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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

РЕФЕРАТ Пандемия, вызванная распространением SARS-CoV-2, стала причиной более 2 млн летальных ис-
ходов, поразила более 100 млн человек на всех континентах. Россия не стала исключением, и отечественное 
здравоохранение мобилизовало значительные ресурсы для борьбы с инфекцией. В работе проанализирова-
ны результаты функционального анализа 155 пациентов Московского региона, проходивших обследование 
в Центральной клинической больнице Российской академии наук в период первой волны пандемии (фев-
раль–июль 2020 года). Критерием включения стал положительный ПЦР-тест и наличие типичной рентге-
нологической картины вирусной пневмонии в виде «матового стекла» при компьютерно-томографическом 
исследовании. Клинический корреляционный анализ проводили по четырем группам пациентов: не находив-
шихся на ИВЛ (1), находившихся на ИВЛ (2) и тех из них, кто впоследствии выздоровел (3) или скончался (4). 
Учитывали также отягощающие патологии (сахарный диабет, метаболические синдромы, гипертоническая 
болезнь и другие нозологии). Иммунологический статус пациентов (уровень иммуноглобулинов классов М, 
А, G и их подклассов, а также тотальный ответ иммуноглобулинов) определяли с использованием ориги-
нального набора для ИФА, включающего в качестве антигенов фрагменты RBD-SD1 и NTD S-белка, а также 
N-белок, полученные в прокариотической системе из клеток Escherichia coli. В качестве антигена, представ-
ляющего конформационные эпитопы RBD, использовали рекомбинантный RBD (RBD CHO), полученный 
в эукариотической системе из клеток CHO. Установлено, что уровень иммуноглобулина A является самым 
ранним серологическим критерием развития инфекционного процесса, вызванного SARS-CoV-2, и обуслав-
ливает лучшие показатели чувствительности и диагностической значимости ИФА по сравнению с уровнем 
иммуноглобулина класса М. Показано, что скорость сероконверсии «ранних» М и А антител, специфичных 
к N-белку, сравнима со скоростью сероконверсии антител, специфичных к конформационным эпитопам RBD. 
В то же время сероконверсия иммуноглобулинов класса G, специфичных к N-белку вируса SARS-CoV-2, 
значительно опережает этот показатель для антител другой специфичности. Согласно полученным данным, 
сильную иммуногенность RBD-фрагмента в большей степени обеспечивают конформационные эпитопы, 
в то время как линейные эпитопы RBD и NTD обладают наименьшей иммуногенностью. Анализ частот 
встречаемости SARS-CoV-2-специфичных иммуноглобулинов разных классов позволил установить необхо-
димость одновременного определения RBD- и N-специфичных антител для увеличения чувствительности 
ИФА. Анализ распределения содержания подклассов иммуноглобулинов в сыворотках крови серопозитив-
ных индивидов выявил равномерную индукцию специфичных к N-белку подклассов G1–G4 иммуноглобули-
на G и А1–А2 иммуноглобулина А в группах с различной степенью тяжести COVID-19. В случае S-антигенов 
основными подклассами антител при иммунном ответе являются G1, G3 и А1.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА серологический анализ больных COVID-19, SARS-CoV-2-специфичные подклассы антител. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ИФА – иммуноферментный анализ; COVID-19 – коронавирусная болезнь 2019; 
NTD – N-концевой домен; RBD – рецепторсвязывающий домен; RBD-SD1 – рецепторсвязывающий домен–
субдомен 1; ОРДС – острый респираторный дистресс-синдром.
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ВВЕДЕНИЕ
Пандемия, официально объявленная ВОЗ 11 мар-
та 2020 года в связи с распространением новой ко-
ронавирусной инфекции (coronavirus disease 2019, 
COVID-19), стала вызовом для мирового медицин-
ского и научного сообщества. К февралю 2021 года 
в мире коронавирусом тяжелого острого респира-
торного синдрома 2 (severe acute respiratory syn-
drome coronavirus 2, SARS-CoV-2) заразились 
более 100 млн человек и более 2 млн из них сконча-
лись. Инфекция довольно быстро распространилась 
и в регионах России. По данным Министерства здра-
воохранения Российской Федерации на 10 февраля, 
в стране заболевание перенесли в общей сложности 
более 4 млн человек, из которых более 80000 с ле-
тальным исходом.

Новый коронавирус SARS-CoV-2, принадлежа-
щий к роду Betacoronavirus, – цитопатический ви-
рус, содержащий одноцепочечную РНК, отнесенный 
ко II группе патогенности. Этот вирус инфицирует 
клетки, несущие на  своей поверхности рецепто-
ры ангиотензинпревращающего фермента типа II 
(ACE2), главным образом альвеолярные пневмо-
циты типа II и в меньшей степени другие эпители-
альные клетки [1]. Инфицирование коронавирусом 
SARS-CoV-2 приводит к  широкому спектру про-
явлений – от бессимптомного течения до тяжелого 
острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС), 
заканчивающегося смертельным исходом. Согласно 
статистическому анализу, примерно у 80% пациен-
тов заболевание протекает в легкой, не требующей 
госпитализации форме, с клиническими признака-
ми острого инфекционного заболевания дыхатель-
ных путей с типичными катаральными симптомами 
и в большинстве случаев завершается спонтанным 
выздоровлением. Течение заболевания обычно на-
поминает ОРВИ, вызванные вирусами гриппа типа 
А и В, риновирусами, аденовирусами, сезонными ко-
ронавирусами, однако в ряде случаев инфицирова-
ние вирусом SARS-CoV-2 может приводить к очень 
быстрому формированию острого воспаления с раз-
витием тяжелой двухсторонней пневмонии, геморра-
гической лихорадки и дисфункции органов. Течение 
заболевания по драматическому сценарию сопро-
вождается развитием тяжелой пневмонии и наблю-
дается у 15% больных, а у примерно 5% пациентов 
развивается ОРДС и полиорганная недостаточность. 
Частота смертельных исходов различается в разных 
странах и колеблется по последним данным в диа-
пазоне 1.04–8.5% подтвержденных случаев заболе-
вания. За  последний год предпринято множество 
попыток найти взаимосвязь между различными фак-
торами (такими, как пол, возраст, раса, сопутствую-
щие заболевания, различные индикаторы и маркеры 

(включая генетические) и т.д.) и тяжестью заболева-
ния [2–8]. 

Однако, несмотря на большой массив данных, на-
копленных за это время, большинство найденных 
корреляций остаются противоречивыми. В большин-
стве публикаций генетическую предрасположен-
ность к развитию осложнений связывают со струк-
турными особенностями ACE2, системы презентации 
антигена и генов, ответственных за систему врож-
денного иммунитета [9]. 

Гуморальные реакции служили основными мар-
керами тяжести заболевания при других вирусных 
инфекциях легких, включая инфекции SARS-CoV 
и вируса гриппа [10–13]. 

Геном SARS-CoV-2 кодирует четыре структурных 
белка – шиповидный (S-белок), нуклеокапсидный 
(N-белок), белок оболочки (E) и мембранный белок (М) 
[14]. Белки S и N являются двумя основными антиге-
нами коронавируса, которые индуцируют выработ-
ку иммуноглобулинов [15]. Антитела к N-белку часто 
индуцируются в относительно более высоком коли-
честве, чем другие белки, которые служат основной 
мишенью для серологической диагностики [15, 16]. 

Рецепторсвязывающий домен (RBD), присутству-
ющий в области S1 белка S, является основной мише-
нью нейтрализующих антител (NAb), а также приме-
няется при конструировании вакцин [17–20]. 

Согласно приведенным данным (статистика ВОЗ), 
частота летальных исходов в России (1.89%) остает-
ся одной из самых низких в мире. Этот феномен еще 
требует детального исследования. Безусловно, опре-
деленную роль в этом могут играть факторы, связан-
ные с организацией здравоохранения в Российской 
Федерации, однако есть все основания полагать, 
что объяснение феномена будет связано с демогра-
фическими факторами, факторами, связанными 
с группами риска и маркерами тяжести воспаления. 
Представляло интерес подробно охарактеризовать 
гуморальные реакции адаптивного иммунитета ко-
горт пациентов российской популяции в ответ на ко-
ронавирусную инфекцию. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы
В  работе использовали коммерческие реактивы 
фирм Sigma, Bio-Rad, Thermo Scientific (США), 
Pharmacia (Швеция), Difco (Англия), Panreac 
(Испания) и «Реахим» (Россия).

Получение рекомбинантных белков, фрагментов S- 
и N-белков вируса SARS-CoV-2
Искусственно синтезированные фрагменты ДНК, 
кодирующие фрагменты RBD (330–538 а.о.) , 
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RBD-SD1 (330–590 а.о.) и NTD (17–305 а.о.) S-белка 
и последовательность N-белка (1–420 а.о.) виру-
са SARS-CoV-2, были клонированы в плазмиды 
pET22b с использованием эндонуклеаз рестрикции 
NdeI и XhoI. Корректность полученных конструк-
ций подтверждали секвенированием. 

Клетки Escherichia coli  штамма BL21(DE3), 
трансформированные полученными генетически-
ми конструкциями, культивировали в среде 2YT 
с ампициллином при 37°С и интенсивном переме-
шивании до достижения ОП

600
 = 0.4 о.е., после чего 

проводили индукцию 1 мМ IPTG и культивиро-
вали в течение 6 ч при 30°С. Выделение и очистку 
рекомбинантных белков из телец включения про-
водили с использованием металл-хелатной хрома-
тографии (HisTrap FF, GE Healthcare, США) в де-
натурирующих условиях.

Экспрессию и  очистку рекомбинантного RBD 
(320–537 а.о.), полученного в эукариотической си-
стеме клеток CHO, проводили по ранее описанной 
методике [21]. 

Проведение ИФА
Сорбцию очищенных рекомбинантных RBD, RBD-
SD1, NTD и N-белка, полученных в прокариотиче-
ской системе E. coli, в лунки планшета проводили 
в буфере, содержащем 50 мМ гидрокарбоната на-
трия, 4 М мочевину, рН 10.6. Для детекции специ
фичных к SARS-CoV-2 антител в лунки плоскодон-
ных 96-луночных планшетов Nunc MaxiSorp (Nunc, 
США) вносили смесь антигенов RBD-SD1, NTD и N 
в соотношении 40/20/40 нг на лунку или каждый по-
лученный антиген (100 нг) и инкубировали при 4°С 
в течение 16 ч без перемешивания. По окончании 
инкубации удаляли раствор из лунок, промывали 
их дистиллированной водой и вносили блокирую-
щий раствор (фосфатно-солевой буфер, 0.1% Tween 
20, 3% БСА). Планшеты инкубировали в  течение 
1 ч при комнатной температуре без перемешивания. 
По окончании инкубации удаляли блокирующий рас-
твор, высушивали досуха при комнатной температу-
ре и хранили при температуре 6 ± 2°С. 

В опытах с биологическими образцами сыворот-
ки разводили в соотношении 1 : 100 (для анализа 
суммарных иммуноглобулинов класса G, специ-
фичных к N-белку) или 1 : 10 (во всех остальных 
случаях) в  промывочном растворе (фосфатно-
солевой буфер, 0.1% Tween 20), вносили в  лун-
ку и  инкубировали при  37°С и  перемешивании 
(700 об/мин, 30 мин). Планшеты промывали 5 раз 
промывочным раствором, добавляли антитела 
к соответствующим классам и подклассам анти-
тел человека в растворе для разведения конъю-
гатов (фосфатно-солевой буфер, 0.1% Tween 20, 

0.1% БСА) и инкубировали при 37°С и перемеши-
вании (700 об/мин, 30 мин) [22]. После пятикратной 
промывки планшетов промывочным раствором до-
бавляли антивидовые антитела, конъюгированные 
с пероксидазой хрена, в растворе для разведения 
конъюгатов и инкубировали при 37°С и перемеши-
вании (700 об/мин, 30 мин). После промывки план-
шетов промывочным раствором (5 раз) добавляли 
субстрат ТМБ и инкубировали в темноте в тече-
ние 15 мин. Реакцию останавливали 10% раство-
ром фосфорной кислоты, измеряли абсорбцию 
при длине волны 450 нм на планшетном спектро-
фотометре. 

Для  корректной интерпретации результатов 
ИФА рассчитывали пороговое значение ОПкрит 
на основании значений ОП используемой панели 
сывороток здоровых доноров (ОП-ср), используя 
среднее значение оптической плотности в данных 
лунках по формуле: 

ОПкрит = ОП-ср + 3×стандартных отклонения.

На  основании полученного значения ОПкрит 
рассчитывали индекс позитивности для каждого 
исследуемого образца по формуле: 

ИПобр = ОПобр/ ОПкрит.

При ИПобр ≥ 1 образец сыворотки крови счи-
тали положительным (образец содержит антите-
ла, специфичные к коронавирусу SARS-CoV-2), 
при ИПобр < 0.9 образец сыворотки крови считали 
отрицательным.

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с помощью программного обеспе-
чения GraphPad Prism 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Настоящее исследование базируется на клиниче-
ском материале, собранном в Центральной клиниче-
ской больнице Российской академии наук в период 
апрель–май 2020 года. В общей сложности обследова-
но 155 пациентов с диагнозом COVID-19. Критериями 
включения в группу COVID-19-позитивных пациен-
тов считали положительный ПЦР-тест и поражение 
легких по характеру «матового стекла», диагности-
рованное на КТ. Нами проведен поиск статистиче-
ски значимых отличий между течением заболевания 
в группах пациентов с различными половозрастными 
характеристиками, отличающихся наличием или от-
сутствием сопутствующих заболеваний. В качестве 
признака, опосредовано отражающего тяжесть про-
текания заболевания, использовали количество дней, 
проведенных в стационаре. 
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Анализ (рис. 1А) с использованием непараметри-
ческого критерия Манна–Уитни показал, что коли-
чество дней, прошедших после появления симптомов 
до госпитализации, не отличается среди пациентов 
двух возрастных групп, также не выявлено корре-
ляции между количеством дней и возрастом паци-
ентов внутри двух возрастных групп. В то же время 
длительность госпитализации была выше в группе 
старше 51 года (р <0.0001), что свидетельствует о бо-
лее тяжелом течении болезни у пациентов старше-
го возраста. Анализ влияния пола на длительность 
госпитализации пациентов двух возрастных групп 
(рис. 1Б) выявил слабые различия между группа-
ми мужчин до 50 лет и после 51 года (р = 0.0177). 
Выявлено существенное различие (р <0.0001) 
в длительности пребывания в стационаре женщин 
до 50 лет и старше 51 года. Не выявлено статистиче-
ски значимых отличий в длительности госпитализа-
ции пациентов разного пола внутри двух возрастных 
групп и вне зависимости от возраста. Выявленные 
зависимости подтверждали корреляционным анали-
зом; величина коэффициента корреляции Спирмена 
(r) была статистически значимой в группе женщин – 
r = 0.65, и незначительной в группе мужчин – r = 0.31. 
Дисперсионный анализ зависимости времени госпи-
тализации от линейной комбинации факторов воз-
раста и пола показал, что пол не является значимым 
фактором (p = 0.719), тогда как возраст, напротив, 
влияет на длительность госпитализации (p <0.0001), 
причем в группе женщин данная зависимость была 
значительнее, чем в  группе мужчин (p <<0.0001 
и p = 0.0278 соответственно). Таким образом, можно 
утверждать, что наблюдаемое отличие в длительно-

сти госпитализации пациентов разных возрастных 
групп существенным образом обусловлено именно 
различием между женщинами более старшего (после 
51 года) и более младшего (до 50 лет) возрастов.

Согласно опубликованным данным [4, 5, 23, 26], 
такие сопутствующие заболевания, как гипертони-
ческая болезнь, сахарный диабет и ожирение, явля-
ются факторами риска тяжелого течения COVID-19. 
Мы исследовали влияние этих сопутствующих за-
болеваний на длительность госпитализации пациен-
тов. Нами проведен анализ длительности пребывания 
в стационаре трех групп пациентов: 1) с гипертони-
ческой болезнью, сахарным диабетом или ожирением 
(ГСО), 2) с другими сопутствующими заболеваниями, 
3) без сопутствующих заболеваний.

 Результаты анализа на основе непараметриче-
ского критерия Манна–Уитни выявили значимое 
превышение (р = 0.01) длительности госпитализа-
ции пациентов группы с такими сопутствующими 
заболеваниями, как гипертоническая болезнь, са-
харный диабет и ожирение, по сравнению с группой 
без сопутствующих заболеваний (рис. 2А). Однако 
дальнейший анализ показал, что возрастная меди-
ана пациентов этих групп сильно различалась – 62 
и 43 года соответственно. После выравнивания ме-
дианы между группами путем исключения из вы-
борок пациентов максимального и  минимального 
возраста соответственно, достоверного отличия 
в  длительности госпитализации между группами 
не выявлено (рис. 2Б). Сравнение длительности го-
спитализации пациентов двух возрастных групп, 
имеющих ГСО, и  пациентов без  сопутствующих 
заболеваний (рис.  2В) указывает на  отсутствие 
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Рис. 1. Распределение количества дней, прошедших после появления симптомов, к моменту госпитализации (А), 
и дней, проведенных в стационаре (А, Б), среди пациентов различных возрастных групп
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влияния рассматриваемых заболеваний. Влияние 
возраста статистически значимо как в группе па-
циентов, не имеющих сопутствующих заболеваний 
(р = 0.0001), так и в группе с указанными заболева-
ниями (р = 0.0076). При этом время госпитализации 
пациентов одинаковых возрастных групп, отличаю-
щихся наличием/ отсутствием сопутствующих за-
болеваний, не отличалось статистически значимо. 
Таким образом, в исследованной когорте пациентов 
не обнаружено влияния сопутствующих заболеваний 
на тяжесть протекания COVID-19. Возможно, ранее 
опубликованные данные о существовании корреля-
ции между тяжестью заболевания и наличием ряда 
сопутствующих заболеваний не учитывали возраст-
ной дисбаланс в сравниваемых группах. 

Для  выявления различий в  некоторых гемато-
логических характеристиках в группах пациентов 
с разной степенью тяжести COVID-19 когорту госпи-
тализированных пациентов разделили на не нуждав-
шихся и нуждавшихся в ИВЛ. Результаты клиниче-
ских исследований пациентов, нуждавшихся в ИВЛ, 
анализировали или  суммарно, или  выделяя две 
группы в зависимости от исхода заболевания (вы-
здоровление или летальный исход). С помощью не-
параметрического критерия Манна–Уитни выявлено 
значимое (р <0.0001) увеличение количества лейко-
цитов у пациентов более возрастной группы (старше 
51 года) по сравнению с группой до 50 лет (рис. 3А). 

Эти данные соответствуют результатам других ис-
следований [25–27]. 

Повышение количества лейкоцитов выявлено так-
же у пациентов, находившихся на ИВЛ (р = 0.006), 
что согласуется с ранее полученными данными, со-
гласно которым лейкоцитоз ассоциирован с тяжелым 
течением COVID-19 и высоким риском летального 
исхода [25, 28, 29]. Однако не обнаружено значимых 
различий между количеством лейкоцитов в груп-
пах пациентов, выздоровевших после терапии ИВЛ 
и скончавшихся, следовательно, некорректно рас-
сматривать увеличение уровня лейкоцитов в каче-
стве прогностического признака, определяющего ис-
ход заболевания. Тем не менее, ряд исследователей 
предлагает использовать в качестве прогностическо-
го маркера тяжести заболевания лейкоцитоз в ком-
плексе с лимфопенией, точная природа которой оста-
ется неизвестной. Лимфопения по разным данным 
наблюдается в 40–80% случаев COVID-19 [30–32] 
и  в  значительной степени выражена у  больных 
в критическом состоянии [5, 33]. Однако, несмотря 
на множество работ, указывающих на тесную связь 
между лимфопенией и тяжестью заболевания, в на-
шей когорте не обнаружено значимых различий в со-
держании лимфоцитов в группах больных с разной 
степенью тяжести COVID-19. Многие исследователи 
предлагают рассматривать в качестве прогностиче-
ского признака С-реактивный белок (СРБ) [3, 36], вы-

Рис. 2. Распределение количества дней, проведенных на стационарном лечении пациентами с/без сопутству-
ющих заболеваний (А–В) и пациентов разных возрастных групп (В). А – группы пациентов без учета возраста; 
Б – группы пациентов с одинаковой возрастной медианой. В – сравнение средних значений длительности госпи-
тализации пациентов возрастных групп, с/без сопутствующих заболеваний. ГСО – гипертоническая болезнь, 
сахарный диабет и ожирение
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Рис. 3. Распределение количества лейкоцитов (А) и С-реактивного белка (Б) внутри групп пациентов разных воз-
растов, пола и течения заболевания. Зеленым отмечен коридор нормальных значений. В–Е – корреляционные 
зависимости для групп пациентов, не нуждавшихся в ИВЛ (В), нуждавшихся в ИВЛ (n = 16) (Д), с последующим 
выздоровлением (n = 7) (Г) или смертью (n = 9) (Е) 
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сокий уровень которого ассоциирован с ухудшением 
течения заболевания. В ряде работ [3, 5, 37] с высо-
кой степенью значимости показано существенное 
увеличение содержания СРБ в  крови пациентов 
в критическом состоянии. Однако некоторые иссле-
дователи [38] обнаруживают слабое отличие в со-
держании СРБ при различном сценарии течения бо-
лезни и даже отсутствие различий [39]. Среди групп 
исследуемой нами когорты слабое, но статистически 
значимое отличие (р = 0.04) средней концентрации 
СРБ обнаружено только между группами пациентов, 
в терапии которых использовали или не использова-
ли ИВЛ (рис. 3Б). 

Корреляционный анализ внутри четырех групп 
пациентов: 1 – не находившихся на ИВЛ (рис. 3В); 
2 – находившихся на ИВЛ (рис. 3Д); 3 – тех из них, 
кто впоследствии выздоровел (рис. 3Г); или (4) скон-
чался (рис. 3Е), выявил во всех группах корреляцию 
(от умеренной до сильной) между уровнем СРБ и сте-
пенью поражения легких, тяжесть которого оцени-
вали по данным КТ. Показано, что при воспалитель-
ных заболеваниях, в том числе пневмониях разного 
генеза, концентрация СРБ коррелирует с уровнем 
воспаления и не подвержена влиянию таких факто-
ров, как возраст, пол, физическое состояние паци-
ента. СРБ может использоваться для диагностики 
COVID-19, поскольку чувствительность диагностики 
с использованием только результатов КТ составляет 
76.4%, а СРБ может выявить воспаление на ранних 
стадиях пневмонии [40].

 Также в  группах пациентов, находящихся 
на ИВЛ, обнаружена значимая корреляция между 
количеством лейкоцитов и СБР, умеренная в случае 
дальнейшего выздоровления и сильная в случае ле-
тального исхода, что может свидетельствовать об ин-
тенсивном воспалительном процессе. 

Возможное отражение двух принципиально раз-
ных исходов COVID-19 у тяжелых пациентов, на-
ходящихся на ИВЛ, можно наблюдать через призму 
корреляционных зависимостей. У выздоровевших 
в дальнейшем пациентов наблюдается сильная кор-
реляция (r = 0.84) между количеством дней после по-
явления симптомов и тяжестью поражения легких. 
Возможно, из-за ослабления раннего противовирус-
ного иммунитета у таких больных вирус SARS-CoV-2 
приобретает на время персистирующий характер 
и постепенно увеличивает степень поражения ле-
гочной ткани, пока из-за симптомов, связанных с по-
вреждениями легких, больного не госпитализируют. 
Последующая терапия, включающая ИВЛ, помогает 
в конечном итоге преодолеть вирусную инфекцию. 

В настоящее время активно продолжаются иссле-
дования гуморальных реакций адаптивного имму-
нитета при коронавирусной инфекции SARS-CoV-2, 

направленные на  установление связи между им-
мунологическими реакциями организма и разными 
сценариями течения заболевания, а также влияния 
на них различных факторов (пол, возраст, сопутству-
ющие заболевания и др.). Противоречивость данных, 
полученных за последний год, делает необходимым 
дальнейшее их накопление и масштабный анализ. 
Мы сравнили качественные и количественные пара-
метры В-клеточного иммунного ответа у различных 
групп пациентов с диагнозом COVID-19. Динамику 
иммунного ответа оценивали методом ИФА образ-
цов сывороток крови 155 человек с подтвержден-
ным диагнозом COVID-19, 105 из  которых были 
госпитализированы в различные сроки после появ-
ления симптомов. В качестве антигенов использовали 
смесь рекомбинантных белков, фрагментов S-белка 
SARS-CoV-2 (RBD-SD1 и NTD) и рекомбинантный 
N-белок, полученные в прокариотической системе 
E. coli и адсорбированные в лунки планшета в дена-
турированном состоянии.

Результаты проведенного исследования (рис. 4А), 
выраженные в виде распределения рассчитанных 
индексов позитивности (ИП) образцов в зависимо-
сти от дней, прошедших после появления симпто-
мов, выявляют различия в  динамике появления 
антител, специфичных к  использованным фраг-
ментам вируса SARS-CoV-2, зависящие от време-
ни после появления симптомов. Для иммуноглобу-
линов классов M, G и A медиана значений индекса 
позитивности, превышающая пороговое значение 
(ИП = 1), достигается к 6 дню после появления сим-
птомов. Максимальные значения в случае иммуно-
глобулинов класса A определяются на 11–14 день, 
иммуноглобулинов класса M – к 15–20 дню, к им-
муноглобулинам класса G – после 20 дня, что соот-
ветствует данным, полученным с использованием 
других тест-систем [8, 41]. Максимальная чувстви-
тельность ИФА-определения антител класса G с по-
мощью разработанной нами тест-системы достига-
ла 95.5% в диапазоне 15–20 дней после появления 
симптомов (рис. 4Б). В случае антител классов M 
и A максимальная чувствительность – 81.8 и 96.8%, 
наблюдалась в диапазоне 15–20 и 11–14 дней после 
появления симптомов соответственно и далее сни-
жалась, оставаясь заметно выше в случае иммуно-
глобулинов А. Снижение чувствительности опреде-
ления антител классов M и A методом ИФА может 
быть объяснено постепенным снижением содержа-
ния этих антител в кровотоке в более поздние сроки 
наблюдения [42, 43]. Наибольшая чувствительность 
ИФА (более 93.8%) и специфичность (98.6%) опреде-
ления антител, специфичных к вирусу SARS-CoV-2, 
на протяжении всего исследуемого периода достига-
лась при суммарном определении иммуноглобули-
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нов классов M, G и A. Чувствительность определе-
ния антител классов M, A и G была несколько ниже 
и составила более 58.8, 79 и 90.5% соответственно. 
Для  сравнения диагностической ценности тестов 
при выбранных значениях пороговых уровней при-
менили ROC-анализ. Показатель AUC при анализе 
IgA составил 0.93 (95% CI: 0.90–0.96), при анализе 
IgM – 0.87 (95% CI: 0.83–0.92), при анализе IgG – 0.95 
(95% CI: 0.93–0.98). Поскольку антитела классов M 
и A имеют схожую динамику появления и исчезно-
вения в кровотоке, а абсолютные значения индексов 
позитивности образцов и рассчитанная чувствитель-
ность и диагностическая значимость ИФА в случае 
антител класса А значительно выше, чем для анти-
тел класса М, то можно утверждать, что для диагно-
стики COVID-19 более оправдано определение имму-
ноглобулинов класса А. 

С целью определения вклада каждого из  анти-
генов в чувствительность ИФА в различные вре-
менные промежутки после появления симптомов 
мы оценивали уровень антител, специфичных к каж-
дому из антигенов, отдельно. Анализ проводили, ис-
пользуя в качестве антигенов фрагменты RBD-SD1 
и NTD S-белка, а также N-белок, полученные в про-
кариотической системе E. coli и адсорбированные 
в лунки планшета в денатурированном состоянии. 
Аналогичным образом полученный фрагмент RBD 
(RBD E. coli) использовали для оценки вклада SD1-
специфичных иммуноглобулинов в  чувствитель-
ность ИФА. В качестве антигена, представляющего 
конформационные эпитопы RBD, использовали ре-
комбинантный RBD (RBD CHO), полученный в эу-
кариотической системе CHO. Результаты иссле-
дования (рис. 5А,В,Д) выявляют разную динамику 

Рис. 4. Результаты серодиагностического тестирования методом ИФА образцов сывороток крови здоровых до-
норов и лиц с подтвержденным диагнозом COVID-19, в различные периоды после появления симптомов. А – ин-
дивидуальные значения индексов позитивности исследуемых образцов, рассчитанные при определении антител 
M, A и G, специфичных к SARS-CoV-2, по отдельности или одновременно. В качестве антигенов использовали 
смесь рекомбинантных белков, фрагментов RBD-SD1 и NTD S-белка SARS-CoV-2, и рекомбинантный N-белок. 
Индекс позитивности образца рассчитывали по отношению сигнал образца/среднее значение сигнала для образ-
цов здоровых доноров (n = 70) + 3 стандартных отклонения. Пороговое значение (ИП = 1) отмечено пунктирной 
линией. Б – количество образцов, превышающих пороговое значение для одного или более указанных классов 
антител, специфичных к SARS-CoV-2, выраженное в %
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появления антител, зависящую от природы антигена 
и от времени после появления симптомов. Медианы 
значений индекса позитивности N- и RBD (CHO)-
специфичных иммуноглобулинов классов M и  A 
превышают пороговые значения к 6 дню после по-
явления симптомов, достигая максимальных значе-
ний к 11–14 дню в случае RBD (CHO)-специфичных 
антител класса М и к 15–20 дню в других случаях, 
и снижаются после 3 недель наблюдения. В случае 
антигенов, представляющих линейные эпитопы 
S-белка (RBD (E. coli), RBD-SD1 и NTD), количество 
серопозитивных пациентов в каждом временном диа-

пазоне не превышало 10%, что не позволило медиа-
нам значений индекса позитивности иммуноглобу-
линов, специфичных к этим антигенам, превысить 
пороговое значение. Скорость сероконверсии имму-
ноглобулинов класса G, специфичных к N-белку ви-
руса SARS-CoV-2, значительно выше скорости серо-
конверсии антител другой специфичности, медиана 
значений уровня N-специфичных антител значимо 
превышает пороговое значение уже к 6 дню после по-
явления симптомов, достигая максимума на второй 
неделе. В то же время медиана значений уровня RBD 
(CHO)-специфичных конформационно-зависимых 
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Рис. 5. Результаты серодиагностического тестирования методом ИФА образцов сывороток крови пациентов 
с подтвержденным диагнозом COVID-19, госпитализированных в различные периоды после появления симпто-
мов. А, В, Д – индивидуальные значения индексов позитивности образцов, рассчитанные при определении анти-
тел классов M (А), A (В) и G (Д), специфичных к фрагментам NTD, RBD, RBD-SD1 S-белка и N-белку вируса SARS-
CoV-2. Б, Г, Е – диаграммы Венна, отражающие спектры антигенспецифичности иммуноглобулинов классов M 
(А), A (В) и G (Д) образцов
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антител превышает пороговое значение ко второй не-
деле после появления симптомов, достигая максиму-
ма в диапазоне 21–45 дней.

Для антител класса G, специфичных к антигенам 
NTD и RBD-SD1, содержащих линейные эпитопы, 
превышение порогового значения достигается толь-
ко на третьей неделе после появления симптомов. 
Таким образом скорость сероконверсии ранних анти-
тел классов М и А несколько выше в случае антител, 
специфичных, главным образом, к конформационным 
эпитопам фрагмента RBD, чем для N-специфичных 
антител. И наоборот, скорость сероконверсии антител 
класса G убывает в ряду N-, конформационно-зави-
симых RBD (CHO)- и конформационно-независимых 
RBD-SD1/NTD-специфичных антител. Согласно по-
лученным данным (рис. 5), наибольшей иммуногенно-
стью обладает N-белок, что описано ранее [44], тогда 
как линейные эпитопы RBD и NTD имеют наимень-
шую иммуногенность. Таким образом, сильную им-
муногенность RBD-фрагмента, известную ранее [45], 
в большей степени обеспечивают конформационные 
эпитопы. Линейные эпитопы субдомена SD1 облада-
ют сильной, но медленно развивающейся иммуно-
генностью, что может быть особенно важным в свете 
данных о существовании нейтрализующих антител, 
специфичных именно к линейному эпитопу, располо-
женному в этой области [45]. Установлено, что спек-
тры антигенспецифичности различаются в случае 
иммуноглобулинов классов M, A и G (рис. 5Б,Г,Е). 
Количество серопозитивных индивидов, в крови кото-
рых обнаруживаются антитела, специфичные толь-
ко к одному «сильному» иммуногену, уменьшается 
в ряду иммуноглобулинов классов M, A и G и состав-
ляет 49, 29 и 19% от общего числа серопозитивных ин-
дивидов соответственно. Эти данные свидетельству-
ют о необходимости использования как минимум двух 
антигенов при  проведении ИФА для  диагностики 
COVID-19 с целью увеличения ее чувствительности, 
особенно на ранней стадии развития болезни.

Опубликованные к настоящему моменту данные, 
указывающие на  влияние возраста на  развитие 
В-клеточного иммунного ответа (в частности, на ско-
рость сероконверсии и величину титра иммуногло-
булинов) у больных COVID-19, остаются противоре-
чивыми. В ряде исследований у пожилых пациентов 
наблюдали более высокий титр антител всех клас-
сов [8, 46, 47], в то же время опубликованы рабо-
ты, в которых не выявлена связь между возрастом 
и В-клеточным ответом [48, 49]. Не выявлено влияния 
половой принадлежности пациентов на количество 
специфичных антител к SARS-CoV-2 [47, 48]. 

Мы  сравнили содержание иммуноглобулинов 
классов M, A и G в крови пациентов разных возраст-
но-половых групп из  когорты госпитализирован-

ных в разные временные промежутки после появ-
ления симптомов. С этой целью использовали ИФА 
и смесь рекомбинантных белков, фрагментов RBD-
SD1 и NTD S-белка SARS-CoV-2, и рекомбинантный 
N-белок в качестве антигенов. Сравнение значений 
ИП в каждом временном промежутке с помощью не-
параметрического критерия Манна–Уитни не вы-
явило значимых различий в скорости сероконверсии 
между исследуемыми группами (рис. 6). 

Для выявления отличий в уровне антител классов 
M, A и G, специфичных к разным фрагментам вируса 
SARS-CoV-2, у пациентов с разной степенью тяже-
сти COVID-19, в когорту пациентов, не нуждавшихся 
и нуждавшихся в ИВЛ (среднее значение времени 
до госпитализации 21.2 дня), дополнительно вклю-
чили группу индивидов (n = 50), перенесших забо-
левание в легкой форме вне стационара. Поскольку 
уровень антител в крови зависит от времени, про-
шедшего с момента появления симптомов, для кор-
ректного сравнения группу госпитализированных 
составили пациенты, госпитализированные через 
15–45 дней (среднее значение 21.8 дней) после появ-
ления симптомов. 

Анализ частоты встречаемости индивидов, се-
ропозитивных по  иммуноглобулинам классов M 
или A, специфичных к одному или более исполь-
зуемых антигенов, выявил значительное уменьше-
ние частоты в группе с легкой формой заболевания 
по сравнению с частотой госпитализированных па-
циентов, серопозитивных по каждому из антигенов 
(рис. 7А). В этой группе наблюдается также сни-
жение частоты встречаемости иммуноглобулинов 
класса G, специфичных к линейным эпитопам RBD, 
NTD и RBD-SD1, тогда как частота встречаемости 
индивидов, серопозитивных по иммуноглобулинам 
класса G, специфичных к RBD (CHO) и N-белку, 
не изменилась. В группе пациентов, находящихся 
на ИВЛ, также снижена частота индивидов, серопо-
зитивных по одному или более классам антител рас-
сматриваемых специфичностей. Однако подобное 
снижение обусловлено существенным снижением 
количества серопозитивных пациентов в подгруппе 
скончавшихся, тогда как в подгруппе выздоровев-
ших и в группе госпитализированных эти характе-
ристики сходны. 

Анализ уровня антител классов M, A и G рассма-
триваемых специфичностей в серопозитивных сыво-
ротках крови с использованием непараметрического 
критерия Манна–Уитни не выявил статистически 
значимого влияния тяжести заболевания на уровень 
SARS-CoV-2-специфичных антител. Полученные ре-
зультаты противоречат ряду данных, согласно кото-
рым в крови тяжелобольных повышено содержание 
иммуноглобулинов различных классов, а в группе па-
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Рис. 6. Распределение индексов позитивности образцов крови пациентов в зависимости от дней после появления 
симптомов в группах мужчин и женщин (А, В, Д) и группах пациентов разного возраста (до 50 лет и после 51 
года) (Б, Г, Е), рассчитанных при определении иммуноглобулинов классов M (А, Б), A (В, Г) и G (Д, Е), специфич-
ных к SARS-CoV-2 
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циентов с бессимптомным течением болезни или с ее 
слабыми проявлениями снижено содержание анти-
тел [5, 8, 48, 50]. 

Анализ соотношения частот встречаемости под-
классов иммуноглобулинов A и G в сыворотках соот-
ветствующих серопозитивных образцов (рис. 7Б,В) 
выявляет равномерную индукцию подклассов G1–G4 
иммуноглобулина G и подклассов А1–А2 иммуногло-
булина А, специфичных к N-белку, в группах паци-
ентов с различной тяжестью COVID-19, в то время 
как при иммунном ответе на S-антиген основными 
подклассами являются G1, G3 и А1. При более тяже-
лом течении болезни частота встречаемости антител 
G1, специфичных к S-антигенам, уменьшалась, а А2, 
наоборот, увеличивалась. Однако корреляции между 
уровнем SARS-CoV-2-специфичных антител иссле-

дуемых подклассов и тяжестью течения заболевания 
достоверно не выявлено.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Можно утверждать, что c использованием разрабо-
танного в настоящем исследовании диагностическо-
го набора для ИФА, основанного на рекомбинантных 
антигенах, фрагментах белков вируса SARS-CoV-2, 
нами с достаточной долей достоверности выявлено 
преимущество иммуноглобулинов класса А в каче-
стве раннего иммунологического критерия развития 
заболевания. Спектр специфичности иммуноглобу-
линов, индуцируемых SARS-CoV-2 у каждого ин-
дивида, зависит от времени, после инфицирования, 
и  изменяется в  ряду иммуноглобулинов M, A, G 
от узкого к широкому. Нами также показана нерав-
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номерная индукция подклассов иммуноглобулинов, 
зависящая от природы антигена. N-белок индуци-
рует иммуноглобулины G1–G4 и А1–А2 в равном 
соотношении, тогда как  основными подклассами 
при иммунном ответе на S-антиген являются G1, 
G3 и  А1. Соотношение между N-специфичными 
подклассами остается практически неизменным 
в группах пациентов с разной тяжестью COVID-19, 
но  при  более тяжелом течении болезни частота 

встречаемости S-специфичных антител изотипа 
G1 уменьшается, а А2, наоборот, увеличивается. 
Однако корреляции между уровнем SARS-CoV-2-
специфичных антител исследуемых классов и под-
классов и тяжестью течения заболевания достовер-
но не выявлено. 

Работа выполнена при поддержке гранта  
РНФ 17-74-30019 и ICGEB CRP/RUS18-01.

Тяжесть  
протекания болезни

IgM IgA IgG

NTD RBD  
E. coli

RBD 
CHO

RBD-
SD1 N NTD RBD 

E. coli
RBD 
CHO

RBD-
SD1 N NTD RBD  

E. coli
RBD 
CHO

RBD-
SD1 N

Легкая форма 5 0 19 5 19 0 2 35 16 40 23 5 88 56 84 

Госпитализация 15 15 74 26 79 18 6 77 44 85 59 9 82 77 88 

ИВЛ 6 13 38 6 75 25 19 44 25 75 25 0 50 38 69 

ИВЛ, выздоровевшие 14 29 43 14 100 43 29 86 43 86 43 0 86 57 86 

ИВЛ, скончавшиеся 0 0 33 0 56 22 11 11 11 67 11 0 22 11 56 

А

Б

В 

RBD (CHO), легкая форма

RBD (CHO), госпитализированные

RBD (CHO), ИВЛ, выздоровевшие

RBD-SD1, легкая форма

RBD-SD1, госпитализированные

RBD-SD1, ИВЛ, выздоровевшие

N-белок, легкая форма

N-белок, госпитализированные

N-белок, ИВЛ, выздоровевшие
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Рис. 7. Изменение частоты встречаемости индивидов, серопозитивных по иммуноглобулинам различных клас-
сов и подклассов, специфичных к антигенам SARS-CoV-2, в группах пациентов с различной степенью тяжести 
COVID-19. А – частота встречаемости (%) пациентов, серопозитивных по иммуноглобулинам классов M, A и G, 
специфичных к антигенам NTD, RBD, RBD-SD1 и N-белку в группах пациентов с различной тяжестью COVID-19. 
Б – частота встречаемости (%) пациентов, серопозитивных по подклассам иммуноглобулинов G и А (В), специ
фичных к антигенам RBD (CHO), RBD-SD1 и N-белку, в группах пациентов с различной тяжестью COVID-19
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