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КОНЪЮГАТЫ БЕЛКА А С АНТИГЕНОМ СПОСОБНЫ 
УСИЛИВАТЬ ВЫРАБОТКУ СПЕЦИФИЧЕСКИХ  
АНТИТЕЛ ПРИ ИНТРАНАЗАЛЬНОМ ВВЕДЕНИИ
Волосникова Е.А., Волкова Н.В., Гайворонский С.И., Симакова О.В., 
Есина Т.И., Рар А.А., Щербаков Д.Н.
ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии “Вектор”» Роспотребнадзора,  
р. п. Кольцово, Новосибирская обл., Россия

Резюме. Цель – изучение иммуногенных свойств конъюгатов белка А с рецептор-связывающим 
доменом (RBD) спайкового белка SARS-CoV-2 (вариант B.1.617.2, Delta) и их способности индуци-
ровать специфический гуморальный иммунный ответ при интраназальном введении. Конъюгаты 
рекомбинантного RBD (SARS-CoV-2, вариант Delta) с белком А Staphylococcus aureus получали с ис-
пользованием EDC или Sulfo-SMCC (1:1 моль) с последующей очисткой гель-фильтрацией. Имму-
низацию проводили на 80 мышах Balb/c (6 недель), разделенных на группы по 10 особей. Животным 
опытных групп двукратно с интервалом 14 дней вводили интраназально 20 мкл конъюгата (50 мкг 
RBD), контрольным группам – RBD внутримышечно или физраствор. Кровь забирали на 10-й день 
после бустинга. Титр специфических IgG определяли ИФА с использованием RBD в качестве анти-
гена. Статистическую значимость оценивали с помощью U-критерия Манна–Уитни (GraphPad Prism 
8.0, p < 0,05). Интраназальное введение конъюгатов RBD с белком А (Con-S и Con-E) индуцирова-
ло высокие титры специфических IgG (до 105), сопоставимые с внутримышечным введением RBD. 
Оба конъюгата показали статистически значимое усиление иммунного ответа по сравнению с ин-
траназальным введением свободного RBD (p ≤ 0,05). При этом наблюдалась гетерогенность ответа 
среди животных: часть мышей демонстрировала слабый иммунный ответ, что может быть связано 
с особенностями интраназального введения. Конъюгаты RBD с белком А Staphylococcus aureus при 
интраназальном введении вызывают выраженный IgG-ответ, сравнимый с внутримышечной имму-
низацией, демонстрируя адъювантные свойства белка А. Оба метода конъюгирования (Sulfo-SMCC 
и EDC) одинаково эффективны. Несмотря на вариабельность ответа, связанную с особенностями 
мукозального введения, результаты подтверждают перспективность использования белка А в разра-
ботке интраназальных вакцин против SARS-CoV-2.

Ключевые слова: мукозальные вакцины, белок А Staphylococcus aureus, SARS-CoV-2, интраназальная иммунизация, 
адъюванты, гуморальный иммунный ответ
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PROTEIN A-ANTIGEN CONJUGATES ENHANCE PRODUCTION 
OF SPECIFIC ANTIBODIES FOLLOWING INTRANASAL 
ADMINISTRATION
Volosnikova E.A., Volkova N.V., Gayvoronskiy S.I., Simakova O.V., 
Esina T.I., Rar A.A., Shcherbakov D.N.
State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Koltsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation

Abstract. The objective of our work was to study immunogenic properties of protein A conjugates with 
the receptor-binding domain (RBD) of the SARS-CoV-2 spike protein (B.1.617.2, Delta variant) and their 
ability to induce a specific humoral immune response following intranasal administration. Recombinant RBD 
(SARS-CoV-2, Delta variant) conjugates with Staphylococcus aureus protein A were prepared using EDC or 
Sulfo-SMCC (1:1 molar ratio) followed by gel filtration purification. Immunization procedure was performed 
in 80 six-week-old Balb/c mice, divided into groups of 10 animals. Experimental groups received intranasal 
administration of 20 µL conjugate (50 µg RBD) twice at a 14-day interval, while control groups received 
intramuscular RBD or saline. Blood was collected 10 days after boosting. Specific IgG titers were determined 
by ELISA using RBD as the antigen. Statistical significance was assessed using the Mann–Whitney U test 
(GraphPad Prism 8.0, p < 0.05). Intranasal administration of RBD-protein A conjugates (Con-S and Con-E) 
induced high specific IgG titers (up to 105), comparable to intramuscular RBD immunization. Both conjugates 
showed statistically significant enhancement of the immune response compared to intranasal administration 
of free RBD (p ≤ 0.05). However, the response proved to be heterogenous among animals, with some mice 
exhibiting a weak immune response, likely due to intranasal delivery variability. RBD-protein A conjugates 
elicit a robust IgG response upon intranasal administration, comparable to intramuscular immunization, 
confirming the adjuvant properties of protein A. Both conjugation methods (Sulfo-SMCC and EDC) were 
equally effective. Despite response variability due to different to mucosal delivery, these findings support the 
potential of protein A in developing intranasal vaccines against SARS-CoV-2.

Keywords: mucosal vaccines, Staphylococcus aureus protein A, SARS-CoV-2, intranasal immunization, adjuvants, humoral 
immunity

Работа выполнена в рамках государственного 
задания, тема ГЗ-1/22 «Поиск и фармако-ток-
сикологическое исследование новых вакцинных 
адьювантов». 

Введение
Современная вакцинология активно развива-

ется в направлении поиска новых способов до-
ставки антигенов и усиления иммунного ответа, 
особенно на слизистых оболочках, которые яв-
ляются первым барьером на пути многих патоге-
нов [7]. Интраназальное и пероральное введение 
вакцин представляет особый интерес, поскольку 
оно позволяет стимулировать как местный муко-
зальный, так и системный иммунный ответ, что 
критически важно для защиты от респираторных 
и других инфекций, передающихся через слизи-
стые оболочки [5].

Одним из ключевых факторов успеха муко-
зальных вакцин является использование эффек-
тивных адъювантов  – веществ, которые усили-
вают иммунный ответ на вводимый антиген [7]. 

Можно выделить несколько групп подобных 
адъювантов. Бактериальные токсины и их про-
изводные, агонисты паттерн-распознающих ре-
цепторов, наночастицы и липидные системы до-
ставки, цитокины и мукоадгезивные системы [3, 
4, 7]. Особый интерес представляют белковые 
мукозальные адъюванты, наиболее изученным из 
которых является холерный токсин [5, 12]. Субъ-
единица В холерного токсина взаимодействует с 
рецептором GM1, который экспрессируется на 
макрофагах, дендритных и В-клетках, вызывая 
индукцию иммунного ответа. Показано, что ре-
комбинантный аналог B субъединицы холерного 
токсина стимулирует Т-хелперные клетки Th1 и 
Th2-типа.

Холерный токсин, являясь одним из самых 
мощных мукозальных адъювантов  [1], может 
также выступать в роли системы доставки анти-
гена и способен формировать эффективный им-
мунный ответ в месте внедрения большинства 
известных патогенов. Описаны конструкции, 
содержащие последовательность В-субъединицы 
холерного токсина в единой рамке считывания с 
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Fc-фрагментом IgG [6]. Описан и ряд других адъ-
ювантов на основе бактериальных токсинов [7].

В данном исследовании мы сосредоточились 
на изучении способности конъюгатов рекомби-
нантного токсина Staphylococcus aureus с белком 
антигеном стимулировать выработку специфиче-
ских антител при интраназальном введении. Ак-
туальность этой работы обусловлена необходи-
мостью разработки новых адъювантов, которые 
могли бы обеспечить длительный и устойчивый 
иммунный ответ на слизистых оболочках, что 
особенно важно для профилактики инфекцион-
ных заболеваний, таких как грипп, COVID-19 и 
других респираторных инфекций [11].

Целью настоящего исследования стало изуче-
ние иммуногенных свойств конъюгатов белка А с 
рецептор-связывающим доменом (RBD) спайко-
вого белка SARS-CoV-2 (вариант B.1.617.2, Delta) 
и их способности индуцировать специфический 
гуморальный иммунный ответ при интраназаль-
ном введении. 

Материалы и методы
Метод получения конъюгатов
Получение конъюгатов рекомбинантного бел-

ка А и рекомбинантного RBD (вариант B.1.617.2 
(Delta)) проводили с использованием 1-этил-3-
[3-диметиламинопропил]карбодиимид гидро
хлорида (EDC) и сульфосукцинмидил-4-[N-
малеимидометил]-циклогексан-1-карбоксилата 
(Sulfo-SCMM). При проведении реакции конъ-
югирования к субстанции белка RBD добавляли 
сшивающий агент EDC либо Sulfo-SCMM в со-
отношении 1:1 моль, инкубировали смесь в тече-
ние 2 часов при 2-8  °С и добавляли субстанцию 
белка А, инкубировали смесь в течение 2 часов 
при 2-8 °С. В случае конъюгирования с помощью 
Sulfo-SCMM амидные группы восстанавливали 
добавлением боргидрида натрия в соотношении 
1:10 белок RBD:боргидрид натрия. Непрореаги-
ровавшие компоненты удаляли с помощью гель-
фильтрации на сефакриле S-200.

Определение концентрации белка в конъюгатах 
Определение проводили методом Лоури без 

предварительного осаждения белка по ГФ XIV, 
том 1, ОФС.1.2.3.0012.15 «Определение белка» 
(метод 2, колориметрический).

Иммунизация животных
Исследование проведено на 80 самках мышей 

линии Balb/c возрастом 6 недель, с массой тела 
18-22 г, полученных из питомника ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора (р. п. Кольцово 
Новосибирской обл.). Животные были распреде-
лены случайным образом на группы по 10 особей 
в каждой.

Для индукции иммунного ответа мышам 
опытных групп вводили интраназально двукрат-
но с интервалом 14 суток 1 дозу (20 мкл) конъю-
гата белка RBD c белком А, в которой содержит-
ся отработанная ранее доза белка RBD (50 мкг) в 
суммарном объеме 20 мкл/мышь. Мыши группы 
сравнения получали инъекции RBD внутримы-
шечно в тех же дозах в объеме 200 мкл/мышь по 
аналогичной схеме. Мышам контрольной груп-
пы вводили физиологический раствор интрана-
зально в объеме 20 мкл. 

Забор крови у мышей проводили на 10-й день 
после второй иммунизации пастеровской пипет-
кой из ретроорбитального синуса в объеме 0,5 мл. 
Процедура выполнялась на анестезированных с 
помощью углекислого газа животных [2].

Для формирования сгустка и отделения сыво-
ротки кровь оставляли при комнатной температу-
ре на 15 минут, затем края сгустка крови аккурат-
но, не разрушая клетки, обводили чистой иглой 
для открепления от стенок пробирки и центри-
фугировали в течение 15 мин при 3 тыс. об/мин 
и температуре 4-6 °С 1 час, затем выдерживали в 
холодильнике при (4±2) °С в течение двух часов. 
Центрифугирование проводили на центрифуге 
5810R при температуре (6±2)  °С со скоростью 
1800 об/мин в течение 15 минут. Полученную 
сыворотку аккуратно, не захватывая форменные 
элементы, отбирали пипеткой и переливали в 
промаркированные микроцентрифужные про-
бирки. Сыворотки крови хранили при темпе-
ратуре (6±2)  °С не более 7 дней. Для более дли-
тельного хранения сыворотки замораживали при 
температуре минус 20 °С. После забора крови мы-
шей подвергали эвтаназии путем цервикальной 
дислокации.

Анализ титров специфических антител
Титры специфичных антител в сыворотках 

крови определяли методом иммунофермент-
ного анализа. В качестве антигена использова-
ли рекомбинантный рецептор-связывающий 
домен (RBD) спайкового белка SARS-CoV-2 
(вариант B.1.617.2 (Delta)). Сорбцию антиге-
нов (200  нг/ лунку) проводили в буфере 0,1 М 
NaHCO3. Для выявления антител использовали 
конъюгат антимышиных антител с пероксида-
зой хрена в рабочем разведении 1:2000 (Sigma-
Aldrich, США). Для регистрации уровня опти-
ческой плотности после добавления субстрата и 
остановки реакции использовали мультимодаль-
ный ридер Thermo Scientific Varioskan LUX при 
длине волны 450 нм. Титр определяли по значе-
нию максимального разведения, при котором 
сигнал оптической плотности превышал значе-
ние оптической плотности лунок с отрицатель-
ным контролем более чем в три раза. 
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Статистический анализ
Статистический анализ проводился с исполь-

зованием программного обеспечения GraphPad 
Prism 8.0, при этом p < 0,05 считали показателем 
статистической значимости. Статистическую 
значимость различий среди разных групп жи-
вотных определяли с помощью двустороннего 
непараметрического U-критерия Манна–Уитни 
с 95% доверительным интервалом или критерия 
Краскела–Уоллиса (для более чем двух групп).

Результаты и обсуждение
Мукозальные вакцины являются привлека-

тельным способом формирования специфиче-
ского иммунитета, потому что способны обеспе-
чить защиту на уровне входных ворот инфекции. 
Особенно это актуально для инфекций, переда-

Рисунок 1. Реципрокные титры специфических антител 
у мышей Balb/c иммунизированных конъюгатами RBD
Примечание. RBD в/м – внутримышечное введение 
антигена; RBD – интраназальное введение антигена; Con-S – 
интраназальное введение конъюгата, полученного при 
помощи Sulfo-SMCC; Con-E – интраназальное введение 
конъюгата, полученного при помощи EDC; физр-р – 
интраназальное введение физиологического раствора. Для 
оценки значимости межгрупповых различий применяли 
непараметрический U-критерий Манна–Уитни с критическим 
уровнем статистической значимости (р), равным 0,05. * – 
статистически значимые отличия по отношению к группе (без 
адъюванта), р ≤ 0,05.
Figure 1. Reciprocal titers of specific antibodies in Balb/c mice 
immunized with experimental RBD-based conjugates
Note. RBD im, intramuscular administration of the antigen; 
RBD, intranasal administration of the antigen; Con-S, intranasal 
administration of the conjugate obtained using Sulfo-SMCC; Con-E, 
intranasal administration of the conjugate obtained using EDC; 
saline, intranasal administration of physiological solution. To assess 
the significance of intergroup differences, the nonparametric Mann–
Whitney U test was used with a critical level of statistical significance 
(p) equal to 0.05. *, statistically significant differences in relation to 
the group (without adjuvant), p ≤ 0.05.

ющихся воздушно-капельным путем, поэтому 
проверку возможности использования рекомби-
нантного белка А Staphylococcus aureus в качестве 
мукозального адъюванта было решено провести 
на модели SARS-CoV-2. В качестве антигена был 
выбран RBD спайкового белка, т. к. он является 
основной мишенью вирус-нейтрализующих ан-
тител, и формирование иммунитета против него 
способно обеспечить защиту организма от зара-
жения [9, 13].

Рекомбинантные белки RBD (вариант 
B.1.617.2 (Delta)) и Z домен белка А Staphylococcus 
aureus, использованные в работе для синтеза 
конъюгатов, были получены в ФБУН ГНЦ ВБ 
«Вектор» Роспотребнадзора. С использованием 
двух сшивающих агентов Sulfo-SMCC и EDC 
было получено два препарата Con-S и Con-E со-
ответственно. Конъюгат был рассчитан таким об-
разом, чтобы на одну молекулу RBD приходилась 
одна молекула рекомбинантного белка А. При 
помощи гель-фильтрации были отобраны ста-
бильные комплексы, которые выходили отдель-
ным пиком и составляли до 90% от всех пиков. 
Это свидетельствует о том, что выбранный метод 
конъюгации эффективен и позволяет получать 
высокий выход конъюгата в реакции синтеза. 

Изучение адъювантных свойств проводили на 
модели мышей Balb/c. Животным опытных групп 
интраназально вводили препараты в дозе 50 мкг 
(RBD), двукратно с интервалом 14 суток. Мыши 
группы сравнения получали инъекции RBD вну-
тримышечно в тех же дозах с аналогичным ин-
тервалом. Мышам контрольной группы вводили 
физиологический раствор интраназально.

Интраназальная иммунизация мышей конъю-
гатами рекомбинантного белка А и RBD привела 
к индукции высоких титров специфических IgG. 
Значение среднего реципрокного титра антител 
групп Con-S и Con-E достоверно не отличалось 
и достигло 105 (рис.  1). Сходные значения были 
получены для сывороток мышей, иммунизи-
рованных RBD внутримышечно. В то же время 
они достоверно отличались от значений группы 
мышей, иммунизированных RBD интраназаль-
но, без использования адъюванта по сравнению 
с группой, получавшей свободный RBD (рис.  1). 
Полученные данные позволяют предположить, 
что белок А, связываясь с Fc-фрагментами им-
муноглобулинов, может усиливать презентацию 
антигена иммунным клеткам, что способствует 
более эффективной активации гуморального им-
мунного ответа. Это согласуется с современными 
представлениями о роли Fc-зависимых механиз-
мов в модуляции иммунного ответа, особенно в 
контексте использования адъювантов для усиле-
ния иммуногенности антигенов [10].
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Необходимо обратить внимание, что иммун-
ный ответ для групп Con-S и Con-E был в значи-
тельной степени гетерогенным, часть животных 
отвечала слабо или не ответила совсем, в то время 
как в группе внутримышечного введения у всех 
животных наблюдали индукцию специфических 
антител, а реципрокный титр антител в сыворот-
ках лежал в диапазоне 104-105. Этот результат, по 
всей видимости, связан с тем, что интраназаль-
ное введение и использование мышей как моде-
ли сопряжено со сложностью контроля полноты 
введения препарата. В то же время полученный 
результат указывает на достоверную способность 
конъюгатов белка А стимулировать выработку 
специфического иммунитета.

Наше исследование показало принципи-
альную возможность использования белка А 
Staphylococcus aureus для получения вакцинных 
конструкций. На следующем этапе планируется 
изучение местного иммунитета, в первую очередь 
уровня IgA на слизистых оболочках и клеточного 
иммунного ответа.

Выводы
Интраназальное введение конъюгатов реком-

бинантного белка А Staphylococcus aureus с RBD-
доменом спайкового белка SARS-CoV-2 (вариант 
Delta) индуцировало высокие титры специфиче-
ских IgG в сыворотке крови мышей, сопостави-
мые с внутримышечным введением свободного 
RBD. Оба метода конъюгирования (с использова-
нием Sulfo-SMCC и EDC) показали схожую эф-
фективность, что подтверждает стабильность и 
функциональность полученных комплексов. 
Конъюгаты достоверно усиливали гуморальный 
иммунный ответ по сравнению с интраназальным 
введением RBD без адъюванта, что свидетельству-
ет о способности белка А выступать в роли муко-
зального адъюванта. Наблюдалась значительная 
вариабельность уровня антител среди животных 
в группах интраназального введения, что может 
быть связано с техническими сложностями кон-
троля дозировки при мукозальной иммунизации 
или индивидуальными особенностями проник-
новения антигена через слизистый барьер.
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