и, в конечном итоге, 

приводит к цитокиновому шторму [139]. Паноптоз, по-видимому, связан с 

сопутствующим увеличением IFN-γ и TNF-α. Недавнее исследование показало, 

что изменение уровня цитокинов и хемокинов происходит в течение первых 

нескольких дней с момента появления симптомов [150], что позволяет 

предположить, что нарушение регуляции может произойти на очень ранних 

стадиях течения заболевания. Неспособность врожденных иммунных реакций 

устранить вирус приводит к активации адаптивной иммунной системы. DC 

служат связующим звеном между врожденным и адаптивным иммунитетом, 

презентируя вирусные антигены Т-лимфоцитам. SARS-COV-2 может изменять 

экспрессию цитокинов, хемокинов и рецепторов хемокинов, инфицируя DCs, 

которые являются наиболее важными агентами иммунного мониторинга при 

доставке антигенов к T-лимфоцитам [155]. DCs эффективно инициируют CD8+ и 

CD4+ клеточные ответы. 
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1.2.2 Клеточный иммунитет к антигенам вируса SARS-CoV-2 

Главная роль в ответе адаптивного иммунитета против вируса, включая 

SARS-CoV-2, принадлежит Т-лимфоцитам, и, прежде всего, специфическим 

цитотоксическим СD8+Th-клеткам. Они препятствуют репликации вируса в 

дыхательных путях, убивая зараженные вирусом клетки и секретируя 

противовирусные цитокины IFN-γ и TNF-α.  Зараженная вирусом клетка 

выставляет на своей поверхности антигенные пептиды в составе МНС I. 

Вирусспецифический CD8+Th-лимфоцит распознает их своим T-клеточным 

рецептором (Т-cell receptor, TCR) и либо за счёт взаимодействия Fas-Fas-лиганд, 

либо выброса перфоринов и гранзимов в синаптическую щель, запускает апоптоз 

этой клетки. IFN-γ воздействует на макрофаги, усиливает их фагоцитирующую 

активность. У макрофагов повышается экспрессия Fc-рецепторов, и они 

уничтожают вирусы, нейтрализованные антителами и апоптотические клетки. 

CD4+Т-хелперные клетки выполняют множество функций, ключевых для 

координации и регуляции противовирусного иммунитета. Они разделены на 

субпопуляции, классически определяемые продукцией цитокинов. 

Фолликулярные CD4+T-лимфоциты (Tfh) способствуют выработке 

высокоаффинных нейтрализующих антител (Ат) и дифференцировке В-клеток 

зародышевого центра в клетки памяти и долгоживущие плазматические клетки 

(РС), секретирующие антитела. Помощь Tfh влияет на выживание В-клеток, 

пролиферацию, соматическую гипермутацию, рекомбинацию с переключением 

классов иммуноглобулинов и дифференцировку через IL-4, IL-21 и CD40L. 

Устойчивый контакт между клетками Tfh и В-клетками необходим для оказания 

помощи В-клеткам [126]. Специфические Th-2-лимфоциты тоже синтезируют IL-

4, что может помогать дифференцировке B-клеток для синтеза нейтрализующих 

Ат. Th-17 привлекают в очаг воспаления нейтрофилы, у которых тоже есть 

рецепторы к Fc-фрагментам Ат, поэтому они могут участвовать в утилизации 

нейтрализованного вируса. Th-22 участвуют в восстановлении эпителия. 

Регуляторные Т-клетки (Treg) завершают цикл воспаления в нормальном 

протективном иммунном ответе. У выздоравливающих пациентов с COVID-19 
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было зарегистрировано адекватное количество Т-клеток и достаточная активация 

Т-клеток / клональная экспансия [60], что подразумевает важность Т-клеточного 

иммунитета для выздоровления и разрешения заболевания. Т-клеточный ответ 

также может быть неоптимальным, нарушенным и чрезмерным. Функциональная 

способность клеточного ответа является ключевым фактором, определяющим 

клинический исход.  

Ранний цитотоксический ответ CD8+Т-клеток обычно наблюдается в 

течение 7 дней после появления симптомов и достигает максимума на 14-й день, 

коррелируя с эффективной очисткой организма от вируса [210], легкой формой 

заболевания [49] и соответствуя аналогичной кинетике гуморальных реакций 

[181]. Показано, что специфичные для SARS-CoV-2 CD4+ и CD8+Т-клетки 

обнаруживаются в периферической крови больных COVID-19 в первые 2 недели 

после появления симптомов, при этом большинство специфичных для SARS-

CoV-2 CD4+Т-клеток демонстрировали фенотип центральной памяти с 

доминирующей продукцией цитокинов Th1, в то время как CD8+Т-клетки имели 

более эффекторный фенотип с высокими уровнями экспрессии перфорина [303]. 

Уровень Т-клеток повышен у пациентов с легкой формой COVID-19, 

обеспечивая устойчивый противовирусный иммунный ответ [262]. CD8+Т-клетки 

экспрессируют более высокие уровни цитотоксических молекул, таких как 

гранзимы А, В и лиганд FAS, которые нужны для уничтожения инфицированных 

вирусом клеток. Однако в тяжелых случаях заболевания уровень цитотоксических 

молекул был снижен из-за уменьшения доли CD8+T-клеток [166]. Количество 

Treg было умеренно увеличено у пациентов с легкой формой COVID-19. Уровни 

Treg у пациентов с тяжелой формой COVID-19 были ниже, чем у пациентов с 

легкой формой заболевания [277]. Их роль еще предстоит определить. Многие 

группы исследователей описали значительную дисфункцию Т-клеток при острой 

инфекции SARS-CoV-2 [170, 191, 268], эта дисфункция сохраняется во время 

выздоровления даже у негоспитализированных пациентов [104]. Возможно, что 

устойчивые ответы Tfh, обнаруженные у этой подгруппы лиц, свидетельствуют о 

нарушении регуляции иммунного ответа, и что эти Tfh не способствуют 
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образованию нейтрализующих Ат. Обнаружена повышенная доля SARS-CoV-2-

реактивных Tfh с дисфункциональными свойствами и цитотоксичностью и 

отрицательной корреляцией с уровнями антител к S-белку SARS-CoV-2 у 

госпитализированных пациентов с тяжелым заболеванием COVID-19 [194]. 

Показано формирование ответов CD4+ и CD8+ Т-клеток практически на все 

белки SARS-CoV-2, включая неструктурные [281]. У CD4+ лимфоцитов 

преобладали ответы на S-белок, при этом уровень циркулирующих Tfh 

коррелировал с антительным ответом [136]. Также были выявлены Tfh, 

специфичные к белкам N и M. Важно, что антитела на N-белок не являются 

нейтрализующими, видимо, с этим связана низкая частота встречаемости Tfh к N-

белку. Этот факт обосновывал стратегию создания вакцин, нацеленных только на 

S-белок в начале пандемии [55, 106, 135].  

Как гиперактивация, так и истощение Т-клеток, были описаны при COVID-

19, что отражает различные этапы в иммунном ответе на инфекцию [17, 191]. 

Важно отметить, что фенотип CD8+PD-1+CD38+Т-клеток у пациентов с тяжелой 

формой COVID-19 ассоциирован с высокими уровнями экспрессии перфорина и 

гранзима В по сравнению со здоровыми контрольными группами [60]. Это 

указывает на то, что белок программированной клеточной смерти (Programmed 

cell death protein 1, PD-1) и CD38 действуют как маркеры активации Т-клеток, а не 

маркеры истощения иммунного ответа в случаях COVID-19. 

Одной из важных функций адаптивной иммунной системы является 

сохранение памяти о предыдущих антигенных контактах. Защита от инфекции 

обеспечивается Т-клетками, которые сохраняются в очагах предшествующего 

проникновения инфекционного агента в виде резидентных Т-клеток памяти (T-

resident memory, TRM)  [295]. TRM не рециркулируют и функционируют как 

первая линия защиты от патогенной инфекции, в частности, в коже и в слизистых 

оболочках [257]. К циркулирующим клеткам памяти относят эффекторы памяти 

(T-effector memory, TEM), Т-клетки центральной памяти (T-central memory, TCM) 

[226] и терминально дифференцированные эффекторы (T-effector memory cells re-

expressing CD45RA, TEMRA) [198, 226]. Также выделяют долгоживущую Bcl6-
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зависимую популяцию, которую назвали Т-резидентными хелперными клетками 

(Т-resident helper, TRH). Клетки TRH находятся в легких независимо от Tfh 

лимфатического узла, но зависят от В-клеток, с которыми они находятся в тесном 

контакте в индуцируемой бронхоассоциированной лимфоидной ткани (inducible 

bronchus-associated lymphoid tissue, iBALT). Специфические для SARS-CoV-2 Tfh 

были в изобилии обнаружены в ассоциированных с легкими лимфоузлах и легких 

[76, 227].  

Интересно, что SARS-CoV-2-специфичные CD8+TRM были 

идентифицированы у переболевших ковидом людей. Показано, что специфичные 

для SARS-CoV-2 CD8+Т-клетки выявляются в крови только у 50%, в легочной 

ткани – у 75%, в лимфоузлах легких – у 100% обследованных [76, 227]. Не вполне 

ясно, отражают ли циркулирующие вирусспецифические Т-клетки памяти ниши 

долгосрочной памяти в тканях, и способны ли они мигрировать в легкие во время 

вторичных инфекций [248]. Большинство современных данных свидетельствуют 

о том, что, хотя обе субпопуляции Т-клеток могут приобретать фенотипы 

центральной памяти, TCM, эффекторной памяти, TEM, и памяти, подобной 

стволовым клеткам (T-stem cell-like memory, TSCM), среди CD4+Т-клеток 

преобладают TCM, а среди CD8+ Т-клеток - TEM [194, 261].  

В ряде исследований было показано, что клеточный иммунитет сильно 

коррелирует с исходом заболевания, например, Le Bert N. et al. [156] в 

продольном исследовании изучили SARS-CoV-2-специфичные Т-клетки в когорте 

бессимптомных (n = 85) и пациентов с симптомами COVID-19 после 

сероконверсии (n = 75). Количество Т-клеток, отвечающих на структурные белки 

(M, N и S) SARS-CoV-2, было одинаковым у бессимптомных и индивидуумов с 

симптомами. При этом у бессимптомных наблюдалась повышенная продукция 

IFN-γ и IL-2 и пропорциональная секреция IL-10 и провоспалительных цитокинов 

(IL-6, TNF-α и IL-1β), в то время как непропорциональная секреция 

воспалительных цитокинов была вызвана специфической для SARS-CoV-2 

активацией Т-клеток у лиц с симптомами. Следовательно, даже бессимптомные 
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лица, инфицированные SARS-CoV-2, имеют высокофункциональный 

специфичный к антигенам вируса клеточный иммунный ответ. 

Т-клеточные ответы против сезонных коронавирусов формируются, но 

имеют относительно низкий уровень, и их продолжительность не определена 

[255].  Группа O.W. Ng [207] показала, что Т-клетки, отвечающие на антигены 

вируса SARS-CoV-1, обнаруживаются у людей через 11 лет после заражения, что 

свидетельствует о наличии долговременной Т-клеточной памяти на этот вирус. 

Продемонстрировано отсутствие перекрестной реактивности этих CD8+Т-

клеточных ответов против MERS-CoV. Le Bert et al. обнаружили ответы Т-клеток 

к вирусу SARS-CoV-1 через 17 лет, более того, эти Т-клетки демонстрировали 

устойчивую перекрестную реактивность к N-белку SARS-CoV-2 [157]. Т-

клеточные ответы на антигены вируса MERS-CoV, по-видимому, являются более 

устойчивыми, чем гуморальный иммунитет [329]. Так было выявлено наличие 

MERS-CoV-специфичных Т-клеточных ответов без сероконверсии у работников 

скотобойни в Нигерии [201].  Проведенный анализ подтвердил сохранение 

специфичного для SARS-CoV-2 клеточного иммунитета у 93% и 92% лиц через 6 

и 12 месяцев после начала заболевания соответственно. Кроме того, уровни как 

антител, так и Т-клеточной памяти, были положительно связаны с тяжестью 

заболевания [326]. Наличие Т-клеточного иммунитета к предшествующим 

штаммам SARS-CoV-2 снижало уровень вирусной нагрузки при повторном 

заражении мутантными штаммами вируса [295] 

1.2.3 Гуморальный иммунитет к антигенам вируса SARS-CoV-2 

Вирус SARS-CoV-2 проникает в клетки хозяина как путем эндоцитоза, так и 

в результате слияния мембран. Затем DC процессируют вирус SARS-CoV-2 и 

презентируют вирусные антигены Th-клеткам. Это приводит к активации 

последних, секреции цитокинов и взаимодействию с В-клетками. В-клетки 

способны непосредственно распознавать вирусные антигены. При стимуляции 

вирусными антигенами большинство В-клеток пролиферируют и 

дифференцируются в плазматические клетки для выработки специфических Ат 

против SARS-CoV-2. Одновременно небольшая часть В-клеток развивается в В-
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клетки памяти (Bm), специфичные к антигенам SARS-CoV-2. При повторном 

заражении SARS-CoV-2 Bm, специфичные к вирусу, могут быстро 

трансформироваться в плазматические клетки (Plasma Cells, PC) для выработки 

Ат.  

На основе преобладающих изотипов и профилей соматических 

гипермутаций образующихся Ат можно выделить два варианта гуморального 

иммунного ответа на вирусную инфекцию или вакцины. Первый вариант носит 

название экстрафолликулярного пути развития. При этом В-клетки активируются 

и быстро дифференцируются в РС за пределами зародышевых центров в течение 

4-6 дней после заражения [98]. PC пролиферируют и продуцируют антитела, 

которые содержат мало соматических гипермутаций, но, тем не менее, могут 

иметь достаточно высокое сродство и способны нейтрализовать вирус [154, 189]. 

Эти PC преимущественно имеют изотип IgM после иммунизации белком-

антигеном, но они могут переключаться на IgG3 или IgA, особенно в ответ на 

вирусные инфекции [236]. Другой путь развития гуморального иммунного ответа 

подразумевает формирование зародышевых центров (Germinal Center, GC) в 

ближайших группах дренирующих лимфоузлов. GC представляют собой 

временные микроструктуры, которые формируются после того, как В-клетки, 

распознавшие вирусные антигены, получают помощь от Tfh, специализированной 

субпопуляции CD4+Т-лимфоцитов. Внутри GC В-клетки подвергаются 

клональной пролиферации и созреванию аффинитета и дифференцируются в 

долгоживущие РС или Bm с помощью Tfh [65, 241]. Процесс формирования GC 

длится от нескольких дней до недели, но поддержание GC может длиться 

месяцами. В GC антигенспецифические В-клетки подвергаются соматической 

гипермутации и селекции на основе аффинности, что приводит к образованию 

преимущественно изотипически измененных и высокоаффинных долгоживущих 

PC, которые создают компартмент, локализованный в костном мозге. Так при 

исследовании аспиратов костного мозга, полученных через 7 и 11 месяцев после 

заражения, на наличие анти-SARS-CoV-2 S-специфичных долгоживущих PC было 

показано, что у людей, выздоровевших от COVID-19, формируется достаточное 



33 

 

количество вирусспецифических резидентных клеток костного мозга: 

долгоживущих PC и Вm [291].  

В результате иммунного ответа в GC формируются антигенспецифичные 

Bm, которые могут сохраняться еще долго после устранения первичной инфекции 

[214]. Например, Bm, сформированные на вакцину против оспы, сохраняются 

более 50 лет [85], а Bm, сформировавшиеся во время пандемии гриппа 1918 года, 

определялись не менее 90 лет [323]. Bm служат двум целям. Во-первых, Bm 

повторно активируются при инфекции в случае утраты защитного уровня Ат. Bm 

способны генерировать Ат в течение 3-5 дней от момента повторного контакта с 

инфекцией [163, 241].  Во-вторых, важная ценность Bm заключается в том, что 

они служат библиотекой прогнозов иммунной системы о возможных будущих 

вариантах вируса [84, 230]. Пандемия COVID-19 наглядно продемонстрировала 

важность разнообразия Bm в распознавании SARS-CoV-2 и его вариантов, и 

подтвердила блестящую способность иммунной системы предсказывать вирусные 

мутации, встраивая эти предсказания в репертуар клеток Bm [84]. 

 Чтобы повысить вероятность повторной встречи с антигеном, Bm 

размещаются во вторичных лимфоидных органах, в барьерных тканях или 

патрулируют организм как рециркулирующие клетки [214]. Небольшое 

количество соматических гипермутаций и частичное созревание аффинитета 

могут происходить также и при экстрафолликулярном пути развития, при этом 

также происходит формирование Bm. Показано, что при тяжелом течении 

COVID-19 преобладает экстрафолликулярный путь формирования В-клеточного 

ответа, с формированием низкоаффинных, преимущественно IgM-антител, что 

обуславливает пониженную эффективность гуморальной защиты, несмотря на 

наличие высоких титров антител к антигенам SARS-CoV-2. Это подтверждается 

работами, выявившими отсутствие образования зародышевого центра в селезенке 

и лимфатических узлах пациентов с тяжелыми исходами заболевания [101]. 

Вирусспецифические к SARS-CoV-2 Bm можно обнаружить в крови уже 

через две недели после появления симптомов [86]. Показано, что уровень 

антиген-специфичных клеток Bm непрерывно увеличивается в течение 3-6 
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месяцев после заражения [78]. Это увеличение отмечено для анти-S, анти-RBD и 

анти-N Bm [86]. Количество Bm, специфичных к SARS-CoV-2, стабилизируется 

примерно через 4 месяца после заражения [86] и сохраняется в течение по 

меньшей мере 15 месяцев [190]. Это увеличение частоты S- и RBD-связывающих 

клеток Bm сопровождается значительным уровнем соматических гипермутаций 

на протяжении не менее 12 месяцев [300]. Aнализ моноклональных антител, 

выделенных из S-специфичных Bm, накопленных за 6-12 месяцев, 

продемонстрировал повышенное созревание аффинности и повышенную 

эффективность нейтрализации SARS-CoV-2 [253]. Все эти факты указывают на 

длительное существование GC после заражения SARS-CoV-2; исключением, 

является летальный COVID-19, при котором на вскрытии можно наблюдать 

глубокое разрушение GC [137].  

Средние сроки обнаружения специфических к SARS-CoV-2 антител IgM и 

IgA составили 5 дней, в то время как IgG появляется через 14 дней после 

появления симптомов, с положительной частотой 85,4%, 92,7% и 77,9% 

соответственно. В подтвержденных и вероятных случаях COVID-19 

положительные показатели IgM-антител составили 75,6% и 93,1% соответственно 

[116]. В другом исследовании 285 пациентов с COVID-19 [175] показано, что все 

эти пациенты достигли сероконверсии IgM или IgG в течение 20 дней после 

появления симптомов. При этом IgG- сероконверсия была выявлена у 100% в 

течение 17-19 дней после появления симптомов, в то время как показатель IgM 

достиг максимума в 94,1% случаев примерно через 20-22 дня. Анализ 

сывороточных протеомов на микрочипах показал, что у бессимптомных 

пациентов в основном вырабатывались антитела IgM и IgG против белков S1 и N. 

В отличие от сильных и стойких N-специфических антител, S1-специфичные IgM-

ответы развиваются у бессимптомных людей уже на 7 день после воздействия, 

достигают максимума в сроки от 17 до 25 дней, а затем исчезают через два 

месяца. У 11,8% (6/51) пациентов с легкой степенью тяжести и у 38,1% (24/63) 

пациентов с бессимптомным течением заболевания нейтрализующие антитела не 
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вырабатывались. Более того, нейтрализующие антитела у бессимптомных 

пациентов постепенно исчезали в течение двух месяцев [159].  

Уровень ответов антител против SARS-CoV-2 коррелирует с тяжестью 

заболевания COVID-19. Показано, что самые высокие титры антител развиваются 

у наиболее тяжело больных пациентов, которые часто также имеют более 

высокую вирусную нагрузку в мазках из носоглотки по сравнению с пациентами с 

более легкой формой заболевания [5, 6, 176].  Более высокие соотношения IgG-

антител, нацеленных на S1 или RBD-домены, по сравнению с N-белком, 

наблюдались у амбулаторных пациентов с легкой формой заболевания по 

сравнению с тяжелобольными пациентами [243].  

Существует ограниченное количество исследований, анализирующих 

уровни IgA у пациентов с COVID-19. Среди изотипов антител секреторный IgA, 

который обнаруживается на поверхностях слизистых оболочек, играет 

решающую роль в защите от патогенов, которые нацелены на эти поверхности 

[11, 74]. Действительно, специфичный к вирусу SARS-CoV-2 IgA обнаруживается 

в слюне инфицированных индивидуумов [97, 131]. Более того, IgA является 

единственным иммуноглобулином, способным проникать в эпителиальные клетки 

для нейтрализации внутриклеточных вирусов [212]. В соответствии с тем фактом, 

что SARS-CoV-2 первоначально поражает носоглотку, антитела IgA, 

специфичные к SARS-CoV-2, быстро вырабатываются после заражения и 

остаются повышенными в плазме в течение 40 дней после появления симптомов. 

Мономеры сывороточного IgA продуцируются теми же клетками, которые 

продуцируют секреторные димеры. Показано, что ответы сывороточного IgA на 

SARS-CoV-2 коррелируют с ответами IgG, однако мономерная форма IgA, 

обнаруженная в сыворотке, в среднем, в два раза менее эффективна, чем IgG. 

Димерные секреторные формы IgA, обнаруженные в слизистой оболочке 

носоглотки, были, в среднем в 15 раз более эффективными, чем их 

соответствующие мономерные формы против SARS-CoV-2 [299]. Разница в 

нейтрализующей активности между изотипами в сыворотке крови может быть 
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обусловлена различиями в кинетике развития двух изотипов во время иммунного 

ответа на этот патоген. 

При оценке субклассов IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4 против различных 

антигенов SARS-CoV-2 (N-белок, S-белок, RBD) показано, что IgG3 связан с 

ранним противовирусным ответом, предположено, что IgG3 является первым 

высокоаффинным IgG-антителом, которое вырабатывается во время заражения 

COVID-19 [151]. Среди всех существующих субклассов IgG3 (наряду с IgG1) 

наиболее вовлечен в противовирусный ответ [103]. Этот субкласс антител 

частично отвечает за эффекторные функции при воспалении [293]. Хотя все 

четыре субкласса IgG имеют почти 90% структурного сходства, IgG3 имеет 

самую длинную область шарнира. Эта особенность структуры влияет на его 

способность связывать антиген. IgG3 часто описывают как субкласс с самой 

высокой связывающей способностью [245]. Из четырех субклассов IgG3 был в 

большей степени связан с начальной стадией заболевания (1-25 дней), тогда как 

концентрации IgG1 и IgG2 имели тенденцию к росту на более поздних стадиях и в 

период после выздоровления (180+ дней) [151]. Показано, что IgG1 и IgG3 были 

основными субклассами, обнаруженными при инфекции SARS-CoV-2 [278]. 

Кроме того, IgG1 и IgG3 демонстрировали самую высокую способность к 

нейтрализации вирусов [114].  

В течение первых месяцев после заражения может наблюдаться довольно 

быстрое снижение концентрации вирусспецифичных IgG, продуцируемых 

транзиторными плазмобластами, за которым следует более медленная 

долгосрочная фаза снижения, зависящая от полностью дифференцированных 

долгоживущих PC. Поддержание уровня антител против SARS-CoV-2 в плазме 

крови и нейтрализующая активность на высоких уровнях продолжается до 3 

месяцев, затем уровни Ат снижаются примерно до 6 месяцев, но нейтрализующая 

активность сохраняется у большинства пациентов до 15 месяцев [322]. Кроме 

того, нейтрализующая активность плазмы переболевших уханьским вариантом 

вируса SARS-CoV-2 была ниже в отношении вариантов Бета, Гамма и Дельта, 

особенно через 9-15 месяцев после заражения [67, 190]. Знание факторов, 
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влияющих на кинетику и продолжительность реакции нейтрализующих антител к 

SARS-CoV-2, необходимо для правильного определения приоритетов 

вакцинации. В исследовании, проведенном группой Y. Kim [147], было 

установлено постепенное снижение титров нейтрализующих Ат с течением 

времени со значительным снижением от 6 до 9 месяцев после заражения SARS-

CoV-2. Это снижение с течением времени не зависело от пола, возраста и тяжести 

заболевания. Кроме того, титр нейтрализующих Ат был в 1,46 раза достоверно 

выше у лиц в возрасте старше 50 лет, чем у лиц моложе 50 лет, независимо от 

времени. Уровень этих Ат был в 2,41 раза выше в группе переболевших средней 

тяжести и тяжелой формой, чем в группе с легкой тяжестью заболевания, 

существенных различий по признаку пола не наблюдалось.  

Поскольку COVID-19 – это новое заболевание, трудно предсказать, 

насколько долго будет сохраняться гуморальный иммунитет. Однако поскольку 

SARS-CoV-2, SARS-CoV-1 и MERS-CoV принадлежат к одному и тому же классу 

новых коронавирусов, которые включают одноцепочечные РНК-вирусы с 

положительным смыслом и имеют определенный процент генетического сходства 

[116], можно сделать экстраполяции на основе изучения сохранения гуморального 

ответа после инфекций SARS-CoV-1 и MERS-CoV. Специфические к SARS-CoV-

1 IgM в сыворотке крови большинства пациентов из Тайваня не обнаруживались 

уже после 6 месяцев от начала атипичной пневмонии. Специфические IgG к 

вирусу у этих пациентов обнаруживались не менее 1 года после начала 

заболевания [70]. Кроме того, было выявлено длительное сохранение Ат после 

вспышки инфекции MERS-CoV 2012 года в Иордании [217]. Нейтрализующие Ат 

были обнаружены у 6 (86%) из 7 человек в течение 34 месяцев после вспышки. 

Исходя из этих и других данных о длительности поддержания специфического 

гуморального иммунитета к SARS-CoV-1 и MERS-CoV, можно было ожидать, что 

специфический гуморальный ответ к SARS-CoV-2 будет достаточно 

продолжительным и способным эффективно защитить от повторных инфекций.  

Однако, если в начале пандемии повторные заражения встречались редко, 

то с появлением штамма Омикрон, инфекции, им вызванные, прорвали 
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существующую на тот момент иммунную защиту. При этом участники 

трехлетнего продольного исследования PARIS показали преимущество 

гибридного иммунитета перед поствакцинальным (привиты преимущественно 

мРНК-вакцинами) и постинфекционным в защите от прорывных инфекций, 

вызванных вариантами Омикрона  [269]. В течение 4 лет в результате массовой 

вакцинации и повторных инфекций, вызванных мутантными вариантами вируса 

SARS-CoV-2, выработался популяционный иммунитет. Предполагалось, что 

уровни сформировавшейся антительной защиты обеспечат снижение 

заболеваемости COVID-19 до уровня эндемии. На данный момент концентрации 

анти-S-IgG, способных защитить человека от заражения инфецией, вызванной 

новыми мутантными штаммами вируса SARS-CoV-2, пересмотрены и составляют 

по разным данным от 603 и 1148 BAU/мл [208].  

1.3 Вакцинация против вируса SARS-CoV-2  

Высокая заболеваемость и смертность, связанные с пандемией COVID-19, 

сделали разработку вакцин против SARS-CoV-2 приоритетом глобального 

здравоохранения. Менее чем за 1 год несколько эффективных вакцин, нацеленных 

на S-белок SARS-CoV-2, на нескольких платформах, мРНК, инкапсулированная 

липидными наночастицами, инактивированный вирион или вакцинные 

платформы с вирусным вектором [115], получили разрешение на экстренное 

применение и были применены миллиардам людей по всему миру. В странах с 

высокими показателями вакцинации наблюдается заметное снижение числа 

инфекций, госпитализаций и смертей, хотя успех вакцинации был поставлен под 

угрозу появлением новых вариантов вируса, включая Бета, Гамма, Дельта и 

Омикрон, и недостаточно согласованными действиями в отношении процесса 

разработки и распространения вакцин [107]. 

Для любой вакцины, предназначенной для создания иммунитета, 

опосредованного Ат, доставка правильного по конформации белка имеет 

решающее значение. S-белок SARS-Cov-2 на поверхности вируса осуществляет 

его проникновение в клетку хозяина. Он достигает этого, подвергаясь 

масштабной перестройке, которая сближает вирусные и клеточные мембраны и 
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соединяет их. Таким образом, S-белок является динамичным и метастабильным 

белком, который имеет два основных конформационных состояния: 

префузионное и постфузионное. Отображение этого антигена таким образом, 

чтобы он сохранял химический состав исходного нативного S-белка и эпитопы, 

необходимо для получения высококачественных ответов нейтрализующих Ат. 

Состав и способ доставки вакцины также могут быть разработаны таким образом, 

чтобы влиять на функции Т-клеток и характер реакции. Необходимо 

индуцировать CD8+Т-клетки и стимулировать иммунный ответ типа CD4+Т–

хелперов 1 (Th1), который обладает необходимыми противовирусными 

свойствами. Адъюванты могут быть использованы не только для улучшения 

интенсивности и продолжительности синтеза антител, индуцируемого вакцинами 

на основе белка, но также могут влиять на цитокиновые паттерны, производимые 

Т-клетками, и, таким образом, модулировать иммунные реакции [115]. 

1.3.1 – Вакцины, содержащие нереплицирующийся вирусный вектор 

Векторные вакцины (Viral vector non-replicating (VVNR) содержат 

генетический материал SARS-CoV-2, инкапсулированный в вирусную 

(векторную) оболочку; вектор проникает в клетки человека, но не реплицируется. 

Первоначально векторы были более популярны в генной терапии, и уже более 25 

лет они используются для разработки вакцин [62, 310]. Наиболее 

распространенными векторами являются аденовирусы, вирусы герпеса, 

альфавирусы, а также вирусы кори, натуральной оспы и везикулярного стоматита. 

Все зарегистрированные вакцины типа VVNR против COVID-19 основаны на 

одном или нескольких из следующих аденовирусных векторов. 

Vaxzevria/Covishield состоит из вектора аденовируса шимпанзе ChAdOx1 [106]. 

Вакцина Ad26.COV2.S содержит рекомбинантный вектор аденовируса человека 

26-го типа (Ad26) [251]. Вакцина «Гам-Ковид-Вак» («Спутник V») основана на 

рекомбинантных векторах аденовирусов типа 26 и типа 5 (Ad26 и Ad5) [174]. 

Вакцина Ad5-nCoV содержит аденовирусный вектор Ad5 [317]. Все вакцинные 

векторы несут фрагмент вирусной РНК, который кодирует S-белок вируса. Таким 

образом, синтез антигена SARS-CoV-2 происходит в клетках человека после 
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введения вакцины [317]. Даже однократная инъекция вакцины VVNR 

ассоциируется с достаточной иммуногенностью для достижения защитных титров 

антител [158, 290]. Это позволило разработать и одобрить однофазные вакцины 

«Спутник Лайт»  и Ad26.COV2.S. Комбинированная векторная вакцина для 

профилактики коронавирусной инфекции, вызываемой вирусом SARS-CoV-2, 

«Гам-КОВИД-Вак» или «Спутник V», была  зарегистрирована 20.08.2020, дата 

переоформления 14.07.2021 ЛП-006395-231020. Разработчик вакцины, владелец 

регистрационного удостоверения и выпускающий контроль качества – ФГБУ 

«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России. Вакцина «Спутник V» состоит 

из 2-х доз, которые включают два компонента (два разных нереплицирующихся 

вирусных вектора): компонент I включает рекомбинантный аденовирус тип 26 

(rAd26), а компонент II –  рекомбинантный аденовирус тип 5 (rAd5). Оба вектора 

несут полноразмерный ген гликопротеина S вируса SARS-CoV-2. График 

вакцинации включает две дозы вакцины, основан на гетерогенном бустировании 

разными векторами, rAd26 и rAd5, последовательно с интервалом 21 день. 

Вакцина для профилактики COVID-19 «Спутник Лайт», дата регистрации 

06.05.2021, представляет собой первый компонент (рекомбинантный аденовирус 

человека 26 серотипа (rАd26)) вакцины «Спутник V». Вакцинация «Спутник 

Лайт» проводилась однократно. 

Вакцины соответствуют требованию ВОЗ WHO Target Product Profiles for 

COVID-19 Vaccines, April 2022 [313], прошли 3 фазы клинических испытаний 

[173, 174]. Вакцина «Спутник V» одобрена к применению в 71 стране, а «Спутник 

Лайт» – более чем в 30 странах.  

Гипотетическое снижение иммунного ответа при наличии естественного 

иммунитета к переносчику или векторным вирусам не было подтверждено в 

исследованиях [270]. В то же время проблема сохранения иммуногенности VVNR 

при повторном введении вакцин остается актуальной [282]. Первым способом 

решения проблемы является чередование или использование различных векторов, 

что было реализовано в вакцине «Спутник V» [174]. Бустер с rAd5-S приводил к 

увеличению SARS-Cov-2-RBD-специфических IgG [173]. Второй способ избежать 
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нейтрализации вектора - использовать хорошо известные технологии, например, 

пегилированные формы [152], которые в настоящее время находятся в 

доклинической разработке и в основном используются в генной терапии [304]. 

1.3.2. Вакцины на основе нуклеиновых кислот  

После доставки рибонуклеиновой (РНК) или дезоксирибонуклеиновой 

кислоты (ДНК) в клетки хозяина синтезируются вирусные белки, инициирующие 

иммунный ответ и синтез антител к вирусу [216]. ДНК-вакцины считаются менее 

перспективной платформой из-за наличия дополнительных стадий формирования 

иммунного ответа, которые могут быть исключены с помощью РНК-вакцин. Тем 

не менее, первая ДНК-вакцина против COVID-19 (ZyCoV-D) была одобрена в 

Индии [188]. Вакцины Pfizer и Moderna содержат фрагмент мРНК, который 

кодирует целый S-белок, содержащий наибольшее количество иммуногенных 

эпитопов вируса [81, 252]. РНК-вакцины требуют использования систем доставки, 

которые могут защитить генетический материал от организма-хозяина до тех пор, 

пока он не попадёт в антиген-представляющие клетки-мишени. В двух 

одобренных РНК-вакцинах (BNT162b2 и mRNA-1273) генетический материал 

защищен липидными наночастицами для доставки РНК [81, 252].  

Иммунологическая память является основой защитного иммунитета, 

обеспечиваемого вакцинами и предыдущими инфекциями. Иммунологическая 

память может включать CD4+Т-клетки и CD8+Т-клетки памяти, Вm и 

долгоживущие PC. Аденовирусные векторные вакцины ChAdOx1 и Ad26.COV2.S 

вызывают специфический ответ CD8+Т-клеток к S-белку у 51-64% людей в 

клинических испытаниях [251], хотя частота ответов снижается до 24-36% у лиц 

старше 65 лет. [251]. Стабильная память CD8+Т-клеток на Ad26.COV2.S 

наблюдается по крайней мере 8 месяцев [42]. Сейчас уже доступны данные для 

сравнения между мРНК-вакцинами и аденовирусными векторными вакцинами по 

CD8+T-клеточной памяти. Аналогичные (примерно двукратные) специфические 

ответы к S-белку CD8+ Т-клеток на вакцины мРНК и аденовирусные векторные 

вакцины наблюдаются примерно через 1 месяц после иммунизации 1 дозой 

Ad26.COV2.S [142, 280, 328], 2 дозами Ad26.COV2.S [142], или при 
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использовании в качестве 2-й дозы ChAdOx1 [228, 258]. Вакцины с мРНК и 

Ad26.COV2.S индуцировали сопоставимые частоты CD8+ Т-клеток, хотя их 

можно было обнаружить только у 60-67% испытуемых через 6 месяцев. 

Отличительной особенностью иммунизации Ad26.COV2.S была высокая частота 

CXCR3+ Вm. У вакцинированных мРНК наблюдалось значительное снижение 

уровня антител, в то время как Т- и В-клетки памяти были сравнительно 

стабильны [328]. В двух других исследованиях сообщалось об обратном [37, 80]: 

у 45 из 57 субъектов, вакцинированных Ad26.COV2.S и только у 20 из 116 

вакцинированных BNT162b2 или мРНК-1273 субъектов определялись 

вирусспецифические CD8+ Т-клетки памяти [37]. В целом, память CD8+ Т-клеток 

на мРНК и векторные вакцины против COVID-19, по-видимому, одинакова по 

уровню и проценту респондентов, но выводы варьируются в зависимости от 

исследования. Необходимы дополнительные индивидуальные исследования или 

анализ Т-клеток памяти, включая исследование функциональности CD8+Т-клеток. 

1.3.3 Белковые вирусные вакцины 

Для разработки вакцин против COVID-19 необходим цельный S-белок, 

(вакцина Nuvaxovid (NVX-CoV2373), MVC-COV1901)) или его RBD, (вакцина 

Abdala (CIGB-66)), который отвечает за связывание вируса с ACE-2-рецептором 

[148]. ВОЗ считает вакцину ЭпиВакКорона белковой вакциной, но она содержит 

пептидные фрагменты S-белка SARS-CoV-2.  Опубликованы результаты 

исследования эффективности и безопасности вакцины ЭпиВакКорона (3 фаза), 

однако на данный момент вакцина не используется для вакцинации населения 

[249]. В большинстве случаев белковые вакцины требуют адъюванта для 

усиления иммунного ответа [165]. Несмотря на большое количество вакцин-

кандидатов, разработанных с использованием этой платформы, на сегодняшний 

день зарегистрировано только несколько вакцин, в основном в странах 

происхождения; остальные вакцины должны быть зарегистрированы в случае 

успешного завершения фазы 2/3 клинических испытаний. 
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1.3.4. Вакцины, содержащие инактивированный вирус  

На сегодняшний день, по данным ВОЗ, для профилактики COVID-19 

зарегистрировано 10 инактивированных вакцин, при этом две вакцины (BBIBP-

CorV и CoronaVac) зарегистрированы в 88 и 53 странах соответственно, что 

делает их одними из наиболее широко используемых вакцин. Существенным 

недостатком инактивированных вакцин может быть относительно низкая 

иммуногенность по сравнению с мРНК или векторными вакцинами. Было 

показано, что титры нейтрализующих антител после вакцинации BNT162b2 

(Comirnaty; Fosun–BioNTech) были значительно выше, чем у пациентов, 

получавших вакцину CoronaVac (Sinovac) [167]. Инактивированные вакцины 

являются хорошо зарекомендовавшей себя платформой; однако процесс 

производства требует тщательного контроля инактивации вируса, и могут 

потребоваться дальнейшие модификации одобренных или разработанных вакцин 

для улучшения их иммуногенности и эффективности. 

1.3.5. Вакцинация и мутация SARS-CoV-2  

На сегодняшний день циркулируют субварианты штамма Омикрон, которые 

отличаются от оригинального вируса, обнаруженного в Китае. Мутации в S-белке 

и, в частности, в домене RBD связаны со значительным снижением 

нейтрализующей активности антител у выздоравливающих или вакцинированных 

людей [312]. Клинические данные указывают на различное влияние мутаций 

SARS-CoV-2 на эффективность мРНК-вакцин. Было показано, что эффективность 

вакцин Pfizer и AstraZeneca против штамма Дельта вируса SARS-CoV-2 была 

снижена, различия были клинически незначительными. После введения 

однократной дозы вакцины эффективность против вариантов Альфа и Дельта 

составила 48,7% и 30,7% соответственно. Введение двух доз вакцины Pfizer 

привело к 93,7%-ной защите от инфекции, вызванной штаммом Альфа, и 88%-ной 

защите в случае инфицирования штаммом Дельта. Для вакцины AstraZeneca 

соответствующие значения составили 74,5 и 67% [302]. CoronaVac также была 

менее эффективна против штамма Дельта; в случае симптоматической инфекции, 

вызванной штаммом Альфа, она была эффективна на 67%, в то время как против 
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штамма Дельта она была эффективна на 59% [177]. Данные по способности 

вакцины «Спутник V» эффективно нейтрализовать мутантные варианты SARS-

CoV-2 ограничены. Так, показано, что для штаммов, вызывающих озабоченность 

– Бета, Гамма и Дельта, наблюдалось статистически значимое снижение 

вируснейтрализующей активности сыворотки крови привитых вакциной 

«Спутник V» в 3,1, 2,8 и 2,5 раза соответственно [119]. Результаты исследования 

вируснейтрализующей активности сыворотки привитых вакциной «Спутник V» в 

Аргентине показывают, что эти сыворотки эффективно нейтрализовали штаммы 

уханьский и Альфа, хотя и с сильно различающимися титрами [130]. Те же 

сыворотки демонстрировали умеренные и заметно сниженные титры 

нейтрализации, соответственно, против штаммов E484K и Бета. Эти данные 

свидетельствуют о том, что наблюдение за нейтрализующей активностью, 

проявляемой сыворотками вакцинированных лиц, будет необходимо на 

постоянной основе. Исследования нейтрализации вируса могут указать, какие 

варианты SARS-CoV-2 способны прорвать иммунитет, индуцированный 

вакциной, и потребуются ли обновленные вакцины для контроля распространения 

новых мутантных штаммов  [10, 237, 297, 331].  

1.3.6 Сопоставление гуморального ответа при инфекции и вакцинации 

Коррелятами вызванной вакциной защиты от COVID-19 являются титры 

нейтрализующих антител к SARS-CoV-2 и концентрация антител, связывающихся 

с S-белком или рецепторсвязывающим доменом (RBD) [96, 111, 146]. Все 

современные вакцины против SARS-CoV-2 содержат или индуцируют 

экспрессию антигенов, сходных с антигенами раннего уханьского штамма, но 

отличаются по вызываемым связывающим и нейтрализующим ответам Ат. Более 

высокие ответы получены от вакцин с мРНК по сравнению с вакцинами с 

аденовирусным вектором или инактивированными вирусными вакцинами [87, 88].  

Вакцины BNT162b2 и mRNA-1273 вызывают сильные кратковременные 

реакции нейтрализующих Ат и защитную эффективность [41, 225]. Однако 

высокие начальные титры нейтрализующих Ат в сыворотке крови, индуцируемые 

вакцинами с мРНК, уменьшаются к 3-6 месяцам и далее снижаются к 8 месяцам с 
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периодом полураспада примерно 60 дней [100, 306]. Серологические реакции на 

вакцину с мРНК Pfizer-BioNTech по сравнению с тяжелой инфекцией SARS-CoV-

2 демонстрируют большее доминирование IgG над изотипами IgM и IgA, что 

указывает на эффективное переключение классов IgG. Различия в характере 

воспаления во время инфекции по сравнению с вакцинацией, а также различные 

анатомические компартменты, в которых инициируются иммунные реакции, 

могут привести к более узкому ответу Ат, наблюдаемому после вакцинации [242]. 

У вакцинированных мРНК BNT162b2 были выявлены концентрации Ат IgG к 

белкам N, RBD и S SARS-CoV-2, которые были сопоставимы с реакциями у 

тяжелобольных пациентов и выше, чем у пациентов с легкой или средней 

степенью заболевания; это достигло статистической значимости для Ат против N 

на 28 и 42 дни и для Ат против RBD на 42-й день [242]. По сравнению с 

инфекцией вакцина BNT162b2 индуцировала серологический ответ с 

преобладанием IgG при минимальных ответах IgM и IgA на S и S-домен RBD и N. 

Эти ответы были одинаковыми во всем возрастном диапазоне взрослых в 

исследовании, но показали более низкие уровни у лиц старше 60 лет.  

В отличие от BNT162b2 и мРНК-1273, векторная вакцина Ad26.COV2.S 

индуцирует более низкие начальные титры нейтрализующих Ат [272], но эти 

реакции нейтрализующих Ат и клиническая эффективность довольно длительны в 

течение по крайней мере 8 месяцев [80, 328]. Данные реальных исследований 

эффективности показали изначально более высокую защиту с помощью 

BNT162b2 и мРНК-1273, чем с Ad26.COV2.S, но эти различия уменьшились через 

несколько месяцев [168]. Таким образом, BNT162b2 и мРНК-1273 индуцируют 

высокие начальные титры Ат, которые уменьшаются через несколько месяцев, 

тогда как векторная вакцина Ad26.COV2.S индуцирует более низкие начальные 

ответы Ат с большей стойкостью. В исследовании долгосрочного иммунного 

ответа у привитых вакциной «Спутник V» оценивалась персистенция и 

концентрация антител через 180 дней после вакцинации. Было установлено, что 

только 83% из тех, кто не сообщал об инфекции, имели Ат к SARS-CoV-2 [110]. 

Было показано, что у привитых вакциной «Спутник V» формируется стойкий В-
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клеточный иммунитет [63], реакция Вm и Ат на «Спутник V» значительно 

зависела от того, была ли у вакцинируемого в анамнезе инфекция SARS-CoV-2 

или нет [16]. В среднем, сыворотки от наивных реципиентов вакцины «Спутник 

V» были менее сильными с точки зрения их нейтрализующей способности по 

сравнению с сыворотками от вакцин с мРНК [169, 316], но они были на одном 

уровне с показателями, указанными для других вакцин на основе аденовируса 

[105, 332]. 

1.3.7 Снижение эффективности существующих вакцин против 

вариантов вируса SARS-CoV-2 

 В продольных исследованиях были проанализированы и сравнены образцы 

плазмы привитых вакциной BNT162b2 и пациентов, перенесших COVID-19 по S-

связывающей и S-ACE2 блокирующей активности Ат против вариантов вируса 

Альфа, Бета и Гамма [242]. Связывание Ат с S-белком вариантов вируса SARS-

CoV-2 и его антигеном RBD было снижено в одинаковой степени у 

вакцинированных и пациентов с COVID-19 с более заметным снижением для 

вариантов Бета и Гамма. Эти данные указывают на то, что мутантные варианты 

SARS-CoV-2 «уходят» от реакций антител, вызванных либо инфекцией, либо 

вакцинацией BNT162b2. 

Было показано, что у вакцинированных лиц с прорывными инфекциями 

развиваются особенно устойчивые иммунные реакции. Эти данные 

свидетельствуют о том, что популяционный иммунитет к SARS-CoV-2 будет 

продолжать повышаться благодаря сочетанию широко распространенной 

вакцинации и инфекции [79, 110]. Появление новых вариантов вируса, снижение 

уровня антител после заражения или вакцинации [100, 161] и прорывные 

инфекции у ранее иммунизированных лиц [141] указывают на то, что 

периодическое повышение иммунитета к SARS-CoV-2 с помощью вакцин 

оправдано. 
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ГЛАВА 2 ХАРАКТЕРИСТИКА ОБСЛЕДОВАННЫХ ЛИЦ И МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

 

 

 

2.1 Характеристика когорты обследованных лиц  

В простом открытом сравнительном проспективном исследовании были 

обследованы 107 переболевших COVID-19 взрослых (42 мужчины и 65 женщин), 

в возрасте 18-73 года. Когорту обследованных составили сотрудники ФБУН 

МНИИЭМ им. Г.Н.Габричевского, их родные и близкие. Диагноз COVID-19 

устанавливался на основании клинической картины, данных КТ органов грудной 

клетки и наличия хотя бы одного положительного теста ПЦР на вирус SARS-

CoV-2. Также обследовано 30 взрослых дважды привитых вакциной «Спутник V» 

сотрудников ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н.Габричевского (11 мужчин и 19 женщин), 

в возрасте 18-59 лет. Проведенная вакцинация подтверждалась по наличию 

сертификата о прививках. Люди из этих когорт были обследованы от 1 до 10 раз в 

течение 4-х лет наблюдения (2021-2024 гг). Из числа обследованных 

реконвалесцентов 27 человек через 6-12 мес. после перенесенного COVID-19  

были дважды привиты вакциной «Спутник V» и составили группу с гибридным 

иммунитетом и 32 человека перенесли повторный COVID-19: первый раз в 2020-

2021 гг. и повторно в 2022 г. (штамм Омикрон) и составили группу с прорывным 

иммунитетом. В зависимости от срока, прошедшего после заболевания/ 

вакцинации, обследуемые люди были разделены на подгруппы: 3мес., 6 мес., 9 

мес., 12 мес., 15 мес., 18 мес., 24 мес., 30 мес., 36 мес. и 48 мес. В контрольную 

группу вошли 18 практически здоровых взрослых (8 мужчин и 10 женщин), не 

болевших и не привитых от COVID-19, обследованных в начале 2020 г., в 

возрасте 28-60 лет. 

Исследование одобрено локальным этическим комитетом ФБУН МНИИЭМ 

им Г.Н.Габричевского (протокол № 58 от 15.12.2021), обследованные 
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подписывали информированное согласие на участие в исследовании, согласно  

этическим принципам, предъявляемым  Хельсинкской  декларацией  Всемирной  

медицинской  ассоциации  [315],  Основами  законодательства  РФ  об  охране  

здоровья  граждан,  Правилами  проведения  клинической  практики  в  РФ  в  

соответствии  с  приказом  МЗ  РФ  от  19.07.2003  No  266  [15].  

 

Критерии включения пациентов в исследование 

В состав обследуемых включены пациенты мужского и женского пола, 

соответствующие следующим критериям: 

1) Возраст от 18 до 75 лет; 

2) Наличие информированного письменного согласия пациента на участие в 

исследовании; 

3) Способность к адекватному сотрудничеству в процессе исследования. 

 

Критерии исключения пациента из исследования 

К исследованиям не допускаются пациенты по следующим критериям: 

 1) Беременность, лактация; 

2) Наличие декомпенсированных заболеваний, тяжелого течения гриппа или 

острых состояний, способных существенно повлиять на результат исследования; 

 3) Участие в любом другом клиническом испытании в последние 3 месяца. 

 

Условия выбывания из исследования 

 1) значительное ухудшение состояния в период исследования; 

 2) отказ пациента от участия в исследовании. 

 

На лиц, исключенных из исследования по каким-либо причинам, заполняется вся 

необходимая документация с указанием причины исключения из исследования. 

Дизайн исследования представлен в таблице 2.1 
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Таблица 2.1 – Дизайн исследования 

Параметры Скрининг Контрольные 

обследования 

Процедура 1 визит 2 визит  3 визит и 

далее 

(при 

необходи

мости) 

Получение информированного 

согласия 

Х   

Анализ критериев 

включения/исключения 

Х   

Общие данные (анамнез) Х   

Выявление субъективных жалоб 

пациента 

Х Х Х 

Врачебное обследование Х Х Х 

Серологическое исследование Х Х Х 

Специфический клеточный иммунитет Х Х Х 

Данные о побочных эффектах и 

нежелательных проявлениях 

Х Х Х 

Заключительная оценка  Х Х 

 

В таблице 2.2. представлены данные о суммарном количестве выполненных 

тестов. 
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Таблица 2.2 – Количество выполненных лабораторных исследований. 

Наименование теста Количество 

выполненных 

анализов 

Количество 

исследованных 

параметров в рамках 

данного теста 

Определение антител к S-белку вируса 

SARS-CoV-2 классов М, А и G 

645 1378 

Определение субклассов IgG-антител к 

S-белку вируса SARS-CoV-2 

645 2580 

Определение авидности антител к S-

белку вируса SARS-CoV-2 

645 1290 

Определение IgG-антител к N-белку 

вируса SARS-CoV-2 

346 346 

Определение субклассов IgG-антител к 

N-белку вируса SARS-CoV-2 

346 1384 

Определение авидности антител к N-

белку вируса SARS-CoV-2 

346 692 

Индуцированная S-белком 

дегрануляция CD8highлимфоцитов 

645 1290 

Индуцированная N-белком 

дегрануляция CD8highлимфоцитов 

346 692 

Индуцированная S-белком продукция 

IFN-γ (ELISpot) 

80 160 

Индуцированная антигенными 

пептидами вируса SARS-CoV-2 

продукция IFN-γ (ELISpot) 

48 96 

Итого: 4092 9908 

 

2.2 Сбор и обработка проб крови  

Взятие проб венозной крови у участников исследования производили утром 

натощак в две вакуумные пробирки Vacutainer® по 4 мл с гепарином и 

активатором свертывания. Для выделения сыворотки пробы крови 

центрифугировали 6 мин при 3500 об/мин. Полученную сыворотку разливали в 

микропробирки типа эппендорф по 500 мкл, замораживали при температуре -70°С 

и хранили до использования.     

Для выделения мононуклеаров периферической крови пробы 

гепаринизированной крови разводили в 2 раза забуференным фосфатами 

физиологическим раствором (ЗФР) и наслаивали на раствор фиколл-верографин, 
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ρ = 1,077 (ООО “ПанЭко”, Москва, РФ). Пробирки центрифугировали 20 минут 

при 1750 об/мин. Затем собирали мононуклеары, расположенные в виде кольца на 

границе сыворотки крови и градиента плотности, добавляли ЗФР до 10 мл и 

центрифугировали повторно 10 мин. при 1750 об/мин для удаления тромбоцитов 

[58]. Надосадок удаляли и добавляли 1 мл среды RPMI-1640 с добавлением 2мМ 

L-глютамина, гентамицина и 10% эмбриональной телячьей сыворотки. 

Количество выделенных мононуклеаров подсчитывали в камере Горяева. 

Жизнеспособность клеток (по данным окрашивания трипановым синим) была не 

ниже 95%. 

2.3 Определение количества иммуноглобулинов классов A, M и G к S-

белку коронавируса  

Оценку уровня IgA к антигенам SARS-CoV-2 проводили по разработанной 

ранее модификации ИФА [22, 233]. Исследуемые образцы предварительно 

разводили в 10 раз раствором для предварительного разведения сывороток 

(РПРС), внося в лунки планшета для предварительного разведения по 90 мкл 

РПРС и 10 мкл сыворотки, тщательно перемешивая. Затем в лунки стрипов 

планшета с иммобилизованным рекомбинантным антигеном SARS-CoV-2 набора 

«SARS-CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ» (АО Вектор-Бест, Новосибирск РФ) вносили по 

90 мкл раствора для разведения сывороток (РРС) и по 10 мкл образцов, 

предварительно разведенных в 10 раз. Конечное разведение 1:100. В качестве 

отрицательного контроля использовали пул сывороток крови здоровых доноров, 

полученных в 2018 г. и так же разведенный 1:100. В качестве положительного 

контроля использовали пул сывороток от переболевших COVID-19, заранее 

оттитрованных и разведенных 1:100. Стрипы заклеивали пленкой и инкубировали 

30 минут в термошейкере при температуре 37°С с интенсивностью 

перемешивания 700 об/мин. После 5-кратной промывки фосфатно-солевым 

буфером, в лунки стрипов вместо конъюгата из набора вносили по 100 мкл 

конъюгата моноклональных антител к IgА человека, меченных пероксидазой 

хрена (клон 14А/1Н9) в концентрации 1мкг/мл (Полигност, Санкт Петербург, РФ) 

и инкубировали их при условиях, указанных выше. Затем во все лунки, промытые 
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5-кратно фосфатно-солевым буфером, вносили субстрат: 0,025% раствор 

тетраметилбензидина из набора и инкубировали в защищенном от прямого 

солнечного света месте 25 минут при температуре от +18°С до +25°С, после чего 

вносили во все лунки по 100 мкл 4,9% раствора серной кислоты из набора в 

качестве стоп-реагента.  Измерение оптической плотности растворов в лунках 

проводили на иммунологическом анализаторе Multiskan FC (Thermo Scientific, 

Финляндия) в двухволновом режиме: при основной длине волны 450 нм и длине 

волны сравнения 620 нм в течение 5 минут после остановки реакции. Результаты 

оценивали в коэффициентах позитивности (КП) в отношении к отрицательному 

контролю. При этом учет результатов проводили при условии среднего значения 

ОП в лунках с отрицательным контролем не более 0,2, значения ОП в лунке с 

положительным контролем не менее 0,5. Критическое значение ОП считали по 

формуле ОПкрит = ОП К- + 0,2. КП вычисляли по формуле КП = ОПобр/ОПкрит. 

Результат анализа считался положительным при КПобр > 1,1, отрицательным - при 

КПобр < 0,8, серая зона при 0,8 < КПобр < 1,1. 

IgM-антитела к антигенам вируса SARS-CoV-2 определяли в сыворотке 

крови с помощью тест-системы «SARS-CoV-2-IgM-ИФА-БЕСТ» (АО Вектор-

Бест, Новосибирск, РФ). Исследуемые образцы предварительно разводили в 100 

раз, методика разведения указана выше, и вносили в лунки стрипов планшета с 

иммобилизованными моноклональными антителами к IgM человека. В две 

отдельные лунки вносили по 100 мкл контрольных образцов, положительный, 

содержащий IgM к SARS-CoV-2 и отрицательный, без IgM к SARS-CoV-2. 

Стрипы, заклеенные пленкой, инкубировали 30 мин в термошейкере при 37°С с 

интенсивностью перемешивания 700 об/мин. После 5-кратной промывки 

фосфатно-солевым буфером, в лунки стрипов вносили по 100 мкл конъюгата 

рекомбинантного антигена SARS-CoV-2 с пероксидазой хрена и инкубировали их 

в условиях, описанных выше. Затем во все лунки, промытые 5-кратно фосфатно-

солевым буфером, добавляли 0,025% раствор тетраметилбензидина и 

инкубировали в защищенном от прямого солнечного света месте 25 минут при 

температуре от +18°С до +25°С. Реакцию останавливали, внося во все лунки по 
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100 мкл 4,9% раствора серной кислоты в качестве стоп-реагента.  Оптическая 

плотность растворов в лунках измерялась на иммунологическом анализаторе 

Multiskan FC (Thermo Scientific, Финляндия) при основной длине волны 450 нм и 

длине волны сравнения 620 нм в течение 5 минут после остановки реакции. 

Результаты оценивали в коэффициентах позитивности (КП). Результат анализа 

считался положительным при КП > 1,1, отрицательным – при КП < 0,8, 

пограничным при 0,8 < КП < 1,1.  

В начале исследований IgG-антитела к S-белку вируса SARS-CoV-2 в 

сыворотке крови определяли полуколичественным методом, т.к. еще не были 

разработаны международные стандарты для проведения калибровки тест-систем, 

с помощью тест-системы «SARS-CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ» (АО Вектор-Бест, 

Новосибирск, РФ). Исследуемые образцы предварительно разводили в 100 раз, 

методика разведения указана выше, и вносили в лунки стрипов планшета с 

иммобилизованным рекомбинантным полноразмерным тримером S-белка SARS-

CoV-2. В две отдельные лунки вносили по 100 мкл контрольных образцов, 

положительный, содержащий IgG к SARS-CoV-2 и отрицательный, без IgG к 

SARS-CoV-2. Стрипы заклеивали пленкой и инкубировали 30 минут в 

термошейкере при температуре 37°С при перемешивании 700 об/мин. После 5-

кратной промывки фосфатно-солевым буфером, в лунки стрипов вносили по 100 

мкл конъюгата моноклональных антител к IgG человека с пероксидазой хрена, 

подвергая их инкубации на термошейкере в условиях, обозначенных выше. Затем 

во все лунки, 5-кратно промытые фосфатно-солевым буфером, вносили субстрат 

(0,025% раствор тетраметилбензидина) и инкубировали в защищенном от прямого 

солнечного света месте 25 минут при температуре от +18°С до +25°С.  Стоп-

реагент, 4,9% раствора серной кислоты, вносили во все лунки по 100 мкл для 

остановки реакции.  Измерение оптической плотности (ОП) растворов в лунках 

проводили на иммунологическом анализаторе Multiskan FC, (Thermo Scientific, 

Финляндия) при основной длине волны 450 нм и длине волны сравнения 620 нм в 

течение 5 минут после остановки реакции. Результаты оценивали в КП. На 

рисунке 2.1 представлено распределение результатов определения уровней анти-S 
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IgG-антител, где по оси абсцисс представлен уровень анти-S-IgG, выраженный в 

КП, а по оси ординат – количество людей, отнесенных в соответствующую 

группу. Из рисунка видно, что распределение носит двугорбый характер, что 

свидетельствует о неоднородности популяции.  

 

Рисунок 2.1 – Распределение переболевших COVID-19 по уровню анти-S 

антител, выраженному в КП 

Для разделения когорты обследованных лиц на отвечающих на инфицирование 

SARS-CoV-2 синтезом IgG-антител к S-белку высокого или низкого уровня был 

проведен ROC-анализ. На рисунке 2.2 представлена ROC-кривая. Площадь под 

кривой AUC=1,0. 

 

Рисунок 2.2 – ROC- кривая разделения на высокий и низкий уровень 

IgG антител к S-белку вируса SARS-CoV-2, выраженный в КП 
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Полученные результаты говорят о высоком качестве разделительной модели. Был 

рассчитан пороговый критерий cut-off, позволяющий разделить высокий и низкий 

уровень антител к S-белку. Cut-off = 10,13 КП, мы округлили и приняли 

пороговый критерий равным 10 КП. 

Последующее  ретестирование для количественного определения антител в 

международных единицах (BAU/ml, Binding Antibody Units/ml,  First WHO 

International Standard for anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin, [309]) на IgG-антитела 

к S-белку вируса SARS-CoV-2 в сыворотке крови проводили с помощью тест-

системы «SARS-CoV-2-IgG количественный-ИФА-БЕСТ» (АО «Вектор-Бест», 

Новосибирск, РФ). В лунки планшета с иммобилизованным рекомбинантным 

антигеном SARS-CoV-2 вносили по 100 мкл калибровочных образцов, 

содержащих известные количества IgG к SARS-CoV-2 – 0, 10, 200, 500, 1250, 

2500, 5000 BAU/ml, и контрольного образца, содержащего IgG к SARS-CoV-2 в 

пределах, указанных в паспорте и на этикетке флакона, в BAU/ml. В остальные 

лунки планшета вносили по 100 мкл предварительно разведенных в 100 раз 

исследуемых образцов. Стрипы заклеивали пленкой и инкубировали 30 минут в 

термошейкере при температуре 37°С с интенсивностью перемешивания 700 

об/мин. После 5-кратной промывки фосфатно-солевым буфером, в лунки стрипов 

вносили по 100 мкл конъюгата моноклональных антител к IgG человека с 

пероксидазой хрена и инкубировали при условиях, указанных выше. Затем во все 

лунки, промытые 5-кратно фосфатно-солевым буфером, вносили 0,025% раствор 

тетраметилбензидина и инкубировали в защищенном от прямого солнечного 

света месте 25 минут при температуре от +18°С до +25°С, после чего вносили во 

все лунки по 100 мкл 4,9% раствора серной кислоты в качестве стоп-реагента.  

Измерение оптической плотности растворов в лунках проводили на 

иммунологическом анализаторе Multiskan FC (Thermo Scientific, Финляндия) в 

двухволновом режиме: при основной длине волны 405 нм и длине волны 

сравнения 620 нм в течение 5 минут после остановки реакции, согласно 

инструкции к набору. Оценку результатов производили путем построения 

калибровочного графика зависимости значения оптической плотности от 
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концентрации IgG к S-белку SARS-CoV-2 и определения концентрации IgG к S-

белку SARS-CoV-2 в анализируемых образцах по калибровочному графику. На 

рисунке 2.3 представлено распределение уровня IgG антител к S-белку 

коронавируса, где на оси ординат представлено количество лиц, у которых 

определялись соответствующие уровни анти-S-IgG в BAU/мл, отложенные на оси 

абсцисс.  

А  

 Б  

Рисунок 2.3 – Распределение уровня антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 

(BAU/ml) 

Примечание:  

А Количество людей, имеющих соответствующий уровень антител к S-белку 

вируса SARS-CoV-2 

Б Предполагаемое разделение на высокий и низкий уровень антител к S-белку 

вируса SARS-CoV-2 
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На рисунке явно видно, что характер распределения имеет вид двугорбой 

кривой, что свидетельствует о сочетании двух распределений с высоким и низким 

уровнем антител. Для анализа этого явления результаты определения уровня IgG 

к S-белку SARS-CoV-2 в BAU/мл были подвергнуты ROC-анализу. На рисунке 2.4 

представлена полученная ROC-кривая. Площадь под кривой AUC=1,0. 

Полученные данные свидетельствуют о высокой степени соответствия 

разделительной модели. Рассчитанное пороговое разделяющее значение (cut-off) 

составило 602,7 BAU/ml. Мы округлили пороговый критерий до 600 BAU/ml. 

Уровень IgG к S-белку SARS-CoV-2 ниже 600 BAU/ml расценивался как низкий, 

уровень выше 600 BAU/ml – как высокий.  

 

Рисунок 2.4 – ROC- кривая разделения на высокий и низкий уровень 

IgG антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 

2.4 Определение количества иммуноглобулинов класса G к N-белку 

коронавируса  

IgG-антитела к N-белку вируса SARS-CoV-2 определяли в сыворотке крови 

с помощью «Набора реагентов для иммуноферментного количественного 

определения антител человека класса IgG к N-белку SARS-CoV-2 (N-CoV-2-IgG 

PS)» (ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-

Петербург, РФ). Исследуемые образцы сыворотки предварительно разводили в 20 
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раз: в лунки планшета для разведения вносили по 190 мкл раствора для 

разведения исследуемых проб (РИП) и добавляли по 10 мкл сыворотки. В лунки 

A-G стрипа 1 планшета с иммобилизованным N-белком SARS-CoV-2 вносили по 

100 мкл предварительно разведенных калибраторов  60 у.е./мл,  30 у.е./мл, 15 

у.е./мл, 7,5 у.е./мл, 3,75 у.е./мл, 1,86 у.е./мл, 0,93 у.е./мл, соответственно. В лунку 

H стрипа 1 вносили 100 мкл отрицательного контроля, не содержащего IgG-

антитела к N-белку вируса SARS-CoV-2. В лунку А стрипа 2 вносили 100 мкл 

положительного контроля с IgG-антителами к N-белку вируса SARS-CoV-2. В 

остальные лунки планшета вносили по 20 мкл предварительно разведенных в 20 

раз образцов сыворотки крови и 80 мкл раствора для разведения исследуемых 

проб, конечное разведение образцов составляло 1:100. Стрипы заклеивали 

пленкой и инкубировали в течение 1 часа при температуре 37°С. После 3-кратной 

промывки фосфатно-солевым буфером во все лунки планшета вносили по 100 мкл 

рабочего раствора конъюгата моноклональных антител к тяжелой цепи IgG 

человека, меченных пероксидазой хрена, и повторно инкубировали течение 1 часа 

при температуре 37°С, повторяя процедуру промывки после инкубации. Далее в 

каждую лунку планшета вносили по 100 мкл тетраметилбензидина и 

инкубировали в защищенном от света месте при температуре от +18°С до +22°С в 

течение 10 минут, ферментативную реакцию останавливали внесением стоп-

реагента, 1 N раствора серной кислоты, по 50 мкл во все лунки. Измерение 

оптической плотности растворов в лунках проводили на иммунологическом 

анализаторе Multiskan FC (Thermo Scientific, Финляндия) в двухволновом режиме: 

при основной длине волны 450 нм и длине волны сравнения 620 нм в течение 15 

минут после остановки реакции. Оценку результатов производили путем 

построения калибровочного графика зависимости значения оптической плотности 

от концентрации IgG к N-белку SARS-CoV-2 в калибровочных образцах и 

определения концентрации IgG к N-белку SARS-CoV-2 в анализируемых 

образцах по калибровочному графику, находя по графику значения концентраций, 

соответствующих значениям оптической плотности исследуемых сывороток. Эти 

значения умножали на 100 в соответствии с разведением образцов сыворотки 
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крови 1:100 и выражали в у.е./мл. Исследуемые образцы, у которых рассчитанная 

концентрация была ниже 100 у.е./мл, считались отрицательными. При этом, 

концентрация > 3000 у.е./мл оценивалась как очень высокий, концентрация 3000-

1501 у.е./мл - как высокий, 1500-751 у.е./мл - как средний,   750-187 у.е./мл - как 

низкий, 186-100 у.е./мл - как очень низкий уровень IgG к N-белку SARS-CoV-2, 

соответственно. Позднее, в связи с созданием первого международного стандарта 

[153] были произведены сопоставление калибровочных проб набора с 

калибровочной кривой международного стандарта и пересчет у.е./мл в BAU/мл 

[8], коэффициент пересчета определен как 1 BAU/мл = 5,97 УЕ/мл, r = 0,999. 

Как и в случае с IgG-антителами к S-белку, результаты определения уровня 

IgG к N-белку SARS-CoV-2 в BAU/мл были подвергнуты ROC-анализу. На 

рисунке 2.5 представлена полученная ROC-кривая. Площадь под кривой 

AUC=1,0. Полученные данные свидетельствуют о высокой степени соответствия 

разделительной модели. Рассчитанное пороговое разделяющее значение (cut-off) 

составило 603,9 BAU/ml. Мы также округлили пороговый критерий до 600 

BAU/ml. Уровень IgG к N-белку SARS-CoV-2 ниже 600 BAU/ml расценивался как 

низкий, уровень выше 600 BAU/ml – как высокий.  

 

Рисунок 2.5 – ROC- кривая разделения на высокий и низкий уровень IgG 

антител к N-белку вируса SARS-CoV-2 
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2.5 Определение субклассов IgG-антител к антигенам вируса SARS-

CoV-2  

Оценку уровня субклассов IgG-антител к антигенам SARS-CoV-2 

проводили по разработанной ранее модификации ИФА [24]. В качестве 

отрицательного контроля был взят пул сывороток крови здоровых доноров, 

полученных в 2018 г., в разведении 1:100. Исследуемые образцы предварительно 

разводили в 100 раз по методике, указанной в разделе 2.5, и  вносили в лунки 

стрипов планшета с иммобилизованным рекомбинантным S-антигеном SARS-

CoV-2 набора «SARS-CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ» (АО Вектор-Бест, Новосибирск, 

РФ) или в лунки стрипов планшета с иммобилизованным N-белком SARS-CoV-2 

«Набора реагентов для иммуноферментного количественного определения 

антител человека класса IgG к N-белку SARS-CoV-2 (N-CoV-2-IgG PS)» (ФБУН 

НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, РФ). 

Стрипы, заклеенные пленкой, инкубировали 30 минут в термошейкере при 

температуре 37°С с интенсивностью перемешивания 700 об/мин. После 5-кратной 

промывки фосфатно-солевым буфером, в лунки стрипов вместо конъюгата из 

набора вносили по 100 мкл конъюгатов меченных пероксидазой анти-IgG1 (клон 

10G/2C11) - стрип 1, анти-IgG2 (клон 23G/3C7) - стрип 2, анти-IgG3 (клон 

22G/5G12) - стрип 3 и анти-IgG4 (клон 20G/5C7) - стрип 4 моноклональных 

антител (ООО Полигност, Санкт-Петербург, РФ) в концентрации 1 мкг/мл, 

подвергая их далее инкубации в условиях, описанных выше. Затем во все лунки, 

после 5-кратной промывки фосфатно-солевым буфером, вносили субстрат: 

0,025% раствор тетраметилбензидина и инкубировали в защищенном от прямого 

солнечного света месте 25 минут при температуре от +18°С до +25°С, после чего 

вносили во все лунки по 100 мкл 4,9% раствора серной кислоты в качестве стоп-

реагента.  Оптическую плотность растворов в лунках измеряли на 

иммунологическом анализаторе Multiskan FC (Thermo Scientific, Финляндия) в 

двухволновом режиме: при основной длине волны 450 нм и длине волны 

сравнения 620 нм в течение 5 минут после остановки реакции. Результаты 
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оценивали в коэффициентах позитивности (КП) в отношении к отрицательному 

контролю.  

2.6 Определение индекса авидности антител к антигенам вируса SARS-

CoV-2  

На момент проведения исследований не было стандартных тест-систем для 

определения индекса авидности Ат к S-белку вируса SARS-CoV-2. В то же время, 

этот параметр отражает важные характеристики гуморального иммунного ответа. 

Во время иммунного ответа идёт клональный отбор В-клеток, они генерируют 

IgG со все более высоким сродством к антигену на своей поверхности [123]. Силу 

связывания Ат с эпитопом-мишенью назвали авидностью или функциональной 

аффинностью. Ат с низкой авидностью обычно вырабатываются на ранних 

стадиях гуморального иммунного ответа [69], с дальнейшим созреванием 

авидности и формированием В-клеток памяти [195], которые могут генерировать 

высокоавидные IgG при повторной встрече с антигеном [54, 231] Авидность Ат 

может быть измерена различными методами, такими как осаждение сульфатом 

аммония, твердофазный радиоиммунологический анализ, поверхностный 

плазмонный резонанс и модифицированный ИФА [82, 124, 184]. Суть метода 

определения индекса авидности с помощью ИФА состоит в том, что исследуемая 

сыворотка добавляется в 2 лунки с сорбированным антигеном. После инкубации, 

необходимой для связывания Ат с антигеном, и отмывки, в одну лунку добавляют 

физиологический раствор, а в другую – денатурирующий раствор, чаще всего – 

раствор мочевины. После инкубации и отмывки добавляют конъюгат и проводят 

все последующие этапы для определения антител. Затем рассчитывают процент 

антител, оставшихся в лунке после обработки денатурирующим раствором, 

приняв за 100% уровень антител в необработанной лунке. 

В связи с отсутствием сертифицированных наборов для определения 

индекса авидности Ат к антигенам вируса SARS-CoV-2, в имеющихся статьях в 

мировой литературе на эту тему каждый исследователь самостоятельно 

отрабатывал условия добавления денатурирующего раствора [46, 47, 172]. Анализ 

с разными концентрациями мочевины позволяет определить отчетливые различия 
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в созревании авидности, для IgG к N-белку, обработанных 5,3 М мочевиной был 

установлен cut-off индекса авидности 0,5, а для 7 М мочевины cut-off индекса 

авидности 0,3 определен как лучший для практического использования [46]. 

Ввиду более высокой изменчивости индексов авидности для IgG к RBD и S1, по 

сравнению со значениями, полученными для N-белка, можно использовать 

растворы мочевины в диапазоне 5,3 - 7 М [46]. 

Нами также была предпринята отработка методики определения индекса 

авидности Ат к антигенам вируса SARS-CoV-2. Для этой цели были отобраны 

пробы сыворотки крови пациентов, перенесших ПЦР-подтвержденный COVID-19 

и имевших IgG-антитела к антигенам вируса SARS-CoV-2. При этом 37 человек 

имели давность заболевания 1-3 месяца – первичный иммунный ответ и 37 

человек, перенесшие повторный COVID-19 (инфекция, вызванная штаммом 

Омикрон) через 9-12 месяцев после первого заболевания – вторичный иммунный 

ответ. Проанализировав вышеприведенные литературные данные, мы выбрали 

следующие параметры: концентрация раствора мочевины - 6М, время инкубации 

– 10 мин при комнатной температуре (от +18°С до +25°С). 

Процедура определения индекса авидности Ат проводилась с 

использованием тест-системы «SARS-CoV-2-IgG-количественный-ИФА-Бест», 

(АО «Вектор-Бест», Новосибирск, РФ). Исследуемые образцы были разведены в 

100 раз по методике, указанной в разделе 2.5, и каждый добавлен в 2 лунки 

планшета с иммобилизованным рекомбинантным S-белком SARS-CoV-2 в два 

соседних стрипа по 100 мкл. Планшет инкубировали в термошейкере в течение 30 

минут при температуре +37°С. Затем планшет промывали 5 раз промывочным 

раствором согласно инструкции к набору. После промывания в лунки первого 

стрипа с исследуемыми образцами вносили по 200 мкл фосфатного буфера, а в 

лунки второго стрипа - по 200 мкл 6М раствора мочевины, с последующей 

инкубацией в течение 10 минут при комнатной температуре (от +18°С до +25°С). 

По окончании инкубации планшет со стрипами был промыт 5 раз. Затем во все 

лунки вносили конъюгат из набора по 100 мкл и 30 минут инкубировали в 

термошейкере при температуре +37°С. После инкубации промывали все лунки 5 



63 

 

раз промывочным раствором. Во все лунки вносили по 100 мкл ТМБ 

(тетраметилбензидин 0,025%) и инкубировали в защищённом от прямого 

солнечного света месте до 25 минут при комнатной температуре (от +18°С до 

+25°С). По завершении в каждую лунку было добавлено по 100 мкл стоп-реагента 

(серная кислота 4,9%). Измерение оптической плотности растворов в лунках 

проводили на иммунологическом анализаторе Multiskan FC (Thermo Scientific, 

Финляндия) в двухволновом режиме: при основной длине волны 450 нм и длине 

волны сравнения 620 нм в течение 5 минут после остановки реакции.  Индекс 

авидности выражали в процентах оптической плотности образца, обработанного 6 

М мочевиной, за 100% принимали оптическую плотность образца, не 

обработанного мочевиной. 

При выбранных условиях проведения теста минимальное значение индекса 

авидности 13,7% было получено в пробе сыворотки крови от пациента через 1 

месяц после начала заболевания, максимальные значения – 100% – были получены 

у трех пациентов после повторного заболевания COVID-19, вызванного штаммом 

Омикрон. Полученные результаты представлены на рисунке 2.6, где по оси абсцисс 

– индекс авидности в процентах, а по оси ординат – количество переболевших, у 

которых определялся соответствующий индекс авидности. Следовательно, при 

выбранных нами условиях проведения теста был получен максимальный размах 

параметра индекса авидности.  

 

Рисунок 2.6 – Распределение индекса авидности антител к S-белку 

вируса SARS-CoV-2 
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Это позволяет оценить весь спектр индекса авидности Ат. Из рисунка видно, что 

при первичном иммунном ответе на S-белок SARS-CoV-2 индекс авидности не 

превышал 50%, максимум в интервале 20-30%, среднее значение индекса 

авидности IgG составило 26,29%. При вторичном иммунном ответе индекс 

авидности достиг 100% у части исследуемых, с максимумом на интервале 70-80%, 

и средним значением 79,26%. Результаты определения индекса авидности были 

подвергнуты ROC-анализу. На рисунке 2.7 представлена ROC-кривая. Площадь 

под кривой AUC=1,0.  

 

Рисунок 2.7 – ROC- кривая разделения первичного и вторичного 

иммунного ответа по индексу авидности антител к S-белку вируса SARS-CoV-

2 

Полученные данные свидетельствуют о высокой степени соответствия 

разделительной модели. Рассчитанное пороговое разделяющее значение (cut-off) 

составило 48,5%. Таким образом, предложенная нами модификация позволяет 

оценивать индекса авидности Ат к S-белку вируса SARS-CoV-2. Значения индекса 

авидности менее 48,5% соответствует первичному ответу, а более 48,5% – 

вторичному. 

2.7 Определение клеточного иммунитета с помощью антиген-

индуцированной дегрануляции цитотоксических Т-клеток  

Известно, что уничтожение инфицированных вирусом клеток 

цитотоксическими Т-лимфоцитами идет контактным способом через Fas-Fas-
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лиганд, с индукцией апоптоза таких клеток вместе с содержащимся в них 

вирусом, а также с помощью перфоринов и гранзимов, которые Т-лимфоцит, 

распознавший зараженную вирусом клетку, вбрасывает в клетку из своих гранул. 

Стабильность мембраны таких гранул внутри Т-лимфоцита обеспечивает CD107а 

или LAMP-1, это белок, относящийся к семейству LAMP (lysosomal-associated 

membrane protein) [32]. Экспрессию CD107а на поверхности стимулированных 

антигеном CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов, используют как 

функциональный маркер, позволяющий подсчитать процент цитотоксических Т-

лимфоцитов, отвечающих на данный антиген [14].  

Мононуклеары в количестве 2,5х105 добавляли в лунки 96-луночной 

стерильной панели (Nunc, Дания), вносили раствор моненсина в конечной 

концентрации 10 мкМ, моноклональные антитела к антигену CD107a-PE-Cy5 в 

разведении 1:100, конечный объем в лунке составлял 200 мкл (отрицательный 

контроль). Стимуляцию мононуклеаров производили сорбированным на дне 

лунок набора «SARS-CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ» (АО Вектор-Бест, Новосибирск, 

РФ) полноразмерным S-антигеном вируса SARS-CoV-2 или N-белком, 

иммобилизованным на дне лунок «Набора реагентов для иммуноферментного 

количественного определения антител человека класса IgG к N-белку SARS-CoV-

2 (N-CoV-2-IgG PS)» (ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени 

Пастера, Санкт-Петербург, РФ). Предварительная стерилизация лунок была 

проведена 30-минутным ультрафиолетовым облучением. Контрольные и опытные 

пробы инкубировали 20 часов при 37°C во влажной атмосфере и 5% CO2. Затем 

мононуклеары ресуспендировали, помещали в пробирки для проточной 

цитометрии и отмывали центрифугированием (300g 5 мин) в растворе CellWash. 

Окрашивание мононуклеаров проводили антителами к антигену CD8-FITC в 

течение 20 минут в защищенном от света месте при 4°C, отмывали и 

фенотипировали на проточном цитометре BD FACSCantoII (технологии и 

программное обеспечение Becton Dickinson, США). На рисунке 2.8 представлены 

последовательные этапы гейтирования. Для анализа выделяли лимфоидный гейт 

(R1), в нем в режиме FITC-SSS выделяли гейт (R2) лимфоцитов, высоко 
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экспрессирующих антиген CD8 (CD8high) – это субпопуляция цитотоксических Т-

лимфоцитов. Далее на графике CD107a-РЕ-Су5 против CD8-FITC подсчитывали 

процент дважды положительных клеток. 

 

А 

 

Б 

 
В  

 

Г 

 
Рисунок 2. 8 – Пример оценки клеточного иммунитета по экспрессии CD107a 

на CD8hi лимфоцитах 

Примечание: 

А – выделение лимфоидного гейта R1 

Б – выделение гейта CD8high R2 

В – спонтанная экспрессия CD107a на CD8high лимфоцитах 

Г – индуцированная S-белком экспрессия CD107a на CD8high лимфоцитах 

R1 

0,55% 9,67% 

CD8 

CD107a 

CD8 

CD107a 

CD8 
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Полученное число отражает процент цитотоксических лимфоцитов, 

распознавших антигены S-белка коронавируса и ответивших цитотоксической 

реакцией, заключающейся в выделении содержимого цитотоксических гранул 

относительно общего количества CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов. На 

рисунке 2.9 представлено распределение, выраженное в процентах, CD8high 

лимфоцитов, распознавших S-белок вируса SARS-CoV-2, и ответивших 

экспрессией CD107a.  

А  

 Б  

Рисунок 2.9 – Распределение уровня экспрессии CD107a на CD8high 

лимфоцитах, распознавших S-белок вируса SARS-CoV-2 

Примечание: 

А Количество людей, имеющих соответствующий уровень клеточного ответа на 

S-белок вируса SARS-CoV-2 

Б Предполагаемое разделение на высокий и низкий уровень клеточного ответа на 

S-белок вируса SARS-CoV-2  
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Уровень спонтанной экспрессии CD107a на CD8high лимфоцитах составляет менее 

1%. Уровень в 1% принят в качестве значения cut-off, отделяющего 

отрицательный и положительный клеточный ответ на антиген. На рисунке явно 

видно, что характер распределения имеет вид двугорбой кривой, что 

свидетельствует о сочетании двух распределений с высоким и низким уровнем 

клеточного ответа. 

Для анализа этого явления результаты клеточного ответа на S-белок SARS-

CoV-2 были подвергнуты ROC-анализу. На рисунке 2.10 представлена 

полученная ROC-кривая. Площадь под кривой AUC=1,00. 

 

Рисунок 2.10 – ROC- кривая разделения на высокий и низкий уровень 

клеточного ответа на S-белок вируса SARS-CoV-2 

 

Полученные данные свидетельствуют о высокой степени соответствия 

разделительной модели. Рассчитанный cut-off составил 5,935%. Мы округлили 

значение порогового уровня до 6%. Уровень Т-клеточного ответа на S-белок 

SARS-CoV-2 ниже 6% расценивался как низкий, уровень выше 6% – как высокий. 

Аналогичные расчеты были проведены для Т-клеточного ответа на N-белок 

SARS-CoV-2. ROC-анализ выявил высокую степень соответствия разделительной 

модели. На рисунке 2.11 представлена полученная ROC-кривая, площадь под 
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кривой AUC=1,00. Рассчитанное пороговое разделяющее значение (cut-off) 

составило 6%, что позволило с чувствительностью и специфичностью 100% 

разделить высокий уровень Т-клеточного ответа на N-белок SARS-CoV-2   – выше 

6% и низкий уровень – ниже 6%. 

 

Рисунок 2.11 – ROC- кривая разделения на высокий и низкий уровень 

клеточного ответа на N-белок вируса SARS-CoV-2 

 

2.8 Определение клеточного иммунитета методом ELISpot  

Для оценки клеточного иммунитета методом ELISpot использовали две 

модификации метода. В первой модификации в лунки стрипа 96-луночной панели 

от набора для определения продукции IFN-γ методом ELISpot («Human IFN-γ 

ELISpot», Mabtech, Швеция) добавляли мононуклеары в количестве 2,5х105 и 

инкубировали 20 часов при 37°C во влажной атмосфере и 5% CO2 – контрольная 

проба. Мононуклеары опытной пробы в таком же количестве стимулировали S-

антигеном, как описано выше (для метода дегрануляции CD8+ Т-лимфоцитов, см. 

раздел 2.7). Далее пробы инкубировали 4 часа при 37°C во влажной атмосфере и 

5% CO2. Предварительные опыты показали, что 4 часов достаточно для того, 

чтобы моноциты собрали антиген. Затем тщательно ресуспендированные клетки 

переносили в лунки стрипа набора для ELISpot, их инкубация проводилась при 
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описанных выше условиях еще 16 часов. Далее лунки промывали 5-кратно ЗФР 

по 200 мкл на лунку. Конъюгат, разведенный 1:200 бессывороточной средой 

RPMI-1640, вносили по 100 мкл на лунку с последующей инкубацией 2 часа при 

комнатной температуре, после чего лунки повторно промывали 5-кратно ЗФР. 

Готовый ТМБ-субстрат вносили по 100 мкл на лунку, затем инкубация шла при 

комнатной температуре до появления видимых пятен, по инструкции 

производителя. Жидкость из лунок удаляли, промывали их 2 раза вначале 

деионизированной, затем проточной водой. Поддон снимали, промывали 

мембрану с обратной стороны. Стрипы сушили на фильтровальной бумаге в 

защищенном от света месте при комнатной температуре. 

Во второй модификации для оценки клеточного иммунитета использовали 

набор реагентов для определения Т-клеточного ответа на SARS-CoV-2 «Corona-T-

test» методом ELISpot (ФГБУ «НМИЦ гематологии», Россия) [286], где в качестве 

антигена выступали специально подобранные пептиды S- и N-белка вируса SARS-

CoV-2. Тест проводили в нашей модификации. Мононуклеары добавляли в лунки 

стрипа 96-луночной панели в количестве 2,5х105. Клетки контрольной пробы 

инкубировали в культуральной среде, к клеткам опытной пробы добавляли смесь 

пептидов белков вируса SARS-CoV-2 в конечной концентрации 1 μМ/мл. 

Инкубация проходила при 37°C во влажной атмосфере и 5% CO2 20 часов, затем 

содержимое лунок удаляли и промывали 5-кратно 200 мкл ЗФР. Далее вносили 

раствор А (конъюгат антител к IFN-γ с биотином) по 50 мкл на лунку, повторная 

инкубация шла 2 часа при комнатной температуре в защищенном от света месте. 

Лунки повторно промывали 5-кратно ЗФР. Раствор В (концентрированный 

раствор конъюгата стрептавидина, с щелочной фосфатазой) разводили 1:100 

буфером В, вносили по 50 мкл в каждую лунку с последующей инкубацией 30 

мин при комнатной температуре в темноте. Далее, в промытые 5-кратно ЗФР и 2-

кратно дистиллированной водой лунки вносили по 50 мкл раствора С (субстрат 

для щелочной фосфатазы BCIP/NBT+). Инкубация лунок шла 15 мин в темноте с 

последующей промывкой дистиллированной, а затем проточной водой. Поддон 



71 

 

снимали, промывали мембрану с обратной стороны. Сушка стрипов 

производилась на фильтровальной бумаге в темноте при комнатной температуре.  

Сформировавшиеся пятна для обоих методов ELISpot подсчитывали с 

помощью автоматизированного ELISpot-ридера AID (AID GmbH, Германия), 

рисунок 2.10.  

А 

 

Б 

 
В 

 

Г 

 
 

Рисунок 2.12 – Пример исследования клеточного иммунитета методом 

ELISpot 

Примечание: 

A – спонтанный уровень (тест-система «Human IFN-γ ELISpot»); 

Б – антиген-индуцированный уровень (тест-системе «Human IFN-γ ELISpot»); 

В – спонтанный уровень (тест-системе «Corona-T-test»); 

Г – антиген-индуцированный уровень (тест-системе «Corona-T-test») 

Программное обеспечение позволяет посчитать количество пятен на дне лунки, 

их суммарную площадь и интенсивность окраски. Встроенные алгоритмы 

прибора позволяют рассчитать концентрацию IFN-γ для каждой лунки. 
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Спонтанный и индуцированный уровень IFN-γ и количество пятен отличались у 

разных пациентов. По этой причине результаты, полученные методом ELISpot, 

были представлены двумя способами: как разница между опытной и контрольной 

лункой для каждого обследованного (абсолютный показатель) и как отношение 

опытного к контрольному уровню для каждого испытуемого (относительный 

показатель). 

2.9 Методы математической обработки полученных результатов  

Полученные результаты были исследованы на предмет соответствия 

нормальному распределению методом Колмогорова-Смирнова. В случае 

соответствия нормальному распределению использовали параметрическую 

статистику с вычислением среднего арифметического и стандартной ошибки 

(M±SE). При несоответствии распределения параметра нормальному применяли 

непараметрическую статистику с вычислением медианы, первой и третьей 

квартили (Me (LQ-HQ)). Для сравнения групп использовали t-критерий 

(параметрическая статистика) или тест Манна-Уитни (непараметрическая 

статистика). Различия при p <0,05 расценивали как значимые. Корреляции 

рассчитывали методом Пирсона. Для выяснения информативности выявленных 

параметров и для вычисления уровня пороговых значений показателей (cut-off) 

использовали метод построения характеристических кривых (receiver operator 

characteristic, ROC-кривых). Для количественного сопоставления рассчитывали 

площади под ROC-кривыми (AUC), значимость, чувствительность, 

специфичность и значение cut-off. Расчеты проводились с использованием 

компьютерных программ «Statgraf», «Microsoft Office Excel 16», «SPSS 16.0» и 

«Statistica 6.0». 

Моделирование процессов изменения уровня IgG-антител к S- и N-белку 

вируса SARS-CoV-2 в зависимости от времени от начала заболевания проводили 

путем аппроксимации полученных результатов. Были использованы широко 

известные в статистическом анализе, теории вероятностей и в биологии 

функциональные зависимости, относящиеся к группе распределений Пирсона. В 

нашем исследовании рассматриваются две из них: распределение Эрланга (1) 
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𝑓(𝑥; 𝑘, 𝜆, 𝑐) = 𝑐 ∙
𝜆𝑘∙𝑥𝑘−1∙𝑒−𝜆𝑥

(𝑘−1)!
        (1) 

где параметр k называется параметром формы, а параметр λ называется 

параметром скорости. Также был введён нормировочный коэффициент с для 

масштабирования значений функции. Комбинация значений параметров k и λ 

отвечает за положение экстремума графика, значение функции в точке 

экстремума и плавность перегиба функции. 

И распределение Фишера (2)

 

 

𝑓(𝑥; 𝑛, 𝑚, 𝑐) = {
с ∙

𝑥
𝑛
2

−1

(1+
𝑛∙𝑥

𝑚
)

𝑛+𝑚
2

𝑥 ≥ 0

 𝑥 < 0

                                              (2)                                                     

где коэффициенты n и m влияют на форму графика, положение максимума 

функции и его значение, коэффициент с также является нормировочным. При 

этом распределение Эрланга характеризуется более плавным ростом и падением 

значений функции, в то время как распределение Фишера позволяет описывать 

функции, значение которых достаточно резко снижается после достижения 

максимума и затем плавно асимптотически стремится к нулю. В данном 

исследовании выбор общего вида аппроксимирующей функции осуществлялся в 

зависимости от характера наблюдаемых зависимостей. В каждом случае значения 

коэффициентов подбирались эмпирически, для обеспечения качественной 

аппроксимации исходных данных.  
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ГЛАВА 3 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

 

 

3.1 Параметры гуморального иммунитета, специфичного к S-белку 

вируса SARS-CoV-2 у реконвалесцентов COVID-19 

3.1.1 IgM антитела к S-белку вируса SARS-CoV-2 

В поперечном исследовании уровня IgM к антигенам вируса SARS-CoV-2 

приняло участие 88 человек, переболевших COVID-19, имевших хотя бы один 

положительный ПЦР-тест. Результат анализа на IgM выражали в коэффициентах 

позитивности (КП), при КП >1,1 тест расценивали как серопозитивный. Не у всех 

обследованных были выявлены IgM-антитела через 2 мес. от начала заболевания 

(Таблица 3.1). Из 84 человек только у 59 были обнаружены IgM-антитела к 

антигенам SARS-CoV-2. В более поздние сроки выявлено уменьшение процента 

серопозитивных с 70,2% до 0% на сроках от 2 до 12 месяцев, с одновременным 

снижением уровня IgM с 3,7±0,35 до неопределяемого.  

Таблица 3.1 – IgM-антитела к S-белку вируса SARS-CoV-2 после заболевания 

COVID-19 

  2 мес. 4 мес. 6 мес. 8 мес. 10 мес. 

12 

мес. 

Абсолютное 

количество и % 

серопозитивных 

59 

 

70,2% 

45 

 

53,6% 

42 

 

50% 

11 

 

13,1% 

6 

 

7,1% 

0 

 

0% 

Уровень IgM у 

серопозитивных 

(КП) 

3,7± 

0,35 

2,44± 

0,23 

2,37± 

0,21 

1,89± 

0,19 

1,43± 

0,15 0 

 

У 4 (4,5%) исследуемых установлен высокий уровень IgM к антигенам вируса 

SARS-CoV-2. Эти люди были дополнительно обследованы через 4, 6, 10 и 12 мес. 

после заболевания. Выявлено постепенное снижение уровня IgM к антигенам 

вируса SARS-CoV-2 в период с 2 до 12 месяцев от момента перенесенного 
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заболевания, с сохранением серопозитивности в течение 12 месяцев наблюдения 

(Рисунок 3.1).  

 

Рисунок 3.1 – Уровень IgM у 4 человек с высоким ответом 

 

3.1.2 IgA и IgG антитела к S-белку вируса SARS-CoV-2 у ранних 

реконвалесцентов COVID-19  

Ввиду отсутствия международных стандартов калибровки тест-систем на 

момент начала исследования, уровень IgG и IgA к S-белку вируса SARS-CoV-2 в 

сыворотке 88-ми реконвалесцентов COVID-19 (1-3 месяца после заболевания) 

был измерен полуколичественным методом в коэффициентах позитивности.  В 

контрольной группе не болевших COVID-19 здоровых исследуемых специфичные 

к S-белку вируса SARS-CoV-2 IgG и IgA не выявлены. В таблице 3.2 

представлены результаты исследования гуморального иммунитета у 

переболевших COVID-19. Были определены специфичные к S-белку вируса 

SARS-CoV-2 IgG-антитела 17,08±1,94 и 11,43±1,32 для IgА в КП. 

Серопозитивность сывороток в примененных тест-системах установлена при 

значении КП более 1,1. По уровню специфического гуморального ответа 

исследуемые поделены на 2 группы: группа с высоким уровнем антител – 50 

человек (57%), группа с низким уровнем антител – 38 человек (43%), разделение 

проведено по уровням анти-S-IgG. Границей для такого разделения считали 10 

-3,00

2,00

7,00

12,00

17,00

22,00

2 мес. 4 мес. 6 мес. 10 мес. 12 мес.

КП
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единиц КП (см. раздел 2.4). Средний уровень IgG-антител в группе с высоким 

уровнем гуморального ответа составил 27,39±2,25 и в группе с низким уровнем 

ответа 4,46±0,53. 

Таблица 3.2 – Уровень IgG- и IgA-антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 

после заболевания COVID-19 

 Полуколичественный метод (КП) 

M±SE 

Количественный метод (BAU/мл) 

Me (LQ-HQ) 

 Группа 

переболевших 

Высокий 

ответ 

n=50 

Низкий 

ответ 

n=38 

Группа 

переболевших 

Высокий 

ответ 

(57%) 

Низкий 

ответ 

(43%) 

IgG 17,08±1,94 27,39± 

2,25 

4,46± 

0,53* 

1080 

(366-1692) 

1724  

(1094-

1988) 

355 

(188-481)* 

IgA 11,43±1,32 15,09± 

1,95 

6,94± 

0,67* 

- - - 

Примечание: 

* p <0,05 по сравнению с группой с высоким уровнем ответа 

Для IgA средний уровень в группе высокого гуморального ответа против 

инфекции составил 15,09±1,95 и 6,94±0,67 в группе низкого ответа. Различия 

между этими группами и для IgG, и для IgA были значимыми (p <0,05). 

Корреляция между уровнями специфических IgG и IgA была средняя 

положительная (r = 0,43). Было проведено ретестирование сывороток 

реконвалесцентов COVID-19 для определения количества анти-S-IgG, согласно 

международным стандартам в BAU/мл. При сопоставлении результатов с уровнем 

IgG, выраженным в КП, выявили очень сильную положительную корреляцию (r = 

0,98). Медиана уровня анти-S-IgG количественным методом оказалась равна 1080 

(366-1692) BAU/мл. Максимальный уровень составил 2172 BAU/мл, а у 6-и 

человек уровень антител был менее 10 BAU/мл, то есть отрицательный, из них у 2 

были выявлены высокие уровни анти-S-IgA, у 4 не было обнаружено анти-S-IgA. 

У трех исследуемых с высоким уровнем анти-S-IgG не было обнаружено анти-S-

IgA. Для группы с высоким ответом уровень анти-S-IgG составил 1724 (1094-

1988) BAU/мл, с низким ответом – 355 (188-481) BAU/мл. Защитным уровнем 
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IgG-антител до появления штамма Омикрон считали 150 BAU/мл. Не было 

обнаружено корреляции между временем, прошедшим после заболевания, и 

уровнем гуморального иммунитета. У каждого конкретного человека уровень 

антител мог подвергаться подъемам и спадам, в зависимости от истории 

индивидуальных контактов с новыми штаммами вируса, однако в течение всего 

периода наблюдения сохранялся тип ответа: лица, идентифицированные при 

первом обследовании как высоко отвечающие, имели высокий уровень анти-S-

IgG, а низко отвечающие сохраняли низкий уровень таких антител. 

При исследовании спектра субклассов IgG-антител к S-белку не обнаружено 

антител субклассов IgG2 и IgG4, специфичных к S-белку вируса SARS-CoV-2 в 

группе перенесших COVID-19 однократно. Одним из критериев зрелости 

специфического гуморального ответа является уровень субкласса IgG1 антител в 

общем ответе IgG против S-белка вируса.  На рисунке 3.2 продемонстрировано 

значимое нарастание процента анти-S-IgG1 в зависимости от сроков после 

перенесенной инфекции.  

 

Рисунок 3.2 – Изменение спектра субклассов IgG-антител к S-белку вируса 

SARS-CoV-2 в зависимости от времени, прошедшего после заболевания 

Примечание: 

* p < 0,05 по сравнению с уровнем в 1 месяц 
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Другим показателем созревания специфического гуморального ответа является 

индекс авидности анти-S-IgG. У реконвалесцентов COVID-19 на сроке 3 месяца 

индекс авидности специфичных к S-белку IgG составил 29,7%, что следует 

расценить как низкоавидные антитела. 

3.2. Показатели клеточного иммунитета, специфичного к S-белку 

вируса SARS-CoV-2, у переболевших COVID-19  

Как спонтанный уровень экспрессии CD107a на CD8high-лимфоцитах, так и 

индуцированной S-белком экспрессии CD107a в группе здоровых обследуемых, 

не болевших COVID-19 оказались ниже cut-off, не более 1%. В группе ранних 

реконвалесцентов COVID-19 (1-3 мес. после заболевания) уровень 

индуцированной S-белком экспрессии CD107a на CD8high-лимфоцитах значимо (p 

<0,05) превысил уровень спонтанной экспрессии CD107a, среднее 

арифметическое составило   6,48±0,61% (Таблица 3.3).  

Таблица 3.3 – Параметры клеточного иммунитета к S-белку вируса SARS-

CoV-2 после заболевания COVID-19 (%) 

 Группа 

переболевших 

Группа с высоким 

ответом n=44 

Группа с низким 

ответом n=44 

Спонтанный уровень 

<1% 

0,57±0,05 0,55±0,04 0,59±0,05 

S-индуцированный 

>1% 

6,48±0,61 11,23±0,72 3,85±0,36* 

Примечание: 

* p <0,05 по сравнению с высоким уровнем  

По уровню специфического клеточного ответа на S-белок вируса SARS-

CoV-2 переболевшие поделены на 2 равные группы, по 44 человека в каждой, 

группу с высоким и низким уровнем клеточного ответа соответственно. Уровень 

экспрессии CD107a в 6%, рассчитанный с помощью ROC-анализа (см. раздел 2.7), 

был принят за пороговый. Различия в ответах этих групп оказались значимыми (p 

<0,05). В группе с высоким ответом средний уровень индуцированной экспрессии 

составил 11,23±0,72%, в группе с низким ответом – 3,85±0,36%.  
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Сопоставление уровней специфического гуморального, анти-S-IgG, анти-S-

IgA, и клеточного CD8high CD107a+ иммунных ответов представлено на рисунке 

3.3.  Было выявлено 4 варианта соотношения гуморального и клеточного 

иммунитета. 

 

Рисунок 3.3 – Сопоставление гуморального и клеточного иммунитета к S-

белку вируса SARS-CoV-2 после заболевания COVID-19 

Примечание: По оси ординат для IgG- и IgA-КП, для клеточного иммунитета процент 

CD8hiCD107a+ от всех CD3+CD8+ лимфоцитов. 

 

Распределение людей по группам представлено на рисунке 3.4. Группа А, 28 

человек, имела высокий уровень гуморального: IgG - 26,84±3,08 (1693; 1165-1966 

BAU/мл), IgA - 16,65±2,02 и клеточного ответа (CD8highCD107a+ - 10,39±0,87%). 

Группа Б, 22 человека, демонстрировала низкий уровень гуморального: IgG - 

6,22±0,65 (426; 215-541 BAU/мл), IgA - 6,88±1,17 и клеточного (CD8highCD107a+ - 

3,8±0,44%) ответа. Группа В, также 22 человека, показала высокий гуморальный: 

IgG - 29,3±3,71 (1763; 1234-1983 BAU/мл), IgA – 16,37±2,05 и низкий клеточный 

(CD8highCD107a+ – 1,64±0,31%) ответ. Группа Г, 16 человек, характеризовалась 

низким гуморальным IgG – 1,06±0,18 (201; 84-276 BAU/мл), IgA - 6,09±2,34 и 

высоким клеточным (CD8highCD107a+ - 8,3±0,92%) ответом. В группе здоровых не 
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болевших COVID-19 обследуемых не было выявлено специфического 

гуморального и клеточного ответа на S-белок вируса SARS-CoV-2. 

 

Рисунок 3.4 – Распределение переболевших COVID-19 на группы по 

соотношению уровней гуморального и клеточного иммунитета 

 

Корреляции между уровнем гуморального и клеточного иммунитета к S-белку 

выявлено не было. Интересно, что у тех 6-и реконвалесцентов, у которых не 

обнаружено IgG-антител к S-белку, был выявлен клеточный иммунитет к этому 

антигену. 

3.3. Параметры гуморального и клеточного иммунитета к S-белку 

вируса SARS-CoV-2 у привитых от COVID-19  

Проведенное исследование показало, что у привитых вакциной «Спутник 

V» через 3 месяца после второй вакцинации специфический клеточный и 

гуморальный ответ на S-белок сформировался у 100% его участников. Оценивая 

гуморальный иммунитет к S-белку вируса SARS-CoV-2 привитых вакциной 

«Спутник V», мы выделили группы с высоким и низким уровнем ответа антител 

(Таблица 3.4), различия между группами были статистически значимыми (p 

<0,05). Из 30 дважды привитых вакциной «Спутник V», не болевших ранее 

COVID-19, у 5 человек (16,7%) были выявлены анти-S IgM-антитела с КП 
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2,16±0,22. У остальных 25 (83,3%) привитых участников обследования IgM-

антитела, специфичные к S-белку вируса SARS-CoV-2, не были выявлены. 

Таблица 3.4 – Распределение обследованных лиц по высоте гуморального и 

клеточного иммунитета к S-белку вируса SARS-CoV-2 у привитых вакциной 

«Спутник V» 

   Гуморальный 

иммунитет 

Клеточный иммунитет 

IgM 

(КП) 

IgG     

(BAU/мл) 

IgA         

(КП) 

Спонт. 

<1% 

S-индуц. 

>1% 

Высокий 

уровень 

2,16±0,22 

n=5 

1563  

(1199-1819) 

n=16 

4,04±0,63 

n=16 

0,61±0,06 

n=17 

11,77±1,01 

n=17 

Низкий 

уровень 

0 

n=25 

432  

(245-523)*  

n=14 

1,2±0,52* 

n=14 

0,62±0,04 

n=13 

3,31±0,37* 

n=13 

Примечание: * p < 0,05 по сравнению с высоким уровнем 

 

В группу с высоким уровнем поствакцинального ответа IgG и IgA, специфичных к 

S-белку вируса SARS-CoV-2, вошло 16 (53,3%) человек. Анти-S IgG в этой группе 

составили 1563 (1199-1819) BAU/мл, анти-S IgA 4,04±0,63 КП. Группа с низким 

уровнем поствакцинального ответа специфичных к S-белку вируса SARS-CoV-2 

IgG и IgA-антител составила 14 (46,7%) человек, анти-S IgG – 432 (245-523) 

BAU/мл и анти-S IgA – 1,2±0,52 в единицах КП, соответственно. 

По результатам исследования клеточного иммунитета к S-белку вируса 

SARS-CoV-2 привитых вакциной «Спутник V» также были выделены группы с 

высоким и низким уровнем ответа (см. таблицу 3.4). При разделении на группы 

уровень в 6% экспрессии CD107a на CD8high Т-лимфоцитах, индуцированных S-

белком коронавируса, принят за пороговый. Различия между группами были 

статистически значимыми (p <0,05). Уровень спонтанной дегрануляции 

CD8highCD107a+ цитотоксических Т-лимфоцитов менее 1% установлен как 

критерий отсутствия специфического клеточного ответа. Группу с высоким 

уровнем клеточного ответа (11,77±1,01%) составили 17 человек (56,7%). В группе 
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с низким уровнем ответа на S-белок вируса SARS-CoV-2 (3,31±0,37%) оказались 

13 человек (43,3%). 

 Сопоставляя уровни специфического гуморального и клеточного 

иммунного ответов к S-белку вируса SARS-CoV-2 дважды привитых вакциной 

«Спутник V», мы выделили 4 варианта соотношения этих параметров (Рисунок 

3.5). В контрольной группе здоровых не болевших COVID-19 и не привитых 

«Спутник V» не выявлен ни гуморальный, ни клеточный иммунный ответ на S-

белок вируса SARS-CoV-2.  

 

Рисунок 3.5 – Сопоставление гуморального и клеточного иммунитета к S-

белку вируса SARS-CoV-2 у привитых вакциной «Спутник V» 

Примечание: По оси ординат для IgG- и IgA-КП, для клеточного иммунитета 

процент CD8hiCD107a+ от всех CD3+CD8+ лимфоцитов. 

 

Группа А с высоким гуморальным: IgG - 26,78 (1676; 1284-1900 BAU/мл), IgA- 

4,83±0,72 и клеточным ответом (CD8highCD107a+ - 11,49±1,37%) состояла из 8 

человек (26,7%); низкий гуморальный: IgG- 7,23 (513; 214-599), IgA-2,56±1,22 и 

клеточный ответ (CD8highCD107a+ - 3,98±0,7%) был выявлен у 5 человек (16,6%), 

группа Б; группа В с высоким гуморальным: IgG - 17,45(1293; 868-1420), IgA-

3,27±0,91 и низким клеточным ответом (CD8highCD107a+ - 2,85±0,42%) включала 8 

человек (26,7%); а группа Г из 9 человек (30%) демонстрировала низкий 
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гуморальный: IgG – 3,95 (312; 185-488), IgA-0,44±0,22 и высокий клеточный ответ 

(CD8highCD107a+ - 12,02±1,39%). (Рисунок 3.6). 

 

Рисунок 3.6 – Распределение привитых вакциной «Спутник V» на группы по 

соотношению уровней гуморального и клеточного иммунитета 

Индекс авидности анти-S IgG-антител дважды привитых вакциной 

«Спутник V» на сроке 3 месяца после вакцинации составил 32,5±1,39%, что 

следует расценивать как низкий уровень.   Как и у переболевших COVID-19, 

поствацинальный иммунный ответ антител был представлен субклассами анти-S 

IgG1 и анти-S IgG3. Субкласс  анти-S IgG1 на сроке 3 месяца после вакцинации 

составил 93,8±0,48% от всех IgG-антител к S-белку. Не установлено корреляции 

между индексом авидности и уровнем ответа анти-S IgG-антител. Кроме того, не 

выявлено взаимосвязи уровня поствакцинального ответа с возрастом и полом 

участников исследования. 

3.4. Динамика изменений параметров иммунитета к S-белку вируса 

SARS-CoV-2 с течением времени (до появления штамма Омикрон)  

При поперечном исследовании когорты из 107 переболевших COVID-19 

через 3 мес. от начала заболевания уровень антител в сыворотке крови был 978 

(336-1592) BAU/мл, через 6 мес. – 883 (335-1323) BAU/мл, через 9 мес. – 672 (276-

1009) BAU/мл и через 12 мес. – 560 (189-867) BAU/мл. Очевидно, уровень антител 

со временем постепенно снижался. Следует отметить, что на момент проведения 

тестирования уровень 150 BAU/мл, а потом 300 BAU/мл (с появлением штамма 

Группа А 26,70%

Группа Б 16,60%

Группа В 26,70%

Группа Г 30%
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Омикрон), считали защитным, т.е. средний уровень антител можно было 

расценить как защитный даже через год после заболевания. 

Было проведено продольное исследование когорты из 38 переболевших 

COVID-19, обследованных от 3 до 5 раз на сроках от 3 до 15 месяцев от момента 

начала заболевания (Рисунок 3.7). По концентрации анти-S IgG в сыворотке крови 

исследуемых 23 человека (60,5%) были отнесены в группу с высоким уровнем 

антител, средний уровень в группе - 1592 (1175–1862) BAU/мл. Уровень антител в 

этой группе достаточно быстро снижался на сроках от 3 до 9 месяцев от начала 

заболевания, затем темпы снижения замедлились, и концентрация антител вышла 

на плато на уровне около 900 BAU/мл. В то же время 15 человек (39,5%) вошли в 

группу с низким уровнем анти-S IgG, 366 (284–467) BAU/мл. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 3.7 – Изменение уровня IgG-антител в зависимости от времени, 

прошедшего после заболевания 

В этой группе отмечалась такая же тенденция снижения концентрации антител с 

выходом на плато на сроке после 12 месяцев от начала COVID-19 на уровне около 

cut off =150 BAU/ml 

BAU/ml 
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200 BAU/мл. Различия в уровнях антител между группами были значимыми        

(p <0,05). 

На рисунке 3.8 представлены результаты определения индекса авидности 

анти-S IgG у той же когорты из 38 перенесших COVID-19. В первой точке 

исследования в 3 месяца от момента заболевания анти-S IgG-антитела у 

переболевших были низкоавидными, индекс авидности составил 29,7±1,59%. 

Последующие исследования сывороток переболевших показали рост индекса 

авидности анти-S IgG до 50,88±1,52% в течение года, что говорит о созревании 

ответа специфических антител. При этом не выявлено корреляции между 

индексом авидности и уровнем анти-S IgG.  

 

 

Рисунок 3.8 – Индекс авидности антител у переболевших COVID-19 в 

зависимости от времени после заболевания 

 

Анти-S IgA антитела у перенесших COVID-19 определялись уже через 1 

месяц от момента начала заболевания, с постепенным снижением их в течение 

полугода и сохранением на детектируемом уровне до 15 месяцев наблюдения. 
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Динамика ответа антител класса IgA, специфичных к S-белку вируса SARS-CoV-

2, у переболевших представлена на рисунке 3.9.  

 

 

Рисунок 3.9 – Изменение уровня IgA-антител, специфичных к S-белку 

вируса, у переболевших COVID-19 в зависимости от времени после 

заболевания 

Продольное исследование клеточного иммунитета той же когорты 38 

перенесших COVID-19 выявило две группы: группа из 20 человек (52,6%) с 

высоким уровнем экспрессии CD107a на цитотоксических CD8high Т-лимфоцитах 

10,19±0,93% и группа из 18 человек (47,4%) с низким уровнем экспрессии 

CD8highCD107a+ 3,9±0,37% (Таблица 3.5).  

Таблица 3.5 – Клеточный иммунитет (процент CD8hiCD107a+ от CD8hi) к S-

белку вируса SARS-CoV-2 после заболевания COVID-19 при продольном 

исследовании когорты (M±SE) 

  
 Через  

3 мес.  

Через 

 6 мес.  

Через 

 9 мес.  

 Через  

12 мес.  

 Через  

15 мес.  

Высокий 

уровень  10,19±0,93 10,63±0,97 10,15±0,88 10,05±0,85 10,82±1,01 

Низкий 

уровень  3,9±0,37* 4,63±0,47* 4,4±0,43* 3,85±0,39* 4,1±0,39* 

Примечание:* p < 0,05 по сравнению с высоким уровнем 
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Уровень экспрессии CD8highCD107a+ в 6% был принят за критерий разделения, 

различия в группах оказались статистически значимыми (p <0,05). Результаты 

нашего наблюдения показывают, что на сроках от 3 до 15 месяцев от начала 

заболевания клеточный иммунитет к S-белку вируса SARS-CoV-2 сохранялся в 

обеих группах на одном уровне, в то время как уровни анти-S IgG и анти-S IgA у 

тех же людей за это время значимо снизились. 

Продольное исследование гуморального иммунного ответа 30 дважды 

привитых вакциной «Спутник V», не болевших ранее COVID-19, на сроках от 3 

до 12 месяцев от второй прививки, показало аналогичную тенденцию изменения 

уровня анти-S IgG в зависимости от времени, прошедшего после вакцинации, что 

и у перенесших COVID-19 (Рисунок 3.10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 3.10 – Изменение уровня IgG-антител в зависимости от времени, 

прошедшего после вакцинации «Спутник V» 

Видно отчетливое снижение уровня анти-S IgG, в группе с высоким 

уровнем специфических к S-белку вируса SARS-CoV-2 IgG с 1563 (1199-1819) 

cut off = 150 BAU/ml 

BAU/ml 
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BAU/мл, с выходом на плато на уровне около 600 BAU/мл в 9 месяцев после 

второй прививки. Аналогично в группе с низким гуморальным ответом на S-белок 

специфичные к нему IgG-антитела снижались с 432 (345-473) BAU/мл с выходом 

на плато через 9 мес. после прививки на уровне около 150 BAU/мл. Тем не менее, 

следует подчеркнуть, что на протяжении года после прививки вакциной «Спутник 

V» уровень анти-S IgG оставался не ниже защитного, определенного на тот 

момент, в 150 BAU/мл. 

Результаты изучения индекса авидности поствацинальных анти-S IgG у 30 

дважды привитых вакциной «Спутник V», не болевших COVID-19, представлены 

на рисунке 3.11. Из рисунка видно, что через 3 месяца после второй прививки 

индекс авидности антител, специфичных к S-белку вируса SARS-CoV-2 был 

низким, 32,5±1,39%, и постепенно нарастал до 47,3±1,42% в течение года 

наблюдения. Корреляции между индексом авидности и уровнем анти-S IgG в 

группе привитых обнаружено не было.  

 

Рисунок 3.11 – Динамика индекса авидности антител у привитых вакциной 

«Спутник V» 
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Результаты продольного исследования клеточного иммунитета у 30 дважды 

привитых вакциной «Спутник V» в течение года после вакцинации представлены 

в таблице 3.6. Из таблицы видно, что процент CD8highCD107a+ цитотоксических Т-

лимфоцитов от общего числа CD3+CD8+ в группе с высоким клеточным ответом 

снижался в течение года, и на сроках 9 и 12 месяцев от момента вакцинации, был 

значимо ниже (p < 0,05) в сравнении с уровнем ответа через 3 месяца после 

прививки, тогда как в группе с низким клеточным ответом практически не 

менялся. Тем не менее, поствакцинальный клеточный ответ сохранялся на всем 

периоде наблюдения выше уровня cut-off в 1% даже в группе с низким уровнем 

ответа. 

Таблица 3.6 – Клеточный иммунитет (процент CD8hiCD107a+ от CD8hi) к S-

белку вируса SARS-CoV-2 после прививки вакциной «Спутник V» (%,M±SE) 

  
 Через  

3 мес.  

Через 

 6 мес.  

Через 

 9 мес.  

 Через  

12 мес.  

Высокий уровень  11,77±1,01 9,92±0,94 8,38±0,91* 7,67±0,80* 

Низкий уровень  3,31±0,37 3,3±0,40 3,28±0,38 3,24±0,33 

Примечание: * p < 0,05 по сравнению с высоким уровнем 

3.5. Динамика изменений параметров адаптивного иммунитета к S-

белку при бустировании за счет вакцинации или повторного инфицирования  

23 человека дважды привитых вакциной «Спутник V» через год после 

завершения вакцинации были ревакцинированы вакциной «Спутник Лайт». В 

таблице 3.7 представлены результаты сопоставления уровней гуморального и 

клеточного иммунного ответа на S-белок вируса SARS-СoV-2 до ревакцинации и 

спустя 3 месяца после ревакцинации. Следует отметить, что IgM, специфичный к 

S-белку вируса SARS-СoV-2, не выявлен ни у одного из 23 ревакцинированных. 

Обнаружен значимый (p < 0,05) прирост уровня анти-S IgG как в группе с 

высоким уровнем гуморального ответа с 671(336-1134) BAU/мл до 1368,45 

(930,51-1640,23) BAU/мл через 3 месяца после ревакцинации, так и в группе с 

низким уровнем ответа с 156 (112,3-328,5) BAU/мл до 476,35 (283,65-963,50) 

BAU/мл. Различия между группами в уровнях анти-S IgG также были значимыми 
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(p <0,05). Индекс авидности анти-S IgG у ревакцинированных значимо (p < 0,05) 

возрос с 47,3±1,42% до 67,6±2,7% независимо от уровня антител. 

Таблица 3.7 – Гуморальный и клеточный иммунитет к S-белку вируса SARS-

СoV-2 до и после ревакцинации вакциной «Спутник V» 

  IgG-антитела к S-белку вируса  

SARS-СoV-2, BAU/мл 

(Me(LQ-HQ)) 

Клеточный иммунитет 

(процент CD8hiCD107a+ от 

CD8hi) к S-белку вируса SARS-

CoV-2, % (M±SE) 

До 

ревакцинации 

 

Через 3 мес. 

после 

ревакцинации 

До 

ревакцинации 

 

Через 3 мес. 

после 

ревакцинации 

Высокий 

уровень 
671 

(336-1134)  

      1368,45 

(930,51-1640,23)# 

7,67±0,80 

 

10,98±0,97# 

 

Низкий 

уровень 

156 

  (112,3-328,5)*  

476,35 

(283,65-963,50)#* 

3,24±0,33* 

 

5,19±0,41#* 

 

Примечание: 
# p < 0,05 по сравнению с уровнем перед ревакцинацией 

* p < 0,05 по сравнению с высоким уровнем 

Процент цитотоксических CD8high Т-лимфоцитов, отреагировавших на 

распознавание S-белка вируса SARS-CoV-2 экспрессией молекулы CD107a, 

значимо (p < 0,05) вырос через 3 месяца после ревакцинации вакциной «Спутник 

Лайт», как в группе с исходно высоким клеточным ответом с 7,67±0,80% до 

10,98±0,97%, так и в группе с исходно низким клеточным ответом с 3,24±0,33% 

до 5,19±0,41%. Различия между группами в уровнях ответов оказались 

значимыми (p <0,05).  

Спустя год после перенесенного COVID-19 27 наблюдавшихся нами 

человек были дважды привиты вакциной «Спутник V» и составили группу 

гибридного иммунитета. Это означает, что у этих лиц первичный иммунный ответ 

возник на уханьский штамм вируса SARS-CoV-2, а вторичный иммунный ответ - 

на вакцину «Спутник V». В таблице 3.8 сопоставлены концентрации анти-S IgG, 

их индекс авидности и клеточный иммунный ответ на S-белок до такой 

вакцинации (группа с постинфекционным иммунитетом), те же люди через 3 мес. 

после вакцинации составили группу с гибридным иммунитетом, и для сравнения 

представлены данные 30-и человек, не болевших COVID-19 через 3 мес. после 
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второй прививки вакциной «Спутник V» (группа с поствакцинальным 

иммунитетом). 

Таблица 3.8 – Сопоставление поствакцинального, постинфекционного и 

гибридного иммунитета к S-белку вируса SARS-СoV-2 

 IgG-антитела к S-

белку вируса 

SARS-СoV-2, 

BAU/мл 

(Me (LQ-HQ)) 

Индекс 

авидности 

антител к S-

белку вируса 

SARS-СoV-2, 

% (M±SE) 

Клеточный 

иммунитет (процент 

CD8hiCD107a+ от 

CD8hi) к S-белку 

вируса SARS-CoV-

2, % (M±SE) 

Поствакцинальный 

иммунитет (n=30) 

707,73 

(585,10-932,33) 47,30±1,42 7,77±0,68 

Постинфекционный 

иммунитет (n=27) 

972,58 

(612,51-1384,37) 50,20±2,12 8,19±0,73 

Гибридный 

иммунитет (n=27) 

1218,21 

(724,50-2212,43)* 69,85±3,47* 9,94±0,75* 

Примечание: 

* p <0,05 по сравнению с постинфекционным и поствакцинальным иммунитетом     

Было выявлено, что уровень анти-S IgG в группе гибридного иммунитета 

значимо выше (p <0,05), он составил 1218,21 (724,50-2212,43) BAU/мл в 

сравнении с уровнем анти-S IgG в группе с постинфекционным иммунитетом – 

972,58 (612,51-1384,37) BAU/мл и поствакцинальным иммунитетом – 707,73 

(585,10-932,33) BAU/мл. Индекс авидности анти-S IgG оказался значимо выше (p 

<0,05) в группе с гибридным иммунитетом, достигнув 69,85±3,47% в сравнении с 

индексом авидности анти-S-IgG 50,20±2,12% в группах с постинфекционным и 

47,30±1,42% с поствакцинальным иммунитетом соответственно. Процент 

цитотоксических CD8highCD107a+ Т-лимфоцитов, ответивших на S-белок вируса 

SARS-CoV-2, в группе с гибридным иммунитетом также был значимо (p <0,05) 

выше 9,94±0,75% в сравнении с клеточными иммунными ответами в группах с 

поствакцинальным и постинфекционным иммунитетом, не показавшими 

значимых отличий, 7,77±0,68% и 8,19±0,73%, соответственно. 

Из наблюдаемой нами группы реконвалесцентов 32 человека, перенесших 

COVID-19 в 2020-2021 годах, повторно переболели в январе-феврале 2022 года 
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COVID-19, вызванным штаммом Омикрон, и, таким образом, составили группу 

прорывного иммунитета. Это означает, что первичный иммунный ответ, 

сформированный при первом заболевании, оказался прорванным новым штаммом 

вируса SARS-CoV-2. Важно, что повторное заболевание у всех обследованных 

протекало в легкой форме. Примечательно, что анти-S IgM не были выявлены ни 

у одного из исследованных лиц, повторно перенесших COVID-19.  

В таблице 3.9 представлены результаты сопоставления уровня анти-S IgG, 

их индекса авидности и клеточного иммунного ответа у этих людей до 

повторного заболевания COVID-19 (группа постинфекционного иммунитета)  и 

через 3 мес. после повторного COVID-19 (группа прорывного иммунитета). 

Повторно перенесенное заболевание вызвало значимый (p <0,05) прирост уровня 

анти-S IgG – 1601,22 (1011,93-2335,44) BAU/мл против 719,57 (407,51-961,73) 

BAU/мл группы постинфекционного иммунитета, индекса авидности – 

81,58±3,41% против 50,1±2,21%, и клеточного иммунного ответа –13,71±1,07% 

против 8,38±0,83%, соответственно.  

Таблица 3.9 – Сопоставление постинфекционного и прорывного иммунитета 

к S-белку вируса SARS-СoV-2 

 IgG-антитела к S-

белку вируса 

SARS-СoV-2, 

BAU/мл 

(Me(LQ-HQ)) 

Индекс 

авидности 

антител к S-

белку вируса 

SARS-СoV-2, 

% 

(M±SE) 

Клеточный 

иммунитет 

(процент 

CD8hiCD107a+ от 

CD8hi) к S-белку 

вируса SARS-CoV-

2, % (M±SE) 

Постинфекционный 

иммунитет (n=32) 
719,57  

(407,51-961,73) 50,1±2,21 8,38±0,83 

Прорывной 

иммунитет (n=32) 
1601,22 

(1011,93-2335,44)* 81,58±3,41* 13,71±1,07* 

Примечание: * p <0,05 по сравнению с постинфекционным иммунитетом 

Исследования гуморального и клеточного иммунного ответов против 

вируса SARS-СoV-2 проведены в условиях пандемии, когда продолжалась 

циркуляция вируса и он продолжал мутировать. Таким образом, каждая 

следующая встреча с новым штаммом SARS-СoV-2 приводила к бустированию, 
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независимо от того, появлялись ли клинические симптомы (обычно в форме 

легкого ОРЗ) или инфекция протекала бессимптомно. Трудно прогнозировать, 

сколько бы сохранялась иммунная защита против вируса SARS-СoV-2 при 

условии его элиминации из человеческой популяции. В подтверждение этой 

гипотезы рисунок 3.12 иллюстрирует результаты динамического наблюдения 

гуморального и клеточного ответов против вируса SARS-СoV-2 у 4 пациентов, 

первично перенесших COVID-19 в сентябре 2020 года за период наблюдения с 

декабря 2020 по сентябрь 2024 гг. Пациенты ТА (розовая линия) и ТС (синяя 

линия), перенесли COVID-19 средней степени тяжести. Пациенты АЮ (красная 

линия) и ТИ (зеленая линия) переболели COVID-19 легкой степени тяжести. У 

пациентов ТА, АЮ и ТС в первой точке исследования через 3 месяца от 

перенесенного COVID-19, в декабре 2020 года, был выявлен высокий уровень 

анти-S IgG, 1896 BAU/мл, 1464 BAU/мл и 1760 BAU/мл, соответственно. У 

пациента ТИ уровень анти-S-IgG оказался низким, 214 BAU/мл, тем не менее, он 

был выше установленного на тот момент защитного уровня антител в 150 

BAU/мл. В течение последующих 6 месяцев после перенесенного COVID-19 

уровень анти-S-IgG у всех 4 пациентов снизился. В мае 2021 года пациент ТА 

контактировал с другими лицами с подтвержденной инфекцией COVID-19, 

клинических проявлений заболевания у него не было. При исследовании уровня 

анти-S IgG у него установлен значительный прирост с 1460 BAU/мл в марте 2021 

года до 1592 BAU/мл в июне 2021 года, который можно расценивать как 

бессимптомный бустер ответа антител. Пациент АЮ ухаживал за больной 

COVID-19 родственницей, симптомов заболевания у него не было, тем не менее у 

него выявлен бустер ответа анти-S IgG с 1140 BAU/мл в марте 2021 года до 2340 

BAU/мл в июне 2021 года. Пациент ТС, не имевший контактов, демонстрировал 

продолжающееся снижение уровня анти-S IgG. Пациент ТИ, контактировавший с 

больными COVID-19, показал прирост антител со 120 BAU/мл до 164 BAU/мл в 

период с марта по июнь 2021 года. 
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Рисунок 3.12 – Сопоставление динамики иммунитета к S-белку вируса SARS-

СoV-2 у четырех человек, перенесших COVID-19 в сентябре 2020 г 
Примечание: 

А. Гуморальный иммунитет к S-белку вируса SARS-СoV-2 

Б. Индекс авидности антител к S-белку вируса SARS-СoV-2  

В. Клеточный иммунитет к S-белку вируса SARS-СoV-2 
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Далее ТИ перенес COVID-19, вызванный штаммом Дельта вируса SARS-СoV-2, 

со значимым приростом уровня анти-S IgG до 668 BAU/мл в декабре 2021 года. 

Пациент ТА в феврале 2022 года перенес COVID-19, вызванный штаммом 

Омикрон, что вызвало значимое повышение уровня анти-S IgG до 2826 BAU/мл. 

У пациентов ТИ и ТС, бывших с ним в контакте, выявлен подъем уровня анти-S 

IgG  до 720 BAU/мл  и 668 BAU/мл. Известно, что пациент ТС перенес ПЦР-

подтвержденный COVID-19 в легкой форме осенью 2022 года, что дало прирост 

его уровня анти-S IgG до 4392,5 BAU/мл в декабре 2022 года, равно как и у 

пациента ТА, бывшего с ним в контакте и не имевшего клинических проявлений 

заболевания, до 7341,3 BAU/мл. Важно, что за период наблюдения у всех уровень 

анти-S IgG сохранялся выше защитного.  

Созревание гуморального ответа характеризуется ростом авидности 

антител, специфичных к S-белку вируса SARS-СoV-2. Из рисунка видно, что 

индекс авидности нарастает в течение месяцев от момента перенесенного COVID-

19, демонстрируя бустер после каждого перенесенного заболевания или 

бессимптомного контакта. У пациентов АЮ (красная линия), ТА (розовая линия) 

и ТИ (зеленая линия) уровень индекса авидности был низким и не превышал 30% 

в первой точке наблюдения в декабре 2020 года. У пациента ТС (синяя линия) 

индекс авидности анти-S IgG находилась на плато около 40% до сентября 2021 

года, а затем прирастал вплоть до сентября 2023 года, составив 87,1%. Пациент 

АЮ показал рост индекса авидности до 58,5% наряду с бустером ответа анти-S 

IgG в июне 2021 года после длительного тесного контакта с больным COVID-19. 

У пациента ТА значимый прирост индекса авидности до 91,23% отмечен в марте 

2022 года после перенесенного COVID-19, вызванного штаммом Омикрон, с 

дальнейшим созреванием гуморального ответа и ростом индекса авидности до 

93,95% за последующие 3 месяца наблюдения. Далее индекс авидности анти-S 

IgG пациента ТА снижался, составив 75,2% в сентябре 2023 года. Все 4 пациента 

выработали высокоавидные анти-S IgG.  

За весь период наблюдения у пациента АЮ (красная линия) процент 

цитотоксических CD8highCD107a+ Т-лимфоцитов, отреагировавших на S-белок 
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вируса SARS-CoV-2, был ниже cut-off 1%. Пациент ТА (розовая линия) 

демонстрировал подъем уровня клеточного иммунного ответа с 10,05% в декабре 

2020 года до 18,26% в декабре 2021 года, постоянно контактируя с больными 

COVID-19. Затем его клеточные ответы постепенно снижались до 9,19% в марте 

2022 года. Известно, что у штамма Омикрон произошло много мутаций в S-белке, 

а для индуции цитотоксических Т-лимфоцитов в лабораторных тестах 

использовали S-белок уханьского штамма SARS-СoV-2. Вероятно, часть 

цитотоксических Т-лимфоцитов, специфичных к новым эпитопам вируса, не была 

учтена.  Клеточный ответ пациента ТА в течение 9 месяцев, до декабря 2022 года, 

находился на одном уровне, при том, что одновременно значимо прирос уровень 

анти-S IgG. У пациентов ТИ (зеленая линия) и ТС (синяя линия) отмечен 

бессимптомный бустер клеточных ответов после контактов с больными COVID-

19 до 26,29% и 24,1%, соответственно. И пациент ТИ, и пациент ТС, 

контактировали со штаммом  Омикрон, показав разную динамику клеточных 

ответов. У пациента ТИ отмечалось снижение уровня клеточного ответа до 

12,86% (март 2022 года). Пациент ТС, напротив, показал дальнейший бустер 

уровня клеточного ответа до 28,54%, при том, что уровень его анти-S IgG 

находился на плато в этот период наблюдения.  

На 4-й год наблюдения выявленные тенденции сохранялись у всех 4 

обследованных. Отмечался прирост уровня анти-S IgG, как у лиц с высоким, так и 

с низким типом гуморального ответа. Продолжал нарасть индекс авидности 

антител. Клеточный иммунитет продолжал сохраняться на высоком уровне у ТА, 

ТС и ТИ. 

3.6 Моделирование гуморального иммунного ответа на S- и N- белок 

вируса SARS-CoV-2  

Известно, что из всех белков коронавируса самыми иммуногенными, 

вызывающими выработку наибольшего количества антител, являются S- и N-

белки. Анти-S IgG являются защитными в отличие от анти-N IgG. В связи с 

большим количеством мутаций в S-белке в ходе пандемии, вакцины, созданные в 

ее начале, частично утратили свою эффективность. Это вызвало интерес 
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исследователей к N-белку. N-белок вируса SARS-CoV-2 отличается своей 

консервативностью. Он размещен в центре вириона и участвует в упаковке 

вирусной РНК и сборке капсида, находясь вне досягаемости антител. Роль анти-N 

IgG в гуморальном иммунном ответе продолжают изучать.  

У 27 человек, переболевших ПЦР-подтвержденным COVID-19 в легкой или 

среднетяжелой форме, был определен уровень анти-S и анти-N IgG в сыворотке 

крови от 4 до 7 раз за период от 1 до 15 месяцев от начала заболевания. Следует 

отметить, что данная часть исследования была проведена до появления штамма 

Омикрон, когда многие ранее переболевшие стали повторно заболевать COVID-

19. На рисунке 3.13 представлены результаты измерения уровней анти-N и анти-S 

IgG антител. Экспериментальные данные показывают различную динамику 

уровней анти-N IgG, сплошная линия красного цвета, и анти-S IgG, сплошная 

линия синего цвета. Уровни анти-N IgG в сыворотке крови переболевших COVID-

19 появлялись раньше и резко нарастали с пиком на сроке 3 месяца от начала 

заболевания, 1033,2 (807,04-1215,6) BAU/мл и также быстро снижались в течение 

года, достигая минимума к 15 месяцам 75,5 (25,5-182,2) BAU/мл.  Следует 

подчеркнуть, что cut-off используемой тест-системы составляла 17 BAU/мл.  

Анти-S IgG, напротив, нарастали медленнее и, достигнув пика на сроке 4 

месяца от момента перенесенного COVID-19 на уровне 819,5 (614,7-1538,3) 

BAU/мл, продолжали сохраняться на этом уровне в течение года наблюдения. 

Затем следовало плавное снижение уровня анти-S IgG в течениепоследующих 6 

месяцев наблюдения до 551,6 (372,5-757,5) BAU/мл, с сохранением уровня, выше 

установленного защитного, на сроке 15 месяцев от начала заболевания. 

Результаты исследований были аппроксимированы построением 

математических моделей динамического изменения уровней анти-S и анти-N IgG 

в зависимости от времени после заболевания COVID-19. Выбор функциональных 

зависимостей определял характер наблюдаемых изменений ответов анти-S и анти-

N IgG. Динамику синтеза анти-N IgG удалось описать с помощью распределения 

Фишера, штрихпунктирная линия красного цвета на рис.3.13, где значения 
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функции достаточно быстро достигают максимума и постепенно снижаются до 

нулевого уровня, формула (3).  

𝑓𝑁−белок(𝑥) = 8 ∙ 108 ∙
(0.2𝑥)5.5

(1+0.52𝑥)9
                                                                    (3)  

 

Рисунок 3.13 – Уровень IgG-антител к антигенам вируса SARS-CoV-2 у 

переболевших COVID-19 

Примечание: 

Сплошная красная линия – анти-N-IgG, экспериментальные данные 

Сплошная синяя линия – анти-S-IgG, экспериментальные данные 

Штрихпунктирная красная линия – аппроксимация Фишера уровня анти-N-IgG, 

короткоживущие плазмоциты 

Штриховая синяя линия – аппроксимация Фишера уровня анти-S-IgG-

короткоживущие плазмоциты 

Пунктирная синяя линия – аппроксимация Эрланга уровня анти-S-IgG, 

долгоживущие плазмоциты. 
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В таблице 3.10 представлены результаты сопоставления динамических 

изменений уровней анти-N IgG в зависимости от времени, прошедшего от начала 

заболевания COVID-19 и расчетных результатов, произведенных по формуле (3).  

Таблица 3.10 – Сопоставление уровня IgG-антител к N-белку вируса SARS-

CoV-2 в сыворотке крови переболевших лиц (BAU/мл), полученных в 

эксперименте, и результатов расчетов по формуле (3) 

Срок от 

начала 

заболевания 

N-белок 

(Me (LQ-HQ)) 

Расчет 

(формула 

Фишера) 

(3) 

Процент 

отклонения 

расчетного 

значения от 

экспериментального 

1 мес. 230,9 (118,4-430,6) 264,34 -14,5% 

2 мес. 899,2 (497,8-1225,9) 846,74 5,83% 

3 мес. 1033,2 (807,04-1215,6) 1020,38 1,2% 

4 мес. 870,1 (319,7-3790,36) 940,00 -8,0% 

6 мес. 579,3 (374,3-2524,9) 637,55 -10,1% 

12 мес. 211,5 (116,9-507,3) 180,55 14,6% 

15 мес. 75,5 (25,5-182,2) 66,76 11,6% 

 

Из таблицы видно, что данные эксперимента и расчетов по формуле (3) 

различаются не более чем на 15%, при том, что результаты расчетов строго 

уложились в интервал LQ-HQ в каждой точке исследования.  

С целью оценки качества примененных моделей были рассчитаны метрики 

качества: квадратный корень из среднеквадратичной ошибки (RMSE) и средняя 

абсолютная процентная ошибка (MAPE). При моделировании процесса изменения 

уровня IgG-антител к N-белку вируса SARS-CoV-2 в зависимости от времени от 

начала заболевания при использовании коэффициентов, представленных в 

формуле (3), были получены минимальные значения метрик качества. RMSE 

составил 16,505, а МАРЕ – 9,408%, что свидетельствует о хорошем качестве 

предложенной модели. 

Попытки аппроксимации кривой динамики ответа анти-S IgG, 

изображенной на рис. 3.13 сплошной линией синего цвета одним из известных 
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распределений не удались. Было предположено, что кривая, отражающая 

динамику уровня IgG-антител к S-белку коронавируса, является результатом двух 

процессов: синтеза ранних анти-S IgG короткоживущими плазматическими 

клетками, штриховая линия синего цвета, и поздних анти-S IgG долгоживущими 

плазматическими клетками, пунктирная линия синего цвета на рис. 3.13. 

Изменения уровня анти-S IgG во времени, продуцируемых короткоживущими 

плазматическими клетками, хорошо аппроксимируется распределением Фишера, 

формула (4). 

𝑓𝑆−белок Фишер(𝑥) = 7 ∙ 105 ∙
(0.2𝑥)4.5

(1+0.66𝑥)13.75
                                                   (4) 

 

Аппроксимацию изменений уровня анти-S-IgG во времени, продуцируемых 

долгоживущими плазматическими клетками, пунктирная линия синего цвета, 

хорошо отражает распределение Эрланга, формула (5), для которой характерно 

более плавное нарастание и медленное снижение значения функции. 

 

𝑓𝑆−белок Эрланг(𝑥) = 1100 ∙
3.15.1∙(0.11𝑥)4.1∙𝑒−3.1𝑥

4!
                                     (5) 

 

           В таблице 3.11 представлены результаты сопоставления динамических 

изменений уровней анти-S IgG в зависимости от времени, прошедшего от начала 

заболевания COVID-19, и расчетных результатов, произведенных по формулам 

(4) и (5). Из таблицы видно, что данные эксперимента и расчетов по формулам (4) 

и (5) различаются не более чем на 13%, при том, что результаты расчетов строго 

уложились в интервал LQ-HQ в каждой точке исследования. 

Для моделирования изменений уровня IgG-антител к S-белку в зависимости 

от времени, прошедшего от начала заболевания при использовании 

коэффициентов, представленных в формулах (4) и (5) были также получены 

минимальные значения метрик качества. RMSE составил 8,949, а МАРЕ – 4,096%, 

что свидетельствует о высоком качестве предложенной модели. 
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Таблица 3.11 – Сопоставление экспериментальных данных уровня IgG-

антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 в сыворотке крови переболевших лиц 

(BAU/мл) и результатов расчетов по формулам (4) и (5) 

Срок 

от 

начала 

заболе-

вания 

S-белок 

(Me (LQ-

HQ)) 

Расчет 

(формула 

Фишера) 

(4) 

Расчет 

(формула 

Эрланга) 

(5) 

Сумма 

расчетов 

по 

формулам 

(4) и (5) 

Процент 

отклонения 

суммы расчетных 

значений от 

эксперимен-

тального 

1 мес. 103,3 (73,37-

189,1) 89,60 1,23 90,83 

12,1% 

2 мес.  456,2 (199,2-

1027,1) 439,30 14,96 454,26 

0,4% 

3 мес. 787,4 (356,1-

1190,2) 687,89 56,07 743,96 

5,5% 

4 мес. 819,5 (614,7-

1538,3) 718,62 129,69 848,31 

-3,5% 

6 мес. 841,8 (614,9-

1420,7) 491,38 345,69 837,07 

0,6% 

12 мес. 810,9 (504,5-

1215,3) 70,82 766,21 837,03 

-3,2% 

15 мес. 551,6 (372,5-

757,5) 10,98 522,10 533,08 

3,4% 

 

Динамика уровней анти-S IgG в зависимости от времени, прошедшего от начала 

заболевания COVID-19, была определена у 35 человек, что позволило разделить 

когорту на 2 подгруппы с высоким уровнем гуморального ответа (20 человек) и 

15 человек с низким уровнем анти-S IgG (Рисунок 3.14). У исследуемых с 

высоким уровнем ответа анти-S IgG, сплошная линия красного цвета, отмечался 

значительный подъем концентрации с достижением пика 1800 BAU/мл через 4 

месяца от момента начала COVID-19. Концентрация анти-S IgG далее быстро 

снижалась в течение года и выходила на плато в течение следующих 6 месяцев 

наблюдения, оставаясь на высоком уровне около  800 BAU/мл, в точке 

наблюдения 15 месяцев. 
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А 

 

Б 

 

Рисунок 3.14 – Динамика концентрации анти-S IgG с высоким (А) и низким 

(Б) уровнем ответа 

Примечание: 

А. Сплошная красная линия – анти-S-IgG, экспериментальные данные 

Штриховая красная линия – аппроксимация Фишера уровня анти-S-IgG-

короткоживущие плазмоциты 

Пунктирная красная линия – аппроксимация Эрланга уровня анти-S-IgG, 

долгоживущие плазмоциты. 

Б. Сплошная синяя линия – анти-S-IgG, экспериментальные данные 

Штриховая синяя линия – аппроксимация Фишера уровня анти-S-IgG-

короткоживущие плазмоциты 

Пунктирная синяя линия – аппроксимация Эрланга уровня анти-S-IgG, 

долгоживущие плазмоциты. 
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Кривая, отражающая данные, рассчитанные с помощью распределения Фишера 

(6), штриховая линия красного цвета, описывает продукцию анти-S-IgG 

короткоживущими плазматическими клетками. 

                   (6) 

Кривая, отражающая данные, рассчитанные с помощью распределения 

Эрланга (7), пунктирная линия красного цвета, описывает продукцию анти-S-IgG 

долгоживущими плазматическими клетками. 

(7) 

В группе с исходно низким уровнем ответа анти-S IgG пик их 

концентрации, 400 BAU/мл, был достигнут через 4 месяца после перенесенного 

COVID-19, равно как и в группе исследуемых с исходно высоким уровнем анти-S 

IgG. Затем последовало более пологое снижение концентрации защитных антител 

с достижением уровня 200 BAU/мл через год наблюдения. Этот уровень 

поддерживался и в следующие 6 месяцев, то есть концентрация анти-S IgG 

оставалась защитной, как и в группе с исходно высоким уровнем таких антител. 

Кривая, отражающая данные, рассчитанные с помощью распределения Фишера 

(8), штриховая линия синего цвета, описывает продукцию анти-S-IgG 

короткоживущими плазматическими клетками в группе с исходно низким 

уровнем ответа анти-S-IgG. 

    (8) 

Кривая, отражающая данные, рассчитанные с помощью распределения 

Эрланга (9), пунктирная линия синего цвета, описывает продукцию анти-S-IgG 

долгоживущими плазматическими клетками в группе с исходно низким уровнем 

ответа анти-S IgG. 
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(9) 

На рисунке 3.15 представлено изменение спектра субклассов IgG-антител к 

антигенам вируса SARS-CoV-2.  

А  

Б  

Рисунок 3.15 – Динамика спектра субклассов IgG-антител к антигенам 

вируса SARS-CoV-2 (абсолютные значения) 

Примечание: 

А. N-белок вируса SARS-CoV-2; Б. S-белок вируса SARS-CoV-2 
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Известно, что короткоживущие плазмоциты синтезируют преимущественно IgG3 

антитела, а долгоживущие – антитела IgG1 субкласса. Видно, что созревание 

ответа антител на N- и S-белок вируса идет по-разному. В спектре субклассов 

анти-N IgG представлены все субклассы: IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, при этом 

субклассы IgG2 и IgG4 минорные. Спектр субклассов анти-S IgG представлен 

только субклассами IgG1 и IgG3. В ответе на N-белок изначально превалируют 

IgG3 антитела, прирост уровня IgG антител осуществляется за счет IgG1 и IgG3,  

быстро достигает максимума к 3 месяцам от начала COVID-19, а быстрое 

снижение уровня IgG идет в первую очередь за счет IgG3, а затем и за счет других 

субклассов. Ответ анти-S IgG формируют преимущественно антитела IgG1 

субкласса, по мере нарастания уровня IgG до максимума в 6 месяцев от момента 

перенесенного COVID-19, антитела IgG3 субкласса полностью вытесняются IgG1 

антителами. И в ответе анти-N IgG, и в ответе анти-S IgG идет постепенное 

замещение субкласса IgG3 на IgG1, но с разной скоростью, таблица 3.12. Через 1 

месяц после COVID-19 54,6±2,7% анти-S IgG представлено субклассом IgG1 

против 35,2±1,1% субкласса анти-N-IgG1.  

Таблица 3.12 – Изменение спектра субклассов IgG-антител к антигенам 

вируса SARS-CoV-2 в зависимости от времени после заболевания (% от 

общего уровня IgG-антител, специфичных к N- и S-белку коронавируса) 

(M±SE) 

 

 

N-белок S-белок 

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

1 мес 35,2±1,73 3,2±0,15 57,8±2,83 3,8±0,20 54,6±4,23 0 45,4±3,98 0 

2 мес 60,5±2,98 3,5±0,17 32,2±1,77 3,8±0,19 83,0±3,78 0 17,0±2,26 0 

3 мес 63,5±3,27 3,3±0,16 29,7±1,53 3,5±0,17 92,5±2,21 0 7,5±1,81 0 

4 мес 65,88±3,31 3,0±0,15 28,22±1,49 2,9±0,17 95,3±1,18 0 4,7±0,99 0 

6 мес 68,35±3,45 2,3±0,14 26,65±1,37 2,7±0,15 97,4±1,1 0 2,6±0,73 0 

12 мес 71,38±3,68 2,4±0,13 23,62±1,34 2,6±0,13 100 0 0 0 

15мес 72,88±3,71 2,3±0,15 22,32±1,26 2,5±0,14 100 0 0 0 

Вклад в гуморальный ответ анти-N IgG1 достигает максимума 71,38±3,2% к году 

наблюдения и сохраняется около этого уровня еще полгода. Анти-S IgG1 

составляют 83,0±3,78% от общего ответа антител, специфичных к S-белку вируса 
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SARS-CoV-2 уже через 2 месяца от начала COVID-19, их удельный вес 

продолжает нарастать в течение года. Через год после перенесенного COVID-

19 100% ответа антител на S-белок представлено субклассом IgG1, подобные 

результаты получены еще через 3 месяца наблюдения. 

3.7 Сопоставление иммунного ответа на S- и N- белок вируса SARS-

CoV-2  

С целью сопоставления иммунных ответов на S- и N- белок вируса SARS-

CoV-2 у лиц с разной историей контакта и путей введения, были проведены 

исследования на сроке 3 месяца от момента начала COVID-19 у группы 1 

(постинфекционный иммунитет, 27 чел.), через 3 месяца после второй дозы 

вакцины «Спутник V» у группы 2 дважды привитых  (поствакцинальный 

иммунитет, 23 чел.),  у группы 3 перенесших COVID-19, затем вакцинированных 

вакциной «Спутник V» (гибридный иммунитет, 22 чел.) и через 3 месяца от 

момента повторного заболевания, вызванного штаммом Омикрон у группы 4 

перенесших первично COVID-19 в 2020-2021 годах (прорывной иммунитет, 25 

чел.). Результаты представлены на рисунке 3.16. Из представленных на рисунке 

данных видно, что уровни анти-N IgG и анти-S IgG отличаются в группах 

обследуемых. В группе 1 постинфекционного иммунитета наблюдался довольно 

большой разброс концентраций анти-N IgG, но медиана по группе не превышала 

значимо уровень анти-S IgG. В группе 2 поствакцинального иммунитета ни у 

одного их исследуемых не было обнаружено анти-N IgG в связи с отсутствием N-

белка в составе вакцины «Спутник V». В группе 3 гибридного иммунитета, 

COVID-19, а затем вакцинация, концентрация анти-N IgG оказалась значимо ниже 

(р = 0,018), чем анти-S IgG. Анти-S IgG в этой группе были значимо выше 

(p=0,004), чем в группе 2 поствакцинального иммунитета. В группе 4 прорывного 

иммунитета, у дважды перенесших COVID-19, ответы антител были значимо 

выше и по анти-N IgG (p=0,042) и по анти-S IgG (p=0,0006), в сравнении с 

группой 1 постинфекционного иммунитета, после однократного COVID-19. 
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Рисунок 3.16 – Сопоставление уровней IgG антител к N- и S-белку у 

переболевших COVID-19 (группа 1), дважды привитых вакциной «Спутник 

V» (группа 2), переболевших, а после привитых вакциной «Спутник V» 

(группа 3) и дважды переболевших  COVID-19 (группа 4) 

 

На рисунке 3.17 представлены результаты сопоставления вклада субкласса IgG1 в 

анти-N-IgG и анти-S-IgG у тех же групп обследуемых. Во всех группах 

участников исследования ответ на S-белок вируса SARS-CoV-2 представлен 

исключительно субклассом IgG1. В группе 1 постинфекционного иммунитета  

анти-N IgG1 составили 72,8±3,5%, в группе 2 поствакцинального иммунитета не 

было ответов антител на N-белок по причине его отсутствия в вакцине, в группе 3 

гибридного иммунитета вклад анти-N IgG1 75,9±3,8% был сопоставим с группой 

1 постинфекционного иммунитета, эти обследуемые однократно перенесли 

COVID-19, затем получили вакцинацию «Спутник V» без N-белка в составе 

вакцины. 
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Рисунок 3.17 – Вклад субкласса IgG1 в общий IgG-ответ на N- и S-белок 

вируса SARS-CoV-2 

 

Наибольший вклад анти-N IgG1 99,1±0,3% выявлен в группе 4 прорывного 

иммунитета, значимо превышая этот параметр в группах 1 постинфекционного и 

3 гибридного иммунитета (p<0,01). Это говорит о том, что при повторном 

заболевании COVID-19 в группе 4 продолжалось созревание ответа анти-N IgG. 

Результаты исследований клеточных иммунных ответов на N- и S-белок 

вируса SARS-CoV-2 у тех же групп обследуемых представлены на рисунке 3.18. 

Процент цитотоксических CD8highCD107а+ Т-лимфоцитов, в ответ на 

распознавание S-белка вируса SARS-CoV-2, не имел значимых различий по 

группам, была выявлена тенденция к повышению уровня клеточного ответа в 

группе 4 прорывного иммунитета дважды перенесших COVID-19. В группе 3 

гибридного иммунитета уровень клеточных ответов на N-белок вируса оказался 

значимо ниже (p<0,05), чем в группах 1 постинфекционного и 4 гибридного 

иммунитета. В группе 2 поствакцинального иммунитета у 17 человек ожидаемо 

не было клеточных ответов на N-белок, а у 6 человек выявлены высокие 

клеточные ответы на него при отсутствии анти-N IgG, равно как и анти-S IgG до 
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вакцинации у всех членов этой группы. Присутствие клеточных ответов 

цитотоксических Т-лимфоцитов на N-белок со средним уровнем 5,94±2,3% для 

всей группы 2 отражено на рисунке. 

 

Рисунок 3.18 – Клеточный иммунный ответ на N- и S-белок вируса SARS-

CoV-2 

Уровни клеточных ответов на S- и N-белок показали сильную положительную 

корреляцию (r = 0,937) между собой. Гуморальные и клеточные ответы на S-белок 

вируса SARS-CoV-2 продемонстрировали слабую положительную корреляцию (r 

= 0,358). Корреляции гуморальных и клеточных ответов на N-белок вируса SARS-

CoV-2 не выявлено.  

3.8 Сопоставление разных методов оценки клеточного иммунного 

ответа на антигены вируса SARS-CoV-2  

Решающая роль в клинических исходах заболеваний, вызванных вирусом, 

включая SARS-CoV-2, принадлежит клеточному иммунному ответу, основными 

характеристиками которого являются антигенспецифический ответ и 

формирование памяти, что позволяет организму эффективно защищаться при 

повторных встречах с вирусом. Количественные и функциональные 
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характеристики его отличаются от одного индивидуума к другому. Существует 

много различных способов оценки количества и функций клеточных эффекторов 

ответа, включая их анализ с предельным разведением, окрашиванием цитокинов 

предварительно пермеабилизированных CD8+ Т-лимфоцитов, метод тетрамеров и, 

признанный “золотым стандартом” оценки Т-клеточного ответа в клинических 

испытаниях вакцин, ELISpot. В любом случае выделенные из крови 

мононуклеары стимулируют антигеном и оценивают реакцию на распознавание 

этого антигена. Наиболее часто в ELISpot оценивают продукцию цитокина IFN-γ, 

который могут синтезировать сразу несколько субпопуляций: NK-, NKT-, γδТ-

клетки, CD8+ цитотоксические Т-лимфоциты, Th1. До сих пор не существует 

единого, признанного стандартным, метода оценки специфического клеточного 

ответа против вируса SARS-CoV-2, доступного и воспроизводимого в рутинной 

работе лабораторий.  

Были сопоставлены два способа индукции Т-клеточного ответа при 

использовании метода ELISpot. Была оценена продукция IFN-γ мононуклеарами, 

стимулированными в первом способе полноразмерным S-белком вируса SARS-

CoV-2, во втором – смесью пептидов вируса, отличавшихся своей 

консервативностью и иммуногенностью. Результаты, полученные в ELISpot, 

сопоставляли с результатами оценки цитотоксических CD8high Т-лимфоцитов, 

специфически распознающих антигены коронавируса, выставленные на 

поверхность зараженной вирусом клетки в составе МНС-I, отвечать атакой с 

выбросом перфорина и гранзимов в синаптическую щель. Известно, что в этот 

момент на поверхности такого CD8high Т-лимфоцита появляется молекула CD107а. 

CD107а – белок мембраны цитотоксических гранул NK- и CD8+Т-клеток, его 

появление на поверхности таких клеток служит маркером их активации. 

Выделение гейта лимфоцитов, высоко экспрессирующих CD8high дало 

возможность оценивать уровень специфичного к коронавирусу Т-клеточного 

ответа.  

В исследовании, предпринятом с целью сопоставления трех методов оценки 

клеточного иммунного ответа к антигенам вируса SARS-CoV-2, приняли участие 
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26 человек, переболевших подтвержденным ПЦР COVID-19 в легкой или 

среднетяжелой форме, группа 1 постинфекционного иммунитета, на сроках от 2 

до 12 месяцев от момента перенесенного заболевания; 19 человек, ранее не 

болевших COVID-19, 2-кратно привитых вакциной «Спутник V», на сроках от 3 

до 9 месяцев после вакцинации, группа 2 поствакцинального иммунитета; 21 

человек, перенесший COVID-19, затем дважды вакцинированный вакциной 

«Спутник V», группа 3 гибридного иммунитета; и 14 человек, имевших в 

анамнезе два подтвержденных случая COVID-19, 1-ый в 2020-2021 годах, второй 

– в январе-феврале 2022 года, штамм Омикрон, они сформировали группу 4 

прорывного иммунитета.  

В группах 1, 2 и в половине 3-ей группы (n=11) удалось провести оценку 

клеточного иммунного ответа 2-мя способами: по уровню экспрессии CD107a на 

CD8high лимфоцитах (отношение количества CD8high Т-лимфоцитов, распознавших 

S-белок и ответивших экспрессией молекулы CD107a на поверхности, к общему 

числу CD8high Т-лимфоцитов, выраженное в процентах) и методом ELISpot с 

индукцией синтеза IFN-γ мононуклеарами крови полноразмерным S-белком 

SARS-CoV-2. Клеточный иммунный ответ второй половины группы 3 гибридного 

иммунитета (n=10) и всей группы 4 прорывного иммунитета удалось оценить 3-мя 

способами: по уровню экспрессии    маркера активации цитотоксических Т-

лимфоцитов CD8high CD107a, методом ELISpot   с оценкой уровня продукции IFN-

γ мононуклеаров, стимулированных полноразмерным S-белком вируса SARS-

CoV-2 и  пептидной смесью из белков  вируса SARS-CoV-2. Методика 

проявления пятен в двух последних способах имела отличия. Уровень ответа в 

виде продукции IFN-γ, проанализированный с помощью тест-систем Human IFN-γ 

ELISpot и Corona-T-test, различался, это дало основание анализировать 

результаты эксперимента отдельно для каждой тест-системы.   

Из предыдущих экспериментов было установлено, что уровень спонтанной 

экспрессии CD107a на CD8high Т-лимфоцитах не выходит за пределы cut-off = 1%, 

равно как и в группе лиц, не болевших и не прививавшихся против COVID-19.  

Для ELISpot уровень спонтанной активности клеток-продуцентов IFN-γ был 
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установлен в количестве 7,65±0,87 пятен (клеток-продуцентов) на лунку. 

Программное обеспечение прибора для оценки результатов ELISpot позволяет не 

только подсчитать количество пятен, но и оценить суммарную площадь и 

интенсивность окраски пятен и пересчитать это в концентрацию IFN-γ в каждой 

лунке. Результаты ELISpot оказались различными у лиц, принявших участие в 

исследовании. Поэтому результат ELISpot каждого участника был оценен за 

вычетом уровня спонтанной продукции клеток-продуцентов IFN-γ и как 

соотношение индуцированного уровня клеточного ответа обследуемого к его 

отрицательному контролю, то есть в относительном выражении. Сопоставление 

результатов исследования клеточного иммунитета в группах 1, 2 и первой 

половины группы 3 приведено в таблице 3.13. По уровню экспрессии CD107a на 

CD8high Т-лимфоцитах, специфически распознавших полноразмерный S-белок 

SARS-CoV-2, группы 1, 2 и часть группы 3, принявшей участие в этом 

исследовании, значимо не отличались. По абсолютному количеству пятен, 

соответствующих клеткам-продуцентам, ответивших синтезом IFN-γ на 

распознавание полноразмерного S-белка SARS-CoV-2, значимых отличий в 

группах 1, 2, 3 тоже не установлено.  

Таблица 3.13 – Определение клеточного иммунитета по экспрессии CD107a 

на CD8high лимфоцитах и методом ELISpot при индукции S-белком SARS-

CoV-2 

 

CD8high 

CD107a+ , %         

ELISpot, 

абсолютное 

количество  

IFN-γ,  

пг/мл  
ELISpot, 

относительное 

количество 

IFN-γ, 

относительное 

количество 

Группа 1  
10,09±1,35 83,23± 6,63 

454,95 

±20,32 
16,83± 2,35 42,79± 8,09 

Группа 2  
9,45±1,48 86,25± 7,12 

470,77 

±26,24 
22,34± 3,77* 42,98± 10,43 

Группа 3  
9,31±1,32 80,04± 5,87 

317,29 

±19,04* 
15,46± 1,83 45,64± 8,84 

Примечание: 

* p <0,05 

Выявлено значимое превышение (р = 0,048) уровня продукции IFN-γ в группе 1 

постинфекционного иммунитета, 454,95±20,32 пг/мл, и группе 2 
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поствакцинального иммунитета, 470,77±26,24 пг/мл, в сравнении с группой 3 

гибридного иммунитета, 317,29±19,04 пг/мл. 

В относительном выражении результаты исследования методом ELISpot 

показали повышение уровня ответа клеток-продуцентов IFN-γ в группе 2 

поствакцинального иммунитета 22,34±3,77, по сравнению с 16,83±2,35 в группе 1 

постинфекционного иммунитета и 15,46±1,83 в группе 3 гибридного иммунитета. 

Различия оказались значимыми, р = 0,033. В относительном выражении уровень 

продукции IFN-γ значимо не отличался в тех же группах.  

В таблице 3.14 представлены результаты сопоставления уровней клеточных 

иммунных ответов, полученные всеми 3 способами во второй половине группы 3 

гибридного и группы 4 прорывного иммунитета. Уровень экспрессии CD107a на 

CD8high Т-лимфоцитах, специфически распознавших полноразмерный S-белок 

SARS-CoV-2 в группе 4 прорывного иммунитета показал тенденцию к его 

повышению в сравнении с группой 3 гибридного иммунитета, 12,27± 2,51% и 

10,04± 1,37%, соответственно, без значимых различий. Стимуляция 

мононуклеаров крови обследуемых полноразмерным S-белком SARS-CoV-2 

выявила значимое (р = 0,0034), снижение количества пятен (клеток-продуцентов) 

в группе 4 прорывного иммунитета, 30,59± 2,29, в сравнении с группой 3 

гибридного иммунитета, 58,97± 4,47. Продукция IFN-γ также была значимо (p 

<0,05) ниже в группе 4 прорывного иммунитета, 267,52 ±17,38 пг/мл, в сравнении 

с группой 3 гибридного иммунитета, 361,68 ±18,84 пг/мл. Расчет тех же 

результатов в относительном выражении значимых различий не установил. 

Стимуляция мононуклеаров крови обследуемых смесью особо иммуногенных и 

консервативных пептидов вируса SARS-CoV-2 показала значимое (p <0,05), 

повышение количества пятен (клеток-продуцентов IFN-γ), 86,72±7,20, в группе 4 

прорывного иммунитета в сравнении с 69,38± 5,53 в группе 3 гибридного. 

Уровень продукции IFN-γ также был значимо выше (р = 0,043) в группе 4 

прорывного иммунитета, 991,25 ±65,18 пг/мл, в сравнении с группой 3 

гибридного – 760,76 ±50,70 пг/мл. Расчеты результатов в относительном 

выражении выявили тенденцию к повышению числа пятен в группе 4 прорывного 
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иммунитета, 10,30±2,77, против 8,61±2,66 группы 3 гибридного иммунитета. 

Продукция IFN-γ в относительном выражении также была значимо выше (р = 

0,047) в группе 4 прорывного иммунитета, 68,10±9,41 против 48,35± 8,15 группы 

3 гибридного.  

Клеточный иммунитет переболевших ПЦР-подтвержденным COVID-19 

однократно, группа 1 постинфекционного иммунитета, и перенесших COVID-19 

дважды, группа 4 прорывного иммунитета, был исследован разными способами, 

сопоставление результатов было бы интересным, но не совсем корректным. 

Клеточные иммунные ответы группы 3 гибридного иммунитета, переболевших 

однократно COVID-19, затем дважды вакцинированных «Спутник V», удалось 

исследовать всеми тремя способами, хотя в них принимали участие разные люди 

из этой группы. С большим допущением можно считать, что мононуклеары крови 

обследуемых из группы 3 при стимуляции полноразмерным S-белком в тест-

наборе Corona-T-test показали образование меньшего количества пятен (клеток-

продуцентов IFN-γ) 58,97±4,47 против 80,04±5,87 в тест-системе Human IFN-γ 

ELISpot. Если принять, что такая тенденция имеет право на существование, то 

число пятен (клеток-продуцентов IFN-γ) в группе 4 прорывного иммунитета будет 

значимо (р = 0,012) ниже, чем в группе 1 постинфекционного иммунитета. 

Уровень продукции IFN-γ в группе 3 гибридного иммунитета в этих двух тест-

системах не показал значимых различий. В этом случае уровень продукции IFN-γ 

мононуклеарами обследуемых группы 4 прорывного иммунитета, 

стимулированных полноразмерным S-белком, будет значимо ниже (р = 0,047) в 

сравнении с группой 1 постинфекционного иммунитета.  
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Таблица 3.14 – Сопоставление трех способов определения клеточного иммунитета к вирусу SARS-CoV-2 

 

Примечание: 

* p < 0,05 

 

  

 

Способ 1 

(S-белок) 

Способ 2  (S-белок) Способ 3 (пептиды)   

CD8high 

CD107a+,  

%        

ELISpot,  

абсолютное 

количество  

IFN-γ,  

пг/мл  

ELISpot, 

относитель

ное 

количество 

IFN-γ, 

относительно

е количество 

ELISpot,   

абсолютное 

количество  

IFN-γ, 

пг/мл  

ELISpot, 

относительное 

количество 

IFN-γ,  

относительное 

количество 

Группа 

3  

10,04± 

1,37 
58,97± 4,47 

361,68 

±18,84 
7,48± 1,13 46,63± 9,37 69,38± 5,53 

760,76 

±50,70 
8,61± 2,66 48,35± 8,15 

Группа 

4  

12,27± 

2,51 

30,59 

±2,29* 

267,52 

±17,38* 
5,79± 0,81 34,06± 8,69 

86,72 

±7,20* 

991,25 

±65,18* 
10,89± 2,77 68,10± 9,41* 
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При расчетах в относительном выражении количество пятен клеток-

продуцентов IFN-γ в группе 3 гибридного иммунитета, определенное на наборе 

Corona-T-test, оказалось 7,48± 1,13 против 15,46± 1,83 при использовании набора 

Human IFN-γ ELISpot, то есть в 2 раза ниже. Допуская корректность этих 

сравнений, количество пятен в группе 4 прорывного иммунитета также было бы 

значимо ниже (р = 0,048), чем в группе 1 постинфекционного иммунитета, а 

уровни продукции IFN-γ значимо не отличались бы. Важно отметить, что 

сопоставленные результаты групп 1 и 4 являются расчетными по причине 

использования разных тест-наборов.  

Три способа оценки клеточного иммунного ответа против вируса SARS-

CoV-2, примененных в исследовании, значимо между собой не коррелировали. 

Установлена умеренная положительная корреляция (r = 0,341) между 

относительным количеством пятен (клеток-продуцентов IFN-γ) при стимуляции 

мононуклеаров исследуемых смесью пептидов и полноразмерным S-белком 

вируса SARS-CoV-2. Установлена сильная положительная корреляции (r = 0,79) 

количества пятен (клеток-продуцентов IFN-γ) и уровня синтеза IFN-γ 

мононуклеарами крови исследуемых, индуцированных полноразмерным S-

белком, и очень сильная положительная корреляция (r = 0,95) этих двух 

показателей при индукции синтеза IFN-γ мононуклеарами смесью пептидов 

вируса SARS-CoV-2. 

3.9 Динамика иммунных ответов на N- и S-белок вируса SARS-CoV-2  

В продольном исследовании, представленном в данном разделе, приняло 

участие 32 человека, возрастной диапазон 23-72 года, первоначально перенесших 

COVID-19 легкой или средней степени тяжести в 2020 году. Заболевание было 

подтверждено положительным результатом ПЦР. Исследование сыворотки крови 

на наличие специфических антител и Т-клеточного иммунитета к антигенам 

вируса SARS-CoV-2 проводилось у этих лиц на протяжении 4 лет.  

В разделе 3.6 было проведено математическое моделирование изменения 

концентраций IgG, специфичных к антигенам S- и N-белка вируса SARS-CoV-2 в 

зависимости от времени, прошедшего от первичного COVID-19. Если наши 
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аппроксимации изменения уровня антител верны, то, согласно функции Эрланга, 

через 2 года после заболевания концентрация анти-S антител должна была бы 

снизиться до 300 BAU/мл, через 3 года она была бы около 40 BAU/мл, а через 4 

года - ниже 10 BAU/мл. Следует отметить, что 10 BAU/мл считается cut-off между 

отрицательным и положительным уровнем этих антител. В условиях 

продолжающейся пандемии, постоянных контактов людей с мутантными 

штаммами вируса SARS-CoV-2, массовой вакцинации населения, а, 

следовательно, все новыми бустерами для B-клеток памяти, мы выявили 

совершенно иную динамику развития специфического гуморального ответа. 

Результаты оценки уровней анти-N IgG и анти-S IgG представлены на рисунке 

3.19. Из рисунка видно, что динамика анти-N IgG и анти-S IgG ответов у лиц, 

принявших участие в 4-летнем исследовании, различается.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 3.19 – Изменение уровней IgG-антител в зависимости от времени 

после заболевания 

BAU/ml 

p<0,05 

p=0,002 

p=0,0001 

p=0,013 
p<0,05 

p=0,005 

p=0,011 
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Если уровень анти-S IgG в период от 6 до 12 месяцев от момента перенесенного 

заболевания COVID-19, вызванного уханьским штаммом вируса SARS-CoV-2, 

сохранялся в пределах 700-900 BAU/мл, то уровень специфических анти-N IgG 

постепенно снижался с 1112 (748-5268) до 291 (199-819) BAU/мл за тот же период 

наблюдения, и на сроке 1 год различия в концентрациях анти-N IgG и анти-S IgG 

стали значимыми (p <0,05). В феврале-марте 2022 года участники исследования 

перенесли повторно COVID-19, вызванный мутантным штаммом Омикрон, и в 

точке исследования, соответствовавшей 1,5 годам от момента первичного COVID-

19, этиологическим фактором которого был уханьский штамм вируса SARS-CoV-

2, было выявлено повышение концентрации как анти-S IgG до 1524 (725-2213) 

BAU/мл, так и анти-N IgG до 3117 (575-7119) BAU/мл. Уровни анти-S и анти-N 

IgG на сроках 1 и 1,5 года наблюдения значимо отличались.  За последующие 6 

месяцев наблюдения уровень анти-N IgG показал довольно быстрое снижение до 

454 (162-950) BAU/мл и еще через год составил 267 (126-441) BAU/мл. Через 4 

года после первичного заболевания уровень анти-N IgG составил 163 (102-406) 

BAU/мл. Напротив, концентрация анти-S IgG держалась на высоком уровне, 

составив 1572 (784-2819) BAU/мл на сроке 2 года и 1569 (751-2719) BAU/мл на 

сроке 3 года от момента перенесенного первичного COVID-19. Однако через 4 

года после первичного заболевания отмечен значимый прирост уровня анти-S IgG 

до 3721 (416-5095). Различия концентраций анти-N и анти-S IgG на сроках 2 и 

более года оказались значимыми. Установлена умеренная отрицательная 

корреляция динамики концентраций анти-S и анти-N IgG (r = -0,37). 

На рисунке 3.20 представлены результаты изменения индекса авидности 

анти-S IgG-антител в течение 4 лет наблюдения. В предшествующих 

исследованиях был рассчитан cut-off (48,5%) для разделения высокого и низкого 

уровня индекса авидности специфических к S-антигену IgG (раздел 2.7).  Из 

рисунка видно, что на протяжении первых 6 месяцев исследования анти-S IgG у 

переболевших COVID-19 оставались низкоавидными, 34,65 (26,12-40,11)%. За 

последующие 6 месяцев наблюдения индекс авидности этих антител подрос до 

53,84 (45,06-69,66)%, что говорит об их высокой авидности. 
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Рисунок 3.20 – Динамика индекса авидности анти-S IgG-антител у 

переболевших COVID-19 

На сроке от 1 до 1,5 лет наблюдения индекс авидности анти-S IgG плавно 

нарастал, достигнув 74,41 (66,51-85,88) % после повторного заболевания COVID-

19, вызванного штаммом Омикрон. В течение последующих 1,5 лет наблюдения 

индекс авидности анти-S IgG участников исследования продолжал сохраняться на 

уровне 72,2-76,1%. Через 4 года после первичного заболевания индекс авидности 

достиг 83,11 (66,81-92,68)%. Установлена сильная положительная кореляция 

между динамикой концентраций анти-S IgG-антител и их индексом авидности (r = 

0,89).  

Известно, что в начале иммунного ответа на антиген формируются 

короткоживущие плазмоциты, синтезирующие IgM и низкоавидные антитела 

IgG3 субкласса, а в процессе созревания иммунного ответа формируются 

долгоживущие плазмоциты, синтезирующие высокоавидные антитела 

преимущественно IgG1 субкласса и IgA. На рисунке 3.21 и в таблице 3.15 

(абсолютные и относительные значения уровней IgG-антител, специфичных к N- 

% 

Cut off=48,5% 
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и S-белку вируса SARS-CoV-2, соответственно) представлены результаты 

изменения спектра  субклассов анти-S и анти-N IgG-антител в зависимости от 

времени после перенесенного COVID-19.  

А  

Б  

Рисунок 3.21 – Изменение спектра субклассов IgG-антител к антигенам 

вируса SARS-CoV-2 в зависимости от времени после заболевания 

Примечание: А. N-белок вируса SARS-CoV-2; Б. S-белок вируса SARS-CoV-2 
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Из полученных в 4-х-летнем исследовании данных видно, что на  антигены N-

белка  SARS-CoV-2 формировались все 4 субкласса антител: IgG1, IgG2, IgG3 и 

IgG4, при том, что IgG2 и IgG4 оказались минорными. Анти-S IgG были 

представлены субклассами IgG1 и IgG3, с явным преобладанием субкласса IgG1. 

После перенесенного повторно COVID-19, вызванного штаммом Омикрон, на 

сроках 1,5 года от первичного заболевания, среди анти-N антител субкласс IgG1 

стал преобладающим, составив 83,37±3,94% от общего уровня IgG-антител к N-

белку. Это говорит о формировании вторичного иммунного ответа на антигены N-

белка. Через 2 года наблюдения оказалось, что среди антител на N-белок SARS-

CoV-2 снова начал прирастать процент анти-N IgG3, составив 42,43±1,17%, а к 2,5 

годам – 55,23±2,84%, соответственно. При этом анти-N IgG2 и анти-N IgG4 

оставались в минорных количествах, менее 3%. Через 4 года превалировал IgG1 

субкласс, а IgG2, IgG3 и IgG4 в сумме составили 13,65%. 

Таблица 3.15 – Динамика спектра субклассов IgG к S- и N-белку SARS-CoV-2 

во времени после заболевания (% от общего уровня IgG к этим белкам) 

(M±SE) 

  N-белок S-белок 

  IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

6 мес. 68,35 

±3,45 

2,3 

±0,14 

26,65 

±1,37 

2,7 

±0,15 

97,4 

±1,1 

0 2,6 

±0,73 

0 

1 год 
71,38 

±3,68 

2,4 

±0,13 

23,62 

±1,34 

2,6 

±0,13 

100 0 0 0 

1,5 года 
83,37 

±3,94 

0,6 

±0,02 

14,03 

±1,15 

2 

±0,18 

74,44 

±2,78 

5,52 

±0,87 

9,36 

±1,26 

10,68 

±0,93 

2 года 55,35 

±2,73 

0,58 

±0,10 

42,43 

±1,17 

1,64 

±0,12 

77,54 

±2,15 

4,42 

±0,68 

12,36 

±1,47 

5,68 

±0,65 

2,5 года 41,61 

±2,12 

0,61 

±0,11 

55,23 

±2,84 

2,55 

±0,25 

69,76 

±2,07 

3,04 

±0,35 

20,61 

±1,88 

6,59 

±0,84 

3 года 48,42 

±2,29 

0,85 

±0,23 

48,03 

±2,26 

2,7 

±0,23 

73,7 

±2,95 

0,65 

±0,11 

22,73 

±1,87 

2,92 

±0,27 

4 года 86,35 

±2,95 

0,53 

±0,10 

11,02 

±0,97 

2,1 

±0,17 

91,9 ± 

2,18 

1,4 ± 

0,27 

3,2 ± 

0,31 

3,5 ± 

0,33 

 

Динамика изменения спектра субклассов анти-S IgG была иной. Через 6 

мес. после перенесенного первичного COVID-19, вызванного уханьским штаммом 

вируса SARS-CoV-2 анти-S IgG были представлены субклассами IgG1 и IgG3, с 
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явным преобладанием субкласса IgG1. Через 1 год после заболевания  100% 

антител к S-белку было представлено субклассом IgG1, что характерно для их 

синтеза долгоживущими плазмоцитами. После прорывной инфекции, вызванной 

штаммом Омикрон, в спектре ответов антител на S-белок вируса вновь стали 

определяться анти-S IgG3  (9,36±1,26% от общего ответа анти-S IgG). Каждый 

последующий бустер, вызванный все новыми мутантными штаммами 

коронавируса, приводил к увеличению доли IgG3 субкласса среди анти-S антител, 

вплоть до 22,73±1,87% на сроке 3 года наблюдения. Это говорит о формировании 

первичных иммунных ответов на новые штаммы вируса. Кроме того, повторный 

COVID-19, выванный штаммом Омикрон, привел к появлению в спектре 

субклассов антител на S-белок SARS-CoV-2 субкласса  IgG2, до 5,52±0,87%, и 

субкласса IgG4 до 10,68±0,93% от общего количества анти-S IgG, при этом 

уровень анти-S IgG4 в абсолютных значениях составлял 142,61 (68,73-338,4) 

BAU/мл. У половины участников исследования концентрация анти-S IgG4 

оказалась выше 100 BAU/мл, с медианой по этой подгруппе 285,7 (126,8-615,4) 

BAU/мл или 15±1,57% от общего ответа анти-S IgG-антител. В результате 

последующих бустирований, вызванных новыми мутантными штаммами 

коронавируса, отмечалось снижение доли ответов анти-S IgG2 до 0,65±0,11% и 

анти-S IgG4 до 2,92±0,27% в точке наблюдения 3 года после первичного COVID-

19. Анти-S IgG1 субкласса оставались преобладающими в общем ответе антител 

против S-белка SARS-CoV-2, поддерживаясь на уровне 70-75% в течение 1,5 лет 

после прорывной инфекции, вызванной штаммом Омикрон, а через 4 года 

составили почти 92% от общего уровня IgG к Sбелку. 

          Динамика ответов IgA против S-белка SARS-CoV-2 имеет сходство с 

ответами антител против N-белка вируса. Результаты наблюдений представлены 

на рисунке 3.22. Из рисунка видно, что на сроке 6 месяцев после перенесенного 

первичного COVID-19 определялись высокие концентрации анти-S IgA до 8,64 

(4,31-15,53) КП. Далее у переболевших установлено достаточно быстрое и 

значимое снижение их до уровня 0,92 (0-3,58) КП на сроках 1 год после COVID-

19. После прорывной инфекции, вызванной штаммом Омикрон, выявлено 
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значимое повышение уровня анти-S IgA до 4,73 (2,40-10,67) КП в точке 

наблюдения 1,5 года. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 3.22 – Изменение уровня анти-S IgA-антител в зависимости от 

времени после заболевания 

В течение следующих 6 месяцев уровень анти-S IgA снизился в точке наблюдения 

2 года после первичного COVID-19, составив 3,76 (1,67-6,93) КП. Установлено 

повышение уровня анти-S IgA до 5,91 (2,37-8,06) КП в точке наблюдения 3 года, а 

в точке 4 года он составил 4,82 (1,62-5,98) КП. Уровни IgA на сроках 2, 3 и 4 года 

значимо отличались от уровня на сроке 1 год исследования (p < 0,05). 

Результаты исследования ответов CD8+ Т-лимфоцитов, специфичных к 

антигенам S- и N-белка коронавируса, представлены на рисунке 3.23. Динамика 

клеточного иммунного ответа на антигены S- и N-белка SARS-CoV-2 имела 

отличия. Спустя 6 месяцев после первичного COVID-19, вызванного уханьским 

штаммом, уровень цитотоксических CD8+лимфоцитов, распознавших антигены 

N-белка и ответивших экспрессией молекулы CD107а на своей поверхности, 

составил 15,49(7,39-18,76)%. На протяжении последующих 2,5 лет уровень Т-

клеточных ответов на антигены N-белка постепенно снижался, составил 5,55(3,60-

КП p=0,0001 

p=0,008 
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12,75)% на сроке наблюдения 3 года, что значимо отличалось от его уровня на 

сроке 1,5 года.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 3.23 – Изменение уровней клеточного иммунного ответа на N- и S-

белок вируса SARS-CoV-2 в зависимости от времени после заболевания 

В точке исследования 4 года Т-клеточный ответ на N-белок коронавируса был 

6,32(3,71-13,79)%. Установлена умеренная положительная корреляция (r = 0,49) 

ответов IgG и цитотоксических CD8+лимфоцитов на антигены N-белка 

коронавируса. 

Ответ цитотоксических CD8+ Т-лимфоцитов на антигены S-белка на сроке 6 

месяцев после первичного COVID-19 составил 5,81(2,11-6,86)%, будучи значимо 

ниже уровня клеточного иммунного ответа на антигены N-белка. В точке 

наблюдения 1,5 года после повторного COVID-19, вызванного штаммом 

Омикрон, Т-клеточный иммунный ответ на S-белок обследуемых существенно 

% 

p<0,05 

p<0,05 

p<0,05 

p<0,05 
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вырос до 13,59(4,52-17,54)%, значимо отличаясь от ответа в 1 год. В точке 

наблюдения 2 года уровень ответа CD8+лимфоцитов на антигены S-белка 

снизился до 8,79(4,02-15,59)%. В последующие 2 года наблюдения выявлено 

постепенное снижение уровня ответа цитотоксических лимфоцитов на антигены 

S-белка SARS-CoV-2 до 5,56(2,93-9,34) на сроке 4 года, что значимо отличалось 

от уровня клеточного ответа на сроке 1,5 года (p <0,05) и практически совпадало с 

уровнем клеточного иммунного ответа на сроке 6 мес. после первичного 

заболевания. Установлена умеренная положительная корреляция (r = 0,41) 

ответов IgG и цитотоксических CD8+T-лимфоцитов на антигены S-белка 

коронавируса. Динамика ответов CD8+T-лимфоцитов на антигены S- и N-белка 

SARS-CoV-2 показала слабую отрицательную корреляцию (r = -0,27). 

 

 

 

РЕЗЮМЕ 

Одной из важных характеристик адаптивного иммунитета является 

формирование иммунологической памяти и ее поддержание с течением времени. 

Обследованные нами люди формировали иммунный ответ к антигенам вируса 

SARS-СoV-2 в условиях его продолжающейся циркуляции и появления новых 

мутантных штаммов. Каждый новый контакт с мутировавшим вирусом 

продолжает приводить к бустеру иммунного ответа, как гуморального, так и 

клеточного. Наблюдение за поддержанием иммунологической памяти на 

антигены вируса SARS-CoV-2 у перенесших COVID-19 на фоне циркуляции все 

новых мутантных его штаммов показало ее сохранение на протяжении всего 

периода исследования. Изменение уровней антител во времени зависит от 

характера антигена (S- или N-белок), класса (IgG или IgA), количества бустеров у 

отдельных лиц. Т-клеточные ответы оказались более стабильными, чем 

гуморальный компонент иммунитета. Изменение во времени уровней анти-S-IgG 

в умеренной степени коррелирует с ответами Т-лимфоцитов на S-белок, это 

положение в равной степени справедливо и для гуморального и клеточного 
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ответов на N-белок вируса. Давление уже сформированного популяционного 

иммунитета вследствие повторных инфекций и массовой вакцинации 

способствует отбору все новых мутантных штаммов вируса SARS-CoV-2, 

способных избежать контроля иммунитета, что ускоряет появление новых VOC. 

Контакты иммунной системы людей с этими вариантами вируса активируют уже 

имеющуюся гуморальную и клеточную память, одновременно формируя 

первичные ответы на измененные эпитопы. Трудно прогнозировать, как скоро 

снизится наша иммунная защита в случае элиминации вируса SARS-СoV-2 из 

человеческой популяции. Очевидна необходимость дальнейшего изучения 

поддержания иммунологической памяти, как клеточной, так и гуморальной, к 

антигенам SARS-CoV-2. Наличие адаптивного иммунитета к SARS-CoV-2 

практически у всего населения Земли привело к тому, что тяжесть течения 

COVID-19 изменилась в сторону легких и бессимптомных вариантов течения 

заболевания. Однако существует вероятность того, что большое количество 

мутаций в S-белке вируса может привести к формированию более патогенных его 

вариантов. Сохраняется необходимость создания новых типов вакцин ввиду 

снижения эффективности тех, что были созданы в период пандемии в экстренном 

порядке и базировались на выработке иммунного ответа в основном против S-

белка и защитных анти-S-IgG, в частности [237, 296]. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

 

 

С момента первого заболевания COVID-19 в декабре 2019 г. по настоящее 

время можно выделить два периода, принципиально отличающиеся друг от друга. 

Первый период от появления вируса SARS-CoV-2 до подъема заболеваемости, 

вызванного вариантом Омикрон зимой 2022 г., второй – от подъема 

заболеваемости, вызванного вариантом Омикрон, по настоящий момент. Начало 

первого периода характеризовалось отсутствием адаптивного иммунитета к 

антигенам вируса SARS-CoV-2 у населения планеты. Практически каждый 

человек, контактировавший с вирусом, заболевал, правда, с разной степенью 

тяжести. Все заболевшие отвечали на инфекцию первичным типом иммунного 

ответа. Вирус уханьского штамма имел репродуктивное число (среднее 

количество лиц, которые могут быть инфицированы одним больным) – 2.87, 

мутации были нечастые, и за 2 года первого периода появились всего 6 VOC [51]. 

Каждая такая мутация вызывала очередной подъем заболеваемости COVID-19, в 

который вовлекались преимущественно не болевшие и не вакцинированные 

люди, то есть иммунитет, приобретенный при контакте с предыдущими 

вариантами SARS-CoV-2, защищал от повторного заражения. Вариант Омикрон 

кардинально изменил ситуацию. Репродуктивное число оценивали уже как 5-7, 

заболевали как неиммунные, так и привитые, и ранее переболевшие, то есть 

штамм Омикрон имел настолько много мутаций, отличавших его от предыдущих 

VOC, что прорывал ранее сформированный иммунитет [171]. За счет высокой 

контагиозности этого VOC после весны 2022 г. практически все население уже, 

так или иначе, контактировало с SARS-CoV-2 и имело к нему иммунитет. С этих 

пор начался второй этап. Вирус уже не мог найти неиммунный организм и 

вынужден был искать возможности обойти сформированный иммунитет. 

Репродуктивное число последних VOC оценивают как 15-17 [263]. Это очень 

высокий показатель. Если за первые 2 года возникло всего 6 VOC, то за вторые 2 
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года – полтора десятка VOC, не считая несущественных мутаций, а подъемов 

заболеваемости было всего 3. Заболевание стало протекать преимущественно 

легко и бессимптомно, что свидетельствует о работе иммунологической памяти, 

которая отвечает на не мутировавшие эпитопы SARS-CoV-2. Процесс активных 

мутаций вируса и повторные бустеры циркулирующими VOC актуализируют и 

поддерживают клоны клеток памяти, отвечающие на антигены SARS-CoV-2. 

Наши исследования были проведены как в первом, так и во втором периоде 

циркуляции вируса SARS-CoV-2 и выявили важные особенности иммунных 

ответов в эти два периода. 

Синтез IgM при первичном иммунном ответе предшествует образованию 

IgG, так как наивные В-лимфоциты экспрессируют этот вариант В-клеточного 

рецептора и синтез IgM не требует его перестройки. [334]. Антитела, 

специфичные к антигенам вируса SARS-CoV-2, у лиц с ПЦР-подтвержденным 

COVID-19 были обнаружены на сроках 7-14 дней от момента начала заболевания, 

концентрация их со временем продолжала нарастать [211, 330]. В нашем 

исследовании у 70,2% участников исследования, перенесших COVID-19 в легкой 

и среднетяжелой форме, выявлены анти-S-IgM антитела через 2 месяца от начала 

заболевания. Guo L. c соавторами получили похожие результаты, 75,6% 

обследованных имели IgM-антитела к S-белку SARS-CoV-2 [116]. В то же время 

было показано, что у бессимптомных пациентов IgM, специфичные к S-белку, 

появляются на 7 день после заражения и перестают определяться уже через 2 

месяца [159]. Уровень анти-S-IgM переболевших COVID-19 в нашем 

исследовании постепенно снижался до неопределяемого к году наблюдения за 

переболевшими COVID-19. В аналогичных исследованиях также показано 

снижение уровня IgM антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 в течение 12 

месяцев после заболевания [122, 232]. Четыре участника нашего исследования 

оставались серопозитивными по IgM на сроках от 2 до 12 месяцев после COVID-

19, сохраняя высокие уровни этих антител. У них длительное время не 

происходило переключения синтеза специфических антител на изотипы IgA, IgG3 
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и IgG1, возможно, это связано с индивидуальными особенностями реакции 

иммунной системы этих людей. 

В самом начале пандемии использовались тест-системы, созданные в 

экстренном порядке, что привело к сообщениям исследователей о необычной 

последовательности синтеза специфических антител, в первую очередь IgG, и 

только затем IgM, говорилось об исчезновении специфических антител через 1-2 

месяца после начала COVID-19 [233]. В таких системах применялись разные 

антигены, результаты измерялись в разных единицах, что затрудняло 

интерпретацию и сопоставление результатов, полученных разными авторами. Для 

решения этой проблемы был введен единый стандарт BAU/мл (Biding Antibody 

Units; First WHO International Standard for anti-SARS-CoV immunoglobulin (human), 

NIBSC code: 20/136). Наши исследования были начаты еще до появления единого 

стандарта, поэтому анти-S-IgA и анти-S-IgG ранних реконвалесцентов COVID-19 

были измерены полуколичественным методом, в коэффициентах позитивности, с 

последующим ретестированием тех же сывороток и выражением в BAU/мл. 

По уровню анти-S-IgG ответов обследуемые были поделены на 2 группы, с 

высоким и низким уровнем ответа, 57% и 43% обследованных, соответственно. 

Тип ответа (высокий или низкий уровень антител) не зависел от времени, 

прошедшего от начала заболевания. Исследования Robbiani et al. также выявили у 

67% перенесших COVID-19 высокий уровень вируснейтрализующих анти-S-IgG, 

а у 33% - низкий уровень [240]. По всей видимости, сила гуморального ответа на 

вирус определяется особенностями иммунной системы индивидуума. Вероятно, 

есть связь с особенностями системы HLA. У высоко продуцирующих антитела 

индивидуумов молекулы HLA на антигенпрезентирующих клетках могут иметь 

большее сродство к пептидам SARS-CoV-2, тем самым сильнее активируя Т-

клетки и затем B-клетки. По крайней мере, установлены ассоциированные с 

высоким гуморальным ответом аллели HLA A*26:01, C*02:02 и DPB1*04:01. 

Напротив, аллели HLA DRB3*01:01, DPB1*03:01 и DPB1*10:01 обнаружены у 

пациентов с низким уровнем антительного ответа [244]. Вероятно, немалую роль 

в силе и спектре гуморального ответа играет уровень продукции цитокинов и 
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степень экспрессии рецепторов к ним. Показана связь инфекции SARS-CoV-2, 

запускающей синтез провоспалительных цитокинов в кишечнике, с индукцией 

сильного системного антительного ответа [83]. Значительная летальность при 

COVID-19 сразу поставила перед исследователями вопрос о том, являются ли 

обнаруживаемые антитела протективными, какова длительность поддержания 

ответа специфических к вирусу антител, какой уровень антител следует считать 

защитным. За защитный уровень IgG-антител до появления штамма Омикрон 

была принята концентрация 150 BAU/мл. 

Изучение ответа анти-S-IgA представляло и продолжает представлять 

особый интерес, так как его димеры на слизистых оболочках первыми встречают 

вирус при повторном заражении. Показано, что IgA-антитела появляются на 5-7 

день от начала заболевания [185, 271], интенсивность их снижения сильно 

различается у разных пациентов, что вполне согласуется с нашими данными. В 

работе Feng C. с соавторами показано, что уровень IgA и IgG не зависел от 

тяжести заболевания COVID-19 [102], что корреспондирует с нашими данными. 

Созревание гуморального ответа подразумевает как повышение авидности 

антител за счет мутаций Fab-фрагментов, так и переключение с раннего IgG3 

субкласса на более зрелый IgG1 субкласс, характерный для профиля синтеза 

антител клетками памяти. Так, было показано, что у взрослых ранних 

реконвалесцентов от кори формируются специфические IgG-антитела всех 

четырех субклассов, при этом преобладают IgG3 и IgG2, но постепенно на первое 

место выдвигаются IgG1-антитела [20]. В наших исследованиях у ранних 

реконвалесцентов COVID-19 формировались специфические IgG, представленные 

субклассами IgG1 и IgG3, с последующим увеличением доли анти-S-IgG1 в 

течение 3 месяцев от момента начала заболевания, аналогичные данные получены 

другими исследовательскими группами [53, 183]. Субкласссы IgG1 и IgG3 

участвуют в активации комплемента, антитело-зависимой цитотоксичности 

натуральных киллеров через распознавание зараженных вирусом клеток, 

опсонизированных этими антителами [90], в антитело-зависимом фагоцитозе 

макрофагов, связывая таким образом адаптивную и врожденную части иммунной 
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системы [283]. Эти механизмы определяют исход заболевания, являясь частью 

патогенеза COVID-19 [38].  Индекс авидности антител у ранних реконвалесцентов 

COVID-19 в нашей работе был низким, что совпадает с данными других 

исследователей [223]. 

Клеточный иммунный ответ, оцениваемый по проценту цитотоксических 

CD8high Т-лимфоцитов, способных распознать S-белок вируса SARS-CoV-2 и 

ответить экспрессией молекулы CD107a на поверхности, от общего числа CD8+Т-

лимфоцитов, так же, как и гуморальный, имеет индивидуальные различия у 

обследованных лиц. CD8+ Т-лимфоциты – ключевые эффекторы клеточного 

иммунного ответа против вирусов, они уничтожают пораженные вирусом клетки. 

По уровню клеточного ответа на S-белок обследованные ранние реконвалесценты 

COVID-19 были разделены на две равные группы. Подобные результаты 

получили Stephens et al., заключившие, что вирусспецифические Т-клетки 

представляют собой еще один уровень популяционного иммунитета против 

COVID-19, а их наличие ограничивает репликацию вируса, влияя на тяжесть и 

исход заболевания [271]. В результате проведенного нами исследования 

иммунного ответа ранних реконвалесцентов удалось показать, что формируется 

четыре варианта сочетания высокого и низкого уровня гуморального и 

клеточного ответов, примерно в равных пропорциях. Это дает основания считать, 

что формирование гуморального и клеточного иммунных ответов идет 

независимо друг от друга. 

Участники нашего исследования, привитые вакциной «Спутник V», 

сформировали в 100% случаев гуморальный и клеточный ответ на антигены S-

белка SARS-CoV-2, динамика формирования этих иммунных ответов была 

сопоставима со специфическим постинфекционным ответом на вирус SARS-CoV-

2. У 16,7% привитых обнаружены анти-S-IgM антитела против 83,3% 

серонегативных по IgM. Похожие результаты были получены в исследовании 

Чистяковой Г.Н. и соавторов: у 84% обследованных IgM к SARS-CoV-2 не 

определялись, и в 16% случаев регистрировался положительный или 

пограничный результат [27]. Привитые в нашем исследовании так же, как и 
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переболевшие COVID-19, были разделены на две группы: с высоким и низким 

гуморальным ответом на S-белок SARS-CoV-2. Уровень гуморального ответа был 

сопоставим с таковым у переболевших COVID-19, однако привитые имели более 

низкий уровень анти-S IgA-антител, что, по всей видимости, связано с 

различиями в дозе и путях поступления антигена в организм человека. 

Аналогичные данные получены другими исследователями в отношении 

гуморального иммунитета у привитых вакциной «Спутник V» и переболевших 

COVID-19 [36]. Поствакцинальный иммунный ответ, как и постинфекционный, 

был представлен только субклассами анти-S IgG1 и анти-S IgG3. 

Проценты CD8hiCD107a+ цитотоксических Т-лимфоцитов в ответ на S-белок 

у дважды вакцинированных вакциной «Спутник V» были сопоставимы с таковым 

у переболевших COVID-19, они также были поделены на высоко- и 

низкореагирующих на S-белок. По результатам сопоставления гуморального и 

клеточного иммунного ответов дважды привитых вакциной «Спутник V» так же, 

как и переболевших COVID-19, удалось разделить на 4 группы с высоким 

гуморальным и клеточным ответом, с низким гуморальным и клеточным ответом, 

с высоким гуморальным и низким клеточным, с низким гуморальным и высоким 

клеточным ответом. Это подтверждает гипотезу о независимости формирования 

гуморального и клеточного иммунитета друг от друга. Сопоставив характер 

гуморального и клеточного иммунного ответов у ранних реконвалесцентов 

COVID-19 и дважды привитых вакциной «Спутник V»,  и выявив их сходство, 

можно сделать вывод, что векторный тип вакцины максимально имитирует 

взаимодействие вируса и иммунной системы хозяина.  

При исследовании динамики уровней анти-S-IgG у переболевших COVID-

19 в течение следующих 15 месяцев (до появления штамма Омикрон) обнаружены 

интересные закономерности. Следует отметить, что гуморальный ответ 

формируется двумя путями: экстрафолликулярный путь, для которого характерно 

формирование короткоживущих плазмоцитов,  синтезирующих ранние, 

низкоаффинные IgM, с возможным переключением на IgA и IgG3 [236], и путь 

синтеза антител в зародышевых центрах, где производятся антитела классов IgA, 
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IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4, аффинность которых с течением времени нарастает 

благодаря соматическим гипермутациям и отбору по аффинности 

вирусспецифических В-клеток, с преобразованием их в высокоаффинные 

долгоживущие плазматические клетки [19, 291]. В продольном исследовании 

когорты переболевших COVID-19 было выявлено постепенное снижение 

концентрации антител с выходом на плато к сроку 9 месяцев от начала 

заболевания. В группе с высоким уровнем анти-S-IgG снижение уровня антител 

шло более быстрыми темпами, тем не менее, в обеих группах, и с высоким, и с 

низким уровнем гуморального ответа, уровень анти-S-IgG оставался выше 

защитного (150 BAU/мл до появления штамма Омикрон). При этом отмечалось 

постепенное нарастание индекса авидности анти-S-IgG антител с 29,7% до 

50,88%. Данные других исследователей подтверждают сходную динамику 

гуморального ответа против S-белка вируса SARS-CoV-2 [2, 209]. Такая 

динамика, по-видимому, связана с постепенной элиминацией короткоживущих 

плазмоцитов и синтезируемых ими низкоавидных антител. Тем не менее, Г.Н. 

Чистякова с соавторами показала, что уровень анти-S-IgG поддерживался 

примерно на одном уровне, а у части обследуемых даже возрос на сроке 9 месяцев 

после перенесенного среднетяжелого COVID-19. Исследователи связывают свои 

результаты с тяжестью заболевания [27]. Однако, все обследуемые в работе Г.Н. 

Чистяковой являлись медицинскими сотрудниками, и, по всей видимости, ввиду 

частых контактов с пациентами, получали бессимптомные бустеры, 

поддерживавшие уровень антител. Важно, что при других вирусных инфекциях, 

например при кори, индекс авидности антител через год после заболевания 

достигает 90% [23], тогда как в нашем исследовании едва превысил 50%. 

Вероятно, SARS-CoV-2 обладает некими механизмами эвазии, замедляющими 

созревание аффинитета антител. В работе Luo et al. показано, что неполное 

созревание авидности IgG является характерным и для сезонных коронавирусных 

инфекций [183]. 

Специфические секреторные IgA на слизистых являются одним из 

ключевых моментов в защите против повторных инфекций, вызванных штаммами 
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SARS-CoV-2 [74]. Коррелятом защиты слизистых дыхательных путей может 

служить определение уровня анти-S IgA в сыворотке крови перенесших COVID-

19. Wang Z et al. показали, что анти-S IgA быстро появляются в крови 

переболевших COVID-19 и остаются на высоких уровнях в течение не менее чем 

40 дней от момента появления симптомов [299]. В нашем исследовании IgА, 

специфичные к S-белку вируса, определялись на высоких уровнях спустя месяц 

после перенесенного COVID-19, далее постепенно снижались. Обследуемые 

оставались серопозитивными в течение 15 месяцев наблюдения. Аналогичные 

данные были получены в течение, по крайне мере, 9 месяцев наблюдения за 

переболевшими. Они показали важную роль специфических IgA в раннем 

системном вируснейтрализующем ответе [267]. Быстрый подъем и довольно 

быстрое снижение уровня анти-S IgA может говорить о преимущественно 

экстрафолликулярном пути синтеза таких антител, с формированием 

короткоживущих плазматических клеток, когда иммунная система хозяина 

выбирает мощный быстрый ответ на неизвестную ранее инфекцию, предпочитая 

краткосрочную стратегию выжить, нежели сформировать долгосрочную 

иммунологическую память против вируса.  

Продольное исследование иммунитета у тех же 38 человек, перенесших 

COVID-19, в течение 15 месяцев наблюдения показало сохранение и поддержание 

клеточного иммунного ответа CD8hiCD107a+Т-лимфоцитов на S-белок вируса, 

несмотря на снижение уровней гуморального ответа в те же сроки. Это говорит о 

том, что иммунологическая память клеточного и гуморального звена не только 

формируется, но и сохраняется независимым образом. В исследовании Guo L. et al 

величина ответов вирусспецифических Т-клеток в виде синтеза IFN-γ на 

представление им антигенов вируса SARS-CoV-2 значимо не отличалась и через 

1-2 года после заражения, а концентрация специфических антител снижалась в 

течение этих 2 лет наблюдения, что хорошо корреспондирует с нашими 

результатами. Более того, исследовав когорту людей, перенесших единожды 

COVID-19, не вакцинированных против вируса, авторы показали, что 

вирусспецифическая активация Т-клеток не зависит от мутаций в вариантах 
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SARS-CoV-2 даже через 2 года после инфекции, вызванной первоначальным 

уханьским штаммом [117]. Т-клетки активируются короткими антигенными 

пептидами, поэтому клеточный иммунитет меньше зависит от мутаций вируса, 

чем гуморальный.  

Продольное обследование 30 привитых вакциной «Спутник V» в течение 

того же периода 15 месяцев после завершения вакцинации, показало те же 

тенденции сохранения гуморального и клеточного иммунных ответов, что и у 

переболевших COVID-19. Стоит отметить, что как уровень поствакцинальных 

анти-S IgG оставался выше защитного, 150 BAU/мл, так и поствакцинальный 

клеточный ответ сохранялся выше отметки cut-off в 1% у 100% обследуемых. 

Аналогичные результаты были получены и другими авторами [36]. В 

исследовании Андреева И.В. с соавт. установлено поддержание высокого уровня 

анти-S-IgG у привитых вакциной «Спутник V» по крайней мере в течение 6 

месяцев после завершения вакцинации [2]. По данным Астраханцевой И.В. и 

соавт., привитые вакциной «Спутник V» показали незначительное снижение 

уровня специфических антител к S-белку SARS-CoV-2 в течение 6 месяцев после 

вакцинации, тогда как привитые мРНК вакцинами формировали высокие уровни 

антител, с резким их снижением в течение полугода наблюдения, до 38% каждый 

последующий месяц после завершения вакцинации [3, 132]. Аналогичные данные 

получены в когортном исследовании в отношении привитых векторной вакциной 

Vaxzevria, ChAdOx1-S и мРНК вакциной Comirnaty, BNT162b2, что 

свидетельствует о формировании гуморального ответа на мРНК вакцины 

короткоживущими плазматическими клетками [39].  

Клеточный иммунитет был сопоставим в обеих группах, дважды привитых 

вакциной «Спутник V» и переболевших COVID-19. Тем не менее, в работе 

Babrukevich, D. et al. клеточный иммунитет у дважды вакцинированных вакциной 

«Спутник V» был выявлен только у 26,6% участников исследования против 100% 

в обсуждаемой работе. Очевидно, результаты исследований зависят от методов 

оценки поствакцинального клеточного иммунитета. Важно отметить, что процент 

сформировавших клеточный иммунный ответ на векторную вакцину «Спутник 
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V» и инактивированную BBIBP-CorV в этом же исследовании был сопоставим: 

26,6% и 31,6% соответственно, обе вакцины имитируют естественное 

взаимодействие вируса и иммунной системы хозяина [40]. Ревакцинация спустя 

год после первичной вакцинации послужила бустером гуморального и клеточного 

ответа с ростом концентрации специфических антител и их авидности до 67,6%, 

подобные данные были получены и другими исследователями [2]. Процент 

цитотоксических CD8hiCD107a+ Т-лимфоцитов значимо возрос после 

ревакцинации. Аналогичные результаты были получены у ревакцинированных 

вакциной «Спутник V», продемонстрировавших сильный клеточный иммунный 

ответ, поддерживающийся в течение, как минимум, полугода на том же уровне 

[3].  

Сопоставление результатов исследования поствакцинального, 

постинфекционного и гибридного иммунитета (перенесшие COVID-19 и затем 

дважды привитые вакциной «Спутник V») к S-белку вируса SARS-CoV-2 

показало значимо более высокий уровень анти-S-IgG, индекса их авидности и 

клеточного иммунного ответа, выраженного процентом CD8hiCD107a+  у группы 

гибридного иммунитета. Подобные результаты получены другими 

исследователями в отношении как векторных, так и мРНК-вакцин, то есть лица с 

гибридным иммунитетом лучше защищены от последующих инфекций, 

вызванных мутантными штаммами [142]. Для мРНК-вакцин, введенных после 

первичной инфекции COVID-19, установлено, что титры антител сохранялись 

дольше, в течение примерно 7 месяцев после появления симптомов, то есть 

бустер гуморального ответа сформировался в том числе за счет долгоживущих 

плазматических клеток [44]. Качество и сила гибридного иммунитета могут 

зависеть от того, насколько близко первый геновариант вируса соответствует 

последующему, от типа вакцины и количества введенных доз [84, 112].  

Большое количество мутаций в S-белке штамма Омикрон в 2022 году 

привело к прорыву сформированного ранее иммунитета, как поствакцинального, 

так и постинфекционного. Повторные массовые заболевания показали, что 

Омикрон избегает действия защитных анти-S-IgG [31, 64]. У обследованных 
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группы прорывного иммунитета выявлен значимый прирост уровня анти-S IgG, 

индекса авидности до 81,58% и клеточного иммунного ответа. Рост индекса 

авидности анти-S IgG у дважды переболевших COVID-19 подтверждает 

продолжающиеся гипермутации Fab-фрагментов антител в зародышевых центрах 

и формирование новых долгоживущих плазмоцитов. Рост процента 

CD8hiCD107a+, ответивших на распознавание S-белка вируса, можно объяснить 

формированием дополнительных CD8high цитотоксических Т-лимфоцитов к 

новым, измененным, эпитопам S-белка. С учетом использования в данном 

исследовании S-белка уханьского штамма в качестве антигена, стоит думать, что 

фактический уровень клеточного иммунитета еще выше у лиц, перенесших 

инфекцию, вызванную штаммом Омикрон.   

Среди белков коронавируса самыми иммуногенными являются S- и N-

белок. N-белок находится внутри вирусной частицы и принимает участие в сборке 

вириона, укладывая РНК в нуклеокапсид. Таким образом, в собранном вирусе он 

недоступен для действия антител. Роль формирующихся анти-N IgG не до конца 

изучена  [45]. На N-белок формируется и Т-клеточный ответ. Более того, 

показано поддержание Т-клеточной памяти спустя 11 лет после перенесенной 

инфекции, вызванной вирусом SARS-CoV-1 [207]. N-белок SARS-CoV-2, как и у 

других коронавирусов, является малоизменчивым по своей структуре [213, 333]. 

Постоянство его структуры позволило установить наличие Т-лимфоцитов, 

перекрестно реагирующих на эпитопы N-белка SARS-CoV-2, SARS-CoV-1 и 

сезонных коронавирусов человека. Все это дает основания считать, что вакцины, 

индуцирующие Т-клеточные ответы на высоко консервативный N-белок, будут 

потенциально защищать от человеческих коронавирусов или облегчать течение 

заболевания [213]. 

Сопоставление динамики развития гуморального ответа на S- и N-белок 

SARS-CoV-2 обнаружило различия. Анти-N-IgG стремительно нарастали и 

доходили до пика своей концентрации к 3 месяцам наблюдения после COVID-19, 

затем также резко их уровень снижался в течение года, и к 18 месяцам 

наблюдения их уровень был низким, но определяемым.  Анти-S-IgG нарастали 
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более плавно, достигая своего максимума к 4 месяцам и сохранялись на одном 

уровне до года наблюдения. За последующие полгода они постепенно снижались, 

оставаясь выше защитного уровня как минимум еще 6 месяцев. В исследовании 

Ren L.  et al получены аналогичные данные [239]. Изменения уровней анти-N-IgG 

во времени определяются быстрым формированием короткоживущих 

плазматических клеток, формирующихся по экстрафолликулярному пути, когда 

наиболее важно дать быстрый антительный ответ против вируса, с быстрым 

увеличением их количества. Одновременно идет другой процесс, эти 

короткоживущие клетки гибнут со временем и концентрация анти-N-IgG 

снижается также довольно быстро, достигая минимума к концу года при 

отсутствии бустерных инфекций. Более медленное нарастание уровня анти-S-IgG 

с выходом на плато и такое же медленное снижение с сохранением уровней выше 

защитных можно объяснить наложением двух событий. На S-белок вируса так же 

быстро образуются короткоживущие плазматические клетки, синтезирующие 

анти-S-IgG, они так же в этот период выполняют задачу быстрой защиты 

организма от инфекции. Пики ответов ранних анти-N-IgG и анти-S-IgG, 

описываемых распределением Фишера, приходятся на 3-4 месяц от момента 

начала COVID-19, после чего полученные расчетные кривые идут параллельно, 

снижаясь.  Одновременно идет формирование долгосрочной иммунологической 

памяти путем образования долгоживущих плазматических клеток в зародышевых 

центрах. Они синтезируют пул анти-S-IgG, выявляемых в крови длительное 

время, до 1,5 лет наблюдения. Со временем, в отсутствие бустерных инфекций 

SARS-CoV-2, долгоживущие плазмоциты тоже постепенно гибнут. Эти два 

процесса, формирования и апоптоза долгоживущих плазмоцитов хорошо 

описывает распределение Эрланга. Распределения Фишера и Эрланга применимы 

для описания результирующих данных двух одновременно протекающих 

процессов, независимых друг от друга.  

Короткоживущие плазматические клетки и на N-, и на S-белок, синтезируют 

антитела субкласса IgG3, долгоживущие плазматические клетки – 

преимущественно субкласса IgG1 [23].  С помощью примененных нами методов 
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математического моделирования установлено, что первичный гуморальный ответ 

на N- и S-белок вируса в виде анти-N-IgG и анти-S-IgG представлен 

независящими друг от друга процессами. В проведенном исследовании 

замещение субкласса IgG3 на IgG1 в ответе антител на N-белок вируса SARS-

CoV-2 шло медленнее, чем на S-белок. Уже через 3 месяца от перенесенного 

COVID-19 анти-S-IgG на 92,5% были представлены IgG1 против 63,5% анти-N-

IgG. Анти-N-IgG производят в основном короткоживущие плазматические 

клетки, и даже спустя год после перенесенного COVID-19 анти-N-IgG1 

составляют не более 70% от всего ответа антител на N-белок вируса. На S-белок 

вируса первоначально также отвечают синтезом субкласса IgG3 короткоживущие 

плазматические клетки, затем в дело вступают долгоживущие плазматические 

клетки, производящие анти-S-IgG1.  N- и S-белок выполняют разные функции и 

их местонахождение в вирионе отличается. N-белок размещен внутри и участвует 

в процессе размножения вируса и его сборки. S-белок размещен на поверхности 

вирусной частицы и его основная работа – прикрепиться к поверхности клетки 

хозяина и провести слияние мембраны вируса и инфицируемой клетки. Поэтому 

антитела против S-белка являются защитными [298], у анти-N антител такой 

функции не установлено [45]. Можно предположить, что эти различия являются 

причиной разной кинетики ответа анти-S-IgG и анти-N-IgG.  

При отсутствии бустеров ответа антител в виде повторных инфекций 

расчетный уровень анти-S-IgG спустя 2 года наблюдения оказался бы около 300 

BAU/мл, а за 4 года наблюдения – на уровне 10 BAU/мл и менее, то есть ниже cut-

off. Именно так снижался уровень специфических IgG у переболевших 

инфекциями, вызванными SARS-CoV-1 и MERS [30, 279]. Вирус SARS-CoV-2 

продолжает циркулировать и под давлением сформированного популяционного 

иммунитета продолжает мутировать, основная часть мутаций происходит в S-

белке с целью избежать уже имеющегося ответа защитных антител у 

переболевших и вакцинированных.   

Сопоставление динамики ответов у 4 пациентов наглядно демонстрирует 

индивидуальные черты формирования и поддержания уровня гуморального и 
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клеточного ответов, их зависимость от истории контактов и возраста. 

Продемонстрирован высокий и низкий уровень гуморального ответа, как высокий 

клеточный ответ на S-белок вируса, так и его отсутствие, постепенное нарастание 

уровня и авидности антител после каждого нового контакта с вирусом и 

поддержание их концентрации на защитном уровне в течение всего срока 

наблюдения, выше 150 BAU/мл до появления штамма Омикрон и выше 300 

BAU/мл после. Данные наблюдения за этими 4 пациентами подтверждают 

независимость формирования клеточного и гуморального иммунного ответов 

против S-белка вируса SARS-CoV-2. Кроме того, данное наблюдение показывает, 

что в условиях продолжающихся мутаций и бустирования новыми VOC не 

происходит снижения уровня антител и клеточного иммунитета к SARS-CoV-2, 

как это могло бы быть, исходя из наших расчетов в случае элиминации SARS-

CoV-2, подобно SARS-CoV-1 и MERS. 

Сопоставление иммунного ответа на S- и N-белок вируса SARS-CoV-2 у 4 

групп лиц с бустером иммунного ответа в виде вакцинации (гибридный 

иммунитет) и повторной инфекции Омикрон (прорывной иммунитет) и без 

бустера у переболевших однократно COVID-19 (постинфекционный иммунитет) и 

привитых вакциной «Спутник V» (поствакцинальный иммунитет) показало, что 

уровни анти-S-IgG и спектр субклассов у лиц, имевших первый контакт с вирусом 

в виде естественной инфекции и вакцинации, не отличались. У тех лиц, кто 

повторно контактировал со штаммом Омикрон, значимо возросли как уровни 

анти-S-IgG, так и анти-N-IgG. При этом почти 100% анти-N-IgG были 

представлены субклассом IgG1. Это говорит о том, что к моменту повторной 

встречи с вирусом SARS-CoV-2, почти все короткоживущие плазмоциты успели 

уйти в апоптоз, уровень анти-N-IgG был низким, и отреагировали В-клетки 

памяти, повторно самостоятельно распознав N-белок вируса и ответив вторичным 

иммунным ответом. Новые соматические гипермутации Fab-фрагментов, так и 

переключение субклассов, привели к повышению индекса авидности анти-N-IgG 

и переключению синтеза на анти-N-IgG1. Анти-S-IgG также ответили бустером на 

инфекцию, вызванную штаммом Омикрон.   
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Клеточный ответ был выявлен во всех 4 группах обследуемых в виде 

процента CD8hiCD107а+ Т-лимфоцитов, распознавших антигены SARS-CoV-2. Т-

лимфоциты формируют иммунный ответ на N- и S-белок вируса [221]. У 

половины обследуемых был высокий уровень Т-клеточных ответов на S-белок, у 

второй половины – низкий. Подобные данные получены и другими 

исследователями [203, 271]. Уровень клеточного ответа может определяться 

характеристиками иммунной системы индивидуума, особенностями презентации 

антигена, уровня провоспалительных цитокинов, вирусной нагрузкой [9, 203, 

229]. Клеточный ответ на S-белок слабо коррелировал с гуморальным, а на N-

белок такой корреляции не было выявлено. По всей видимости, это связано с 

разными функциями этих белков в развитии инфекционного процесса и ответа 

иммунной системы хозяина на них. Т-лимфоциты в отличие от В-клеток 

распознают пептиды из 9-11 аминокислот, поэтому текущие мутации вируса 

меньше влияют на эффективность клеточного иммунитета. Этим можно 

объяснить незначимые различия ответа Т-клеток на S-белок во всех 4 группах с 

тенденцией его повышения в группе прорывного иммунитета, после повторной 

инфекции, вызванной штаммом Омикрон. В исследовании Т-клеточных ответов 

был использован в качестве антигена S-белок уханьского штамма вируса, что, 

возможно, наложило определенные ограничения на уровень ответа Т-клеток в 

группе повторно переболевших COVID-19. Показано, что CD4+ и CD8+ Т-клетки, 

сформированные предыдущей инфекцией или вакцинацией против вируса SARS-

CoV-2, продолжали перекрестно распознавать антигены штамма Омикрон и его 

субвариантов у 70-90% обследуемых [59, 108, 143]. По мере нарастания 

количества мутаций в S-белке вируса и все большего отклонения его структуры 

от родоначального уханьского штамма, идет смена иммунодоминантных 

эпитопов, когда минорные становятся мажорными [21]. Обнаруженные у 6 

человек обследуемых высокие ответы Т-клеток на N-белок вируса при отсутствии 

анти-N IgG и анти-S IgG до вакцинации могут говорить о бессимптомно 

перенесенной инфекции COVID-19 или недавней инфекции, вызванной 

сезонными коронавирусами. Кроме того, мы не можем исключить по аналогии с 
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инфекцией MERS, формирование клеточных ответов без сероконверсии, как это 

было обнаружено у работников скотобойни в Нигерии [201].  

Ключевым звеном в борьбе против вирусов является формирование 

эффективного долгосрочного клеточного иммунного ответа, специфичного к 

антигенам вируса. К сожалению, нет единого универсального метода оценки 

клеточного иммунитета, как иммуноферментный метод для гуморального. 

Используют разные способы оценки функциональной активности Т-лимфоцитов, 

такие как внутриклеточное окрашивание цитокинов Т-клеток, метод тетрамеров и 

другие [118]. Наиболее широко применяемым является ELISpot, которым 

измеряют уровень продукции цитокинов мононуклеарами крови [305]. Каждый из 

этих методов имеет свои ограничения. Метод тетрамеров ограничен гаплотипами 

HLA, а значит, не может быть применимым для популяционных исследований, 

внутриклеточное окрашивание влечет за собой потерю части Т-лимфоцитов в 

процессе пробоподготовки и так далее. Все эти методы основаны на том, что 

мононуклеары, выделенные из крови обследуемых, стимулируют антигеном и 

оценивают их активацию. В ELISpot чаще всего оценивают продукцию IFN-γ [26, 

247] Стоит заметить, что в этом методе невозможно оценить продукцию IFN-γ 

исключительно специфическими к антигенам вируса CD4+Th1-хелперами или 

CD8+Т-клетками, распознавшими эти антигены и ответившими специфически 

индуцированным синтезом IFN-γ [203]. CD4+Th1-хелперы продуцируют намного 

больше IFN-γ, чем CD8+Т-цитотоксические лимфоциты. Да и не все CD8+Т-

лимфоциты, активированные антигеном, синтезируют IFN-γ [260].   IFN-γ 

производят также NK-, NKT-клетки и γδ-Т-лимфоциты, не способные 

специфически распознавать антигены SARS-CoV-2, но активирующиеся другими 

путями. Все это вместе взятое означает, что количество продуцентов IFN-γ, как и 

уровень продукции IFN-γ, оцениваемые в ELISpot, не отражают прямо уровень 

специфической клеточной защиты. Тем не менее, этот метод стандартизован и 

воспроизводим, и часто применяется для оценки специфического клеточного 

ответа на антигены вирусов [4, 222]. Цитотоксические CD8+ Т-лимфоциты 

непосредственно реализуют адаптивный ответ, индуцируя апоптоз зараженных 
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вирусом клеток. CD4+ T-лимфоциты – скорее дирижеры иммунного ответа, они 

участвуют, в том числе, и в активации В-клеток, определяя уровень ответа 

антител, что может объяснять корреляцию ответа CD4+ T-лимфоцитов с уровнем 

вирусспецифических IgG и IgA, для CD8+ T-лимфоцитов такой корреляции не 

установлено [109]. 

В нашем исследовании была предпринята попытка сопоставить два метода 

оценки клеточного иммунного ответа против антигенов S-белка вируса SARS-

CoV-2. Первый метод основан на оценке уровня экспрессии молекулы CD107а 

CD8high Т-лимфоцитами, распознавшими тот или иной антиген вируса и 

ответившими атакой с выбросом содержимого цитотоксических гранул. CD107а 

стабилизирует мембраны лизосом CD8high Т-лимфоцитов и NK-клеток и не 

позволяет биологически активным веществам вызвать самоповреждение клетки.  

Наличие CD107а на поверхности CD8high Т-лимфоцитов и NK-клеток говорит об 

их активации [29]. Выделение лимфоидного гейта CD8high позволяет оценить 

клеточный иммунный ответ именно цитотоксических Т-лимфоцитов, но не NK-

клеток, низко экспрессирующих CD8 [145]. Уровень CD8hiCD107а+ при 

распознавании S-белка вируса как у лиц, однократно перенесших COVID-19 в 

2020-2021 гг., так и у дважды привитых вакциной «Спутник V» не отличался. 

Повторный бустер клеточного ответа последующей двухкратной вакцинацией 

«Спутник V» и повторной инфекцией, вызванной штаммом Омикрон, значимо его 

не усилил. 

Во втором методе, основанном на ELISpot, мононуклеары периферической 

крови обследуемых активировали двумя способами – представлением им 

трехмерного S-белка вируса SARS-CoV-2 или специальной смесью пептидов из 

белков вируса – и оценивали количество клеток-продуцентов и уровень 

продукции IFN-γ. Было установлено, что продукция IFN-γ, стимулированная S-

белком SARS-CoV-2, измеренная в абсолютных значениях, пг/мл, значимо ниже в 

группах гибридного  иммунитета, переболевших и затем вакцинированных, и 

прорывного иммунитета, дважды перенесших  COVID-19, в сравнении с группами 

постинфекционного и поствакцинального иммунитета. Можно предположить, что 
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большое количество мутаций в S-белке привело к сдвигу в спектре иммуногенных 

эпитопов вируса. Те из них, которые были иммунодоминантными в случае 

уханьского штамма, стали минорными для штамма Омикрон. Так как 

мононуклеары всех групп обследуемых стимулировали S-белком уханьского 

штамма, часть Т-лимфоцитов лиц с гибридным и прорывным иммунитетом не 

ответила. Напротив, мононуклеары лиц с прорывным иммунитетом, 

стимулированные высокоиммуногенной смесью пептидов вируса SARS-CoV-2, 

синтезировали значимо больше IFN-γ как в абсолютных, так и относительных 

значениях. Незначимые отличия уровней экспрессии CD107а CD8high Т-

лимфоцитами, стимулированными S-белком, в 4-х группах обследуемых могут 

свидетельствовать о сужении спектра клонов Т-лимфоцитов, специфически 

отвечающих на повторную антигенную стимуляцию новыми штаммами вируса. 

Так, обсуждается вероятность того, что репертуар клонов меняется на порядки в 

течение нескольких лет, даже при отсутствии сильной специфической 

стимуляции, а также зависимость смены этого репертуара от возраста. У более 

молодых лиц смена клонов идет быстрее, чем у пожилых [48]. Со временем Т-

лимфоциты, специфически отвечающие на более стабильные пептиды N-белка, 

способны занять ведущее место в клеточном ответе на вирус, в сравнении с Т-

лимфоцитами, реагирующими на пептиды S-белка, который часто мутирует. 

Поскольку в методах, примененных в нашем исследовании, участвовали разные 

типы клеток, результаты ELISpot не коррелировали с уровнем экспрессии CD107а 

на CD8high Т-лимфоцитах. Умеренная корреляция между ответом клеток-

продуцентов IFN-γ на S-белок и смесь пептидов вируса SARS-CoV-2 объяснима 

различиями в пептидах, которыми стимулируют мононуклеары. Количество 

клеток-продуцентов IFN-γ и его синтез высоко коррелировали между собой. 

Метод ELISpot наглядно продемонстрировал индивидуальные черты клеточного 

ответа у обследуемых. У одних пятна в лунке, соответствующие клеткам, 

ответившим синтезом IFN-γ на специфическую стимуляцию, были крупные, но их 

было мало. У других обследуемых клеточный ответ был представлен большим 

количеством мелких пятен. Пятна отличались интенсивностью окраски, а, значит, 
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и уровнем продукции цитокина от одного обследуемого к другому. Оценка 

специфического Т-клеточного звена иммунитета, как ключевого в ответе на 

антигены вируса SARS-CoV-2, важна.  Тем не менее, задача создать единый 

воспроизводимый и экономически выгодный стандарт оценки клеточного 

иммунного ответа, специфичного по отношению к вирусным антигенам, на 

данный момент до конца не решена. 

Четыре года наблюдения за группой перенесших COVID-19 в условиях 

продолжающейся циркуляции новых мутантных штаммов вируса SARS-CoV-2 

показали сохранение и поддержание клеточной и гуморальной иммунологической 

памяти к его антигенам. За это время в России прошло 9 волн подъема 

заболеваемости и обследуемые неоднократно встречали разные штаммы вируса, 

включая Омикрон и его варианты. Часть из них болела повторно с явной 

симптоматикой ОРЗ, часть бессимптомно бустировала. Предыдущие наблюдения 

исследователей за сохранением Т- и В-клеточной памяти к антигенам SARS-CoV-

1 и MERS проводились в условиях элиминации этих вирусов из человеческой 

популяции [207, 329].  В данном исследовании установлена разница в динамике 

ответов анти-S и анти-N IgG. IgG против S-белка вируса сохраняли стабильный 

уровень в течение первого года наблюдения. Инфекция, вызванная штаммом 

Омикрон и его вариантами, послужили бустерами ответа этих антител, 

синтезируемых уже имеющимися в результате предыдущих COVID-19 

долгоживущими плазматическими клетками. Данные других исследователей 

продемонстрировали такие же результаты, максимально выраженные у лиц, 

переболевших COVID-19 многократно [199]. Спектр субклассов анти-S IgG таких 

реконвалесцентов представлен в основном анти-S IgG1. Тем не менее, у 

обследуемых при дальнейшем наблюдении стали вновь определяться анти-S IgG3. 

Этот факт может свидетельствовать о первичном гуморальном ответе на 

мутантные эпитопы S-белка. Также у этих переболевших часть ответов антител 

против S-белка состояла из анти-S-IgG2 и анти-S-IgG4. Таким образом, 

гуморальный ответ на повторные инфекции, вызванные вариантами Омикрона, 

был представлен вторичным иммунным ответом на прежние, неизмененные, 
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эпитопы S-белка и первичным иммунным ответом на новые мутантные. 

Созревание ответа антител против S-белка подтверждает рост индекса авидности 

до 75%. Затем у некоторых наблюдаемых индекс авидности анти-S IgG снижался 

после очередной инфекции, вызванной мутантными штаммами. Скорее всего, 

этот результат можно объяснить суммой высокоавидных анти-S IgG вторичного и 

низкоавидных анти-S IgG первичного ответа. Появление в спектре ответов анти-

S-IgG4 после инфекции, вызванной штаммом Омикрон, описано у пациентов, 

перенесших тяжелые и летальные формы COVID-19 и повторно вакцинированных 

мРНК-вакцинами [292]. В данном исследовании не было лиц, переболевших 

тяжелой формой COVID-19 или привитых мРНК-вакцинами. Однако 50% 

наблюдаемых нами обследуемых демонстрировали концентрации анти-S IgG4 

выше 100 BAU/мл или 15% от общего ответа анти-S IgG-антител после инфекции, 

вызванной штаммом Омикрон. Анти-S IgG4 у этих лиц постепенно снижались и 

достигли уровня 2,92% в точке наблюдения 3 года. Все они болели не тяжело. 

Субкласс IgG4 относят к категории блокирующих антител, обычно завершающих 

гуморальный иммунный ответ [292]. В то же время, об аутоиммунитете, 

индуцированном IgG4, свидетельствует тот факт, что большинство 

антигенспецифических аутоантител относятся к классу IgG4 и что их 

концентрации коррелируют с серьезностью аутоиммунных болезней [129]. 

Динамика ответа IgG против консервативного N-белка вируса отличалась от 

ответов на S-белок слияния и проникновения. После первичного COVID-19 

концентрация анти-N IgG была значимо выше, чем анти-S IgG. Их уровень 

повторно повышался после инфекции, вызванной штаммом Омикрон, и также 

быстро падал, как и после инфекции, вызыванной уханьским штаммом вируса. 

Данные других исследовательских групп аналогичны [193]. Характер изменений 

уровней анти-N IgG во времени и значимый вклад субкласса IgG3 говорит о 

продукции таких антител, в основном, короткоживущими плазматическими 

клетками вне зародышевых фолликулов. После инфекции, вызванной штамом 

Омикрон, отмечался рост вклада анти-N IgG3 до 42,43% на сроке 2 года от 

стартовой точки исследования. Это свидетельствует о том, что в IgG ответ на N-
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белок включились новые клетки, ввиду гибели короткоживущих плазмоцитов за 

это время. Уровни анти-S IgA во времени менялись аналогичным образом, что 

говорит нам об их экстрафолликулярной продукции. Подобные данные по 

динамике ответов IgA на антигены S-белка получены и в других исследованиях 

[33].  

Формирование и поддержание ответов Т-лимфоцитов, специфичных к S- и 

N-белку вируса, оказались различными. Процент CD8hiCD107a+ клеток на N-белок 

после первого COVID-19 был значимо выше, чем на S-белок, далее он постепенно 

снижался, несмотря на контакт со штаммом Омикрон. Аналогичные данные 

показали другие исследователи [94, 164]. На эпитопы S-белка вируса 

формировало свои ответы значимо меньшее количество CD8hi Т-лимфоцитов. 

Рост клеточных ответов на S-белок был выявлен после инфекции, вызванной 

штаммом Омикрон. Несмотря на продолжающиеся мутации вируса SARS-CoV-2 

и контакты с ними обследуемых, уровень клеточных ответов Т-лимфоцитов как 

на N-белок, так и на S-белок постепенно снижался в последующие 2 года 

наблюдения, оставаясь выше уровня cut-off в течение 4 лет исследования. 

Известно, что клеточный иммунитет, представленный ответом Т-лимфоцитов, 

оказывается более значимым в защите организма от атак мутантных штаммов, в 

сравнении с ответом противовирусных антител [50].  
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ВЫВОДЫ 

1. У перенесших COVID-19 формируются антитела М, А и G классов к N- и S-

белку SARS-CoV-2 разного уровня. Выявленный высокий или низкий тип 

гуморального иммунного ответа на S-белок не зависит от давности и 

тяжести перенесенного заболевания. 

2. У переболевших COVID-19 формируется клеточный иммунитет на N- и S-

белок SARS-CoV-2, определяемый как методом ELISpot, так и по 

экспрессии CD107a на CD8high Т-лимфоцитах. Выявлено 4 варианта 

соотношения высокого и низкого уровней гуморального и клеточного 

иммунитета, что свидетельствует о независимости процессов формирования 

этих иммунных ответов. 

3. У привитых вакциной «Спутник V» формируется гуморальный и клеточный 

иммунитет к S-белку SARS-CoV-2 разного уровня. Выявлено 4 варианта 

соотношения высокого и низкого уровней гуморального и клеточного 

иммунитета, сопоставимые с распределением таковых у переболевших 

COVID-19. 

4. Динамика изменения во времени концентрации IgG-антител к N-белку в 

сыворотке крови аппроксимируется с помощью распределения Фишера, эти 

антитела синтезируют преимущественно короткоживущие плазмоциты. 

Динамика изменения во времени концентрации IgG-антител к S-белку в 

сыворотке крови является суммой двух процессов: синтеза ранних антител 

короткоживущими плазмоцитами, этот процесс аппроксимируется с 

помощью распределения Фишера, и синтеза антител долгоживущими 

плазмоцитами, который аппроксимируется с помощью распределения 

Эрланга. 

5. С помощью математического моделирования рассчитаны сроки сохранения 

защитного уровня анти-S-IgG. При отсутствии бустирования через 2 года 

после перенесенного COVID-19 уровень антител снизился бы до 300 

BAU/мл, а за 4 года наблюдения – до уровня менее 10 BAU/мл. 
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6. В условиях продолжающейся циркуляции вируса SARS-CoV-2 и 

постоянных мутаций в его S-белке, сопровождающихся прорывными 

инфекциями как у первично переболевших, так и у привитых против 

COVID-19, и гуморальный, и клеточный иммунитет к антигенам SARS-

CoV-2 сохраняется на протяжении 4 лет наблюдения. 

7. Повторные бустеры, как за счет ревакцинации, так и повторных встреч с 

активно мутирующим SARS-CoV-2, препятствуют снижению гуморального 

и клеточного иммунитета к N- и S-белку, однако динамика уровней 

иммунных ответов зависит от антигена (S- или N-белок), класса антител 

(IgG или IgA), индивидуальных особенностей реакций иммунной системы и 

количества бустеров у отдельных лиц. 

8. Сохранение Т-клеточных ответов на высококонсервативный N-белок на 

протяжении 4 лет наблюдения выше уровня cut-off 1% позволяют 

предположить, что Т-клеточные ответы на N-белок со временем займут 

ведущее место в иммунной защите против инфекций, вызванных новыми 

мутантными вариантами вируса SARS-CoV-2.  
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. С целью оценки силы гуморального ответа на S- и N-белок SARS-CoV-2 

использовать рассчитанный нами пороговый критерий в 600 BAU/мл. 

Концентрацию IgG-антител ниже 600 BAU/мл оценивать как низкий уровень 

ответа, выше 600 BAU/мл – как высокий уровень ответа антител. 

2. Использовать для описания динамики ответа анти-N-IgG и анти-S-IgG, 

синтезируемых короткоживущими плазмоцитами, распределение Фишера, а 

динамики анти-S-IgG, синтезируемых долгоживущими плазмоцитами, 

распределение Эрланга.  

3. Рекомендовать разработанный метод оценки клеточного иммунитета к N-

белку SARS-CoV-2 (Патент RU 2818080 C1 Российской Федерации), 

основанного на экспрессии CD107a на CD8high Т-лимфоцитах, распознавших 

эпитопы N-белка, поскольку возможно формирование клеточного иммунного 

ответа на N-белок без сероконверсии, а ответы Т-клеток остаются 

стабильными в сравнении с ответом антител.  

4. Оценивать силу клеточного иммунного ответа на S- и N-белок, используя 

полученное значение порогового разделяющего (cut-off) в 6%. Уровень 

клеточного ответа ниже 6% оценивать как низкий, выше 6% – как высокий.  

ПЕРСПЕКТИВЫ ДАЛЬНЕЙШЕЙ РАЗРАБОТКИ ТЕМЫ 

В силу продолжающегося процесса формирования новых мутантных 

штаммов представляет интерес дальнейшее исследование эффективности защиты 

против новых антигенов вируса SARS-CoV-2 и продолжительности сохранения 

иммунологической памяти с целью оценки рисков эпидемических вспышек 

инфекции. Сформированный популяционный иммунитет ведет к выживанию 

штаммов вируса, способных уклониться от иммунных реакций. На данный 

момент заболевание имеет легкий или бессимптомный характер течения, тем не 

менее, продолжающийся мутационный процесс в S-белке вируса может привести 

к прорыву имеющейся иммунной защиты и вызвать тяжелые варианты течения. 

Имеющиеся в литературе сведения об изменениях в иммунном статусе 

перенесших COVID-19 делает актуальным исследования иммунитета в рамках 

постковидного синдрома. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

ВИЧ - вирус иммунодефицита человека 

ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислота 

ПЦР - полимеразная цепная реакция 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

ACE2 - ангиотензинпревращающий фермент 2 

AIM2 - рецепторы лектина С-типа и отсутствующие при меланоме 2 

Bcl6 - белок 6 В-клеточной лимфомы, фактор транскрипции 

CCL – хемокин  

CD4+ - кластер дифференцировки, маркер Т-хелперов 

CD8+ - кластер дифференцировки, маркер Т-цитотоксических лимфоцитов 

CD40L – лиганд к кластеру дифференцировки CD40 

ChAdOx1 – аденовирус шимпанзе  

COVID-19 - коронавирусная инфекция 2019 года 

CXCL – хемокин  

CXCR – рецептор к хемокину 

DAMP – молекулярные паттерны, ассоциированные с повреждением 

ELISpot - (англ. Enzyme-linked immunosorbent spot) – иммуноферментный анализ, 

используемый для детекции клеток, секретирующих IFN-γ 

FAS – член суперсемейства рецепторов фактора некроза опухоли 

GC – зародышевый центр лимфоузла 

GSDMD – белок газдермин D 

HKU-1 – коронавирус сезонного респираторного заболевания человека 

iBALT – индуцируемая бронхо-ассоциированная лимфоидная ткань 

IFN – интерферон  

IgG - иммуноглобулины G 

IgM - иммуноглобулины М 

IL – интерлейкин 

ILC – врожденные лимфоидные клетки 
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IL-1RA - антагонист рецептора интерлейкина 1 

IRF - регуляторный фактор интерферона 

ISG – интерферон-стимулируемые гены 

MAVS –митохондриальный противовирусный сигнальный белок 

МНС – комплекс тканевой совместимости 

NF-κB - ядерный фактор κB 

NK – натуральные киллеры 

Nsp – неструктурные белки  

NKT – клетки, экспрессирующие маркеры NK-клеток и Т-лимфоцитов 

NL63 – альфакоронавирус человека 

NLR - рецепторы, подобные нуклеотидсвязывающему домену олигомеризации 

NLRP3 – нуклеотид-связывающий домен олигомеризации, богатый повторами 

лейцина и содержащий домен пирина 

mDC - миелоидные дендритные клетки 

MERS-CoV - коронавирус ближневосточного респираторного синдрома 

MyD88 - ген первичного ответа миелоидной дифференцировки 

OC43 – бетакоронавирус человека 

РС – плазматические клетки 

PD-1 - белок программированной клеточной смерти  

PRR – паттерн-распознающие рецепторы 

PAMP – патоген-ассоциированные молекулярные паттерны 

pDC - плазмоцитоидные дендритные клетки 

RBD - рецептор-связывающий домен 

RLR - рецепторы, индуцируемые ретиноевой кислотой, подобные гену I 

SARS-CoV-2 (2019-nCoV) - коронавирус, связанный с тяжелым острым 

респираторным синдромом 

γδ-T – Т-лимфоциты, несущие γδ-Т-клеточный рецептор 

TCM – Т-клетки центральной памяти 

TCR – Т-клеточный рецептор 

TEM – Т-эффекторы памяти 
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TEMRA – терминально дифференцированные Т-эффекторы памяти  

TF – тканевой фактор  

TLR - Toll-подобные рецепторы 

TNF – фактор некроза опухоли 

TRAF6 - фактор 6, ассоциированный с рецептором фактора некроза опухолей 

TRH – Т-резидентные хелперы 

TRM – резидентные Т-клетки памяти 

TSCM – Т-клетки памяти, подобные стволовым клеткам 

VOC – штаммы, вызывающие озабоченность  

VVNR – вакцины, содержащие нереплицирующийся вирусный вектор 

WT – уханьский штамм SARS-CoV-2 
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