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Пандемия новой коронавирусной инфекции, продолжавшаяся более 3  лет, до сих пор сопрово-
ждается частыми мутациями в S-белке вируса SARS-CoV-2 и появлением всё новых вариантов 
вируса, вызывающих очередные вспышки заболеваемости. Из всех белков коронавирусов наи-
более иммуногенными являются S- и N-белки. Целью настоящего исследования было сопоставле-
ние особенностей гуморальных и Т-клеточных иммунных ответов на S- и N-белок вируса SARS-
CoV-2 у людей с разной историей взаимодействия с этим вирусом. Были обследованы: 27 человек, 
перенёсших COVID-19; 23 дважды привитых вакциной «Спутник V» и не болевших COVID-19; 
22 человека, перенёсших COVID-19 и через 6–12 мес. дважды привитых вакциной «Спутник V», и 
25  человек, дважды переболевших COVID-19. Уровень антител определяли иммуноферментным 
методом, клеточный иммунитет определяли по экспрессии CD107a на CD8high лимфоцитах после 
распознавания ими антигенов вируса SARS-CoV-2. Показано, что гуморальный иммунный ответ на 
N-белок формируют преимущественно короткоживущие плазмоциты, синтезирующие IgG-анти-
тела всех четырёх субклассов с постепенным переключением с IgG3 на IgG1. Ответ на S-белок 
представлен как короткоживущими плазмоцитами, формирующимися в начале ответа (IgG1- и 
IgG3-субклассы), так и долгоживущими (IgG1-субкласс). Динамика уровня антител, синтезируемых 
короткоживущими плазмоцитами, описывается распределением Фишера, а для описания уровня 
антител, синтезируемых долгоживущими плазмоцитами, более подходит распределение Эрлан-
га. Уровень антител в группах с гибридным иммунитетом превышает таковой в группе с пост-
вакцинальным иммунитетом, а в группе с прорывным иммунитетом – превышает уровень как 
для постинфекционного, так и поствакцинального иммунитета. Клеточный иммунитет на S- и 
N-белки вируса SARS-CoV-2 несколько различается в зависимости от способов его индукции (при-
вивка или заболевание). Важно, что гетерологичные иммунные ответы CD8+ Т-клеток, сформиро- 
ванные на N-белок других коронавирусов, могут участвовать в иммунной защите от SARS-CoV-2.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: COVID-19, SARS-CoV-2, N-белок, S-белок, антитела, вакцинация, гибридный 
иммунитет, клеточный иммунитет, прорывной иммунитет.
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Принятые сокращения: BAU – антитело-связывающая единица; SARS-CoV-2 – коронавирус острого респира-
торного синдрома 2; COVID-19 – коронавирусное инфекционное заболевание 2019 года.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Пандемия новой коронавирусной инфекции, 
продолжавшаяся более 3  лет, до сих пор сопро-
вождается частыми мутациями в S-белке корона-
вируса острого респираторного синдрома 2 (SARS-
CoV-2) и появлением всё новых вариантов этого 

вируса, вызывающих очередные вспышки забо-
леваемости. Это обстоятельство позволяет пред-
полагать, что эта инфекция останется с человече-
ством ещё на многие годы, вероятно, став менее 
тяжёлой, но тем не менее борьба с ней может 
превратиться в постоянную проблему  [1]. Из всех 
белков коронавирусов наиболее иммуногенными 
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являются S- и N-белки [2], то есть в ответ на вирус 
SARS-CoV-2 генерируются высокие уровни антител 
на S- и N-белки  [3,  4]. Разработанные на данный 
момент вакцины нацелены на S-белок, поскольку 
антитела к нему являются протективными, однако 
частые мутации в этом белке привели к падению 
эффективности соответствующих вакцин  [5, 6]. 
Увлечение исследователей S-белком оставило N-бе
лок несколько в тени, тем не менее он высококон-
сервативен среди коронавирусов и является од-
ним из наиболее распространённых структурных 
белков в инфицированных вирусом клетках [7]. 
Основная функция N-белка заключается в упа-
ковке геномной РНК вируса в длинный спираль-
ный рибонуклеокапсидный комплекс и участии в 
сборке вириона за счёт взаимодействия с вирус-
ным геномом и мембранным белком М [8]. Распо-
ложение N-белка в центре вириона коронавируса 
объясняет, почему даже высокий уровень антител 
к этому белку не является протективным: анти-
тела не могут попасть внутрь собранного вириона 
и связаться с N-белком, и эффекты анти-N антител 
недостаточно изучены к настоящему времени [9]. 
В то же время N-белок является репрезентативным 
антигеном для Т-клеточного ответа. Показано, 
что Т-клеточные ответы формировались на вирус 
SARS-CoV-1 и сохранялись многие годы  [10, 11, 12]. 
Опираясь на высокую консервативность N-белка, 
были обнаружены эпитопы для Т-клеточных от-
ветов, перекрёстные между SARS-CoV-2 и другими 
коронавирусами человека [13].

Целью настоящего исследования было сопо-
ставление особенностей гуморальных и Т-клеточ-
ных иммунных ответов на S- и N-белок вируса 
SARS-CoV-2 у людей с разной историей взаимодей-
ствия с этим вирусом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Когорта обследованных людей и сбор биоло-
гического материала. В простое открытое сравни-
тельное исследование были включены 97 взрослых 
добровольцев в возрасте 18–73 лет. Из них 27 чело-
век имели в анамнезе COVID-19 (коронавирусное 
инфекционное заболевание 2019  года) в лёгкой 
или среднетяжёлой форме, подтверждённое хотя 
бы одним положительным ПЦР-тестом. Эти люди 
были обследованы 4–7 раз через 1–18 мес. от нача-
ла заболевания и составили группу 1 (постинфек-
ционный иммунитет). Группу 2 (поствакциналь-
ный иммунитет) составили 23  человека, дважды 
привитых вакциной «Спутник V» и не болевших 
COVID-19; в группу 3 вошли 22 человека, перенёс-
ших COVID-19 и через 6–12 мес. дважды привитых 
вакциной «Спутник V» (гибридный иммунитет), а в 
группу 4 (прорывной иммунитет) были включены 

25  человек, дважды переболевших COVID-19: пер-
вый раз в 2020–2021 гг. и повторно в 2022 г. (штамм 
омикрон). Кровь для исследования брали из локте-
вой вены в две вакуумные пробирки по 4 мл каж-
дая: с гепарином – для изучения клеточного имму-
нитета, и с активатором свёртывания и гелем – для 
выделения сыворотки крови для оценки гумораль-
ного иммунитета к антигенам вируса SARS-CoV-2. 
Исследование одобрено локальным этическим 
комитетом ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского 
(протокол № 58 от 15.12.2021). От каждого из вклю-
чённых в исследование участников было получе-
но информированное добровольное согласие.

Определение уровней антител. Сыворотку 
крови получали центрифугированием, разлива-
ли в пробирки типа «Эппендорф» и хранили при 
−70 °С до исследования. Антитела определяли им-
муноферментным методом, к S-белку вируса SARS-
CoV-2 – с помощью тест-систем «SARS-CoV-2-IgG ко- 
личественный-ИФА-БЕСТ» (АО «Вектор-Бест», Ново-
сибирск, Россия), а к N-белку  – на тест-системе 
«N-CoV-2-IgG PS» (ФБУН НИИЭМ им. Пастера, Санкт-
Петербург, Россия). Субклассы IgG-антител к анти-
генам вируса SARS-CoV-2 исследовали с помощью 
ранее разработанной нами модификации ИФА-ме-
тода  [14, 15]. Кратко: мы использовали 96-луноч-
ные панели с сорбированным полноразмерным 
S-антигеном вируса SARS-CoV-2 от коммерческого 
набора «SARS-CoV-2-IgG количественный-ИФА-
БЕСТ» (АО «Вектор-Бест») или с N-белком вируса 
SARS-CoV-2 от коммерческого набора «N-CoV-2-IgG 
PS» (ФБУН НИИЭМ им. Пастера). Вместо анти-IgG 
конъюгатов, входящих в набор, использовали ме-
ченные пероксидазой анти-IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4 
моноклональные антитела («Полигност», Россия) 
в концентрации 1 мкг/мл. Все остальные этапы 
определения антител проводили согласно ин-
струкции к наборам.

Определение клеточного иммунитета. Из про
бы гепаринизированной крови в стерильных усло-
виях методом градиентного центрифугирования 
(ρ = 1,077; ООО «ПанЭко», Россия) выделяли фрак-
цию мононуклеаров и отмывали от тромбоцитов. 
Мононуклеары в среде RPMI-1640 с добавлением 
2  мМ L-глютамина, гентамицина и 10%-ной эм-
бриональной телячьей сыворотки (ООО «ПанЭко») 
вносили в количестве 2,5 × 105 в лунки 96-луноч-
ной стерильной панели, добавляли раствор монен-
сина в конечной концентрации 10 мкМ и моно-
клональные антитела к антигену CD107a-PE-Cy5 в 
конечном разведении 1  : 100 (контрольная проба), 
конечный объём в лунке  – 200 мкл. Для стиму-
ляции мононуклеаров S- и N-антигенами вируса 
SARS-CoV-2 использовали лунки панелей от набо-
ров для определения антител к S- и N-белку вируса 
SARS-CoV-2 методом ИФА, в которых на дно лунок 
сорбирован S- или N-белок вируса SARS-CoV-2.  
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Был использован набор «SARS-CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ» 
(АО «Вектор-Бест») для стимуляции S-белком и 
«N-CoV-2-IgG PS» (ФБУН НИИЭМ им. Пастера) для 
стимуляции N-белком вируса SARS-CoV-2. Поскольку 
лунки панелей для ИФА-наборов не стерильны, пе-
ред началом эксперимента используемые стрипы 
были простерилизованы с помощью 30-мин уль-
трафиолетового облучения. Опытные и контроль-
ные пробы инкубировали при 37 °C во влажной ат-
мосфере и 5% CO2 20 ч, переносили в пробирки для 
цитофлуориметрии, отмывали раствором CellWash 
(300 g, 5 мин), окрашивали антителами к антигену 
CD8-FITC 20 мин в темноте при 4 °C и снова отмы-
вали при тех же условиях. Иммунофенотипирова-
ние проводили с помощью проточного цитометра 
BD FACS CantoII (технологии и программное обес-
печение  – «Becton Dickinson», США). При анализе 
результатов выделяли лимфоидный гейт, а в нём – 
гейт лимфоцитов, высокоэкспрессирующих анти-
ген CD8 (CD8high). Затем подсчитывали процент 
клеток CD8highCD107a+, представляющих собой ци-
тотоксические Т-лимфоциты, распознавшие S- или 
N-антиген вируса SARS-CoV-2 и ответивших на это 
распознавание выбросом содержимого цитотокси-
ческих гранул (цитотоксической атакой). Грани-
цей спонтанной экспрессии молекулы CD107a на 
CD8high лимфоцитах считали уровень 1% [15].

Статистический анализ. Для статистической 
обработки полученных результатов было проведе-
но исследование на нормальность распределения 
методом Колмогорова–Смирнова. Для параметров 
уровней анти-S и анти-N IgG-антител гипотеза о 
нормальности распределения не была подтвер-
ждена. Количество антител выражали в BAU/мл 
(BAU  – антитело-связывающая единица). Уровень 
антител представлен в виде медианы (1–3  квар-
тиль): Me (LQ-HQ). Различия между группами оце-
нивали методом Манна–Уитни. Для параметров 
процентного уровня субклассов IgG и клеточного 
иммунитета была подтверждена гипотеза о нор-
мальности распределения. Результаты оценки 
процентного уровня субклассов IgG и клеточного 
иммунитета представлены в виде среднего ариф-
метического значения и его ошибки (M ± SE). Кор-
реляции оценивали методом Пирсона. Различия 
при p < 0,05 считали значимыми.

Математическое моделирование. Проведена 
аппроксимация результатов измерения уровня 
IgG-антител к S- и N-белку вируса SARS-CoV-2 в 
зависимости от времени с начала заболевания. 
Наблюдаемые зависимости изменения концен-
трации антител от времени соответствовали 
распределению, которое обладает следующими 
характеристиками: начальное значение соответ-
ствует началу координат, затем следует резкий 
рост функции до определённого максимального 
значения, после этого происходит плавный спад 

значения рассматриваемой величины. Как извест-
но из математической статистики, такой характер 
зависимости описывается распределениями Фише-
ра и Эрланга. Эти функциональные зависимости 
широко известны в статистическом анализе, тео-
рии вероятностей и в биологии и относятся к груп-
пе распределений Пирсона III типа (гамма-распре-
деления). В нашем исследовании рассматриваются 
две из них: распределение Эрланга (1)

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. Комби-
нация значений параметров k и λ отвечает за по-
ложение экстремума графика, значение функции в 
точке экстремума и плавность перегиба функции.

Второе рассмотренное распределение  – рас-
пределение Фишера (2)

f (x; n, m, c) = { 
c · x

n
2

−1

 (1+ n·x)
n+m

m
2  

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 характеризу-
ется более плавным ростом и падением значений 
функции, в то время как распределение Фишера 
позволяет описывать функции, значение которых 
достаточно резко падает после достижения макси-
мума и затем плавно асимптотически стремится 
к нулю.

В данном исследовании выбор общего вида 
аппроксимирующей функции осуществлялся в 
зависимости от характера наблюдаемых зависимо-
стей. Был организован алгоритмический процесс 
перебора значений коэффициентов для достиже-
ния наилучшей оценки среднеквадратического 
отклонения результирующей кривой аппрокси-
мации от экспериментальных данных.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Динамика уровней IgG-антител к антигенам 
вируса SARS-CoV-2 в сыворотке крови переболев-
ших COVID-19 людей (группа  1) представлена на 
рис.  1. На рисунке видно, что IgG-антитела, рас-
познающие N-белок коронавируса (линия  1), по-
являлись раньше, и их уровень нарастал в крови 
быстрее, имел острый пик со значением 1033,2 
(807,04–1215,6) BAU/мл через 3 мес. от начала забо-
левания и быстро снижался до уровня 75,5 (25,5–
182,2) BAU/мл через 18 мес. при значении «cut off» 

0 x < 0
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Рис. 1. Уровень IgG-антител к антигенам вируса SARS-CoV-2. Кривые: 1 – IgG-антитела к N-белку вируса SARS-
CoV-2 (экспериментальные данные); 2 – IgG-антитела к S-белку вируса SARS-CoV-2 (экспериментальные данные); 
3 – аппроксимация Фишера уровня IgG-антител к N-белку вируса SARS-CoV-2 (короткоживущие плазмоциты); 
4 – аппроксимация Фишера уровня IgG-антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 (короткоживущие плазмоциты); 
5 – аппроксимация Эрланга уровня IgG-антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 (долгоживущие плазмоциты)

набора 33,5 BAU/мл. В то же время уровень анти-S 
антител (линия  2) нарастал в крови медленнее, 
выходил на плато после 4  мес. от начала заболе-
вания  – 819,5 (614,7–1538,3) BAU/мл  – и держался 
в течение года, снизившись к сроку 18  мес. до 
551,6 (372,5–757,5) BAU/мл. При этом кривая, отра-
жающая концентрацию анти-N антител, хорошо 
аппроксимируется с помощью распределения Фи-
шера по формуле (3):

fN−белок(x) = 8·108·
(0,2x)5,5

(1 + 0,52x)9  .	 (3)

На рис. 1 результат аппроксимации представ-
лен штрих-пунктирной линией 3.

В табл. 1 сопоставлены данные, полученные при 
анализе уровня IgG-антител к N-белку вируса SARS-
CoV-2 в сыворотке крови переболевших COVID-19 лиц 
и результаты расчётов по формуле (3). Из таблицы 
видно, что экспериментальные и расчётные дан-
ные различаются не более чем на  15%, при этом 
результаты расчётов строго лежат в интервале 
LQ-HQ для всех исследованных временных точек.

Попытки аппроксимации кривой  2 каким-то 
одним известным распределением не увенчались 

Таблица 1. Сопоставление экспериментальных данных об уровне IgG-антител к N-белку вируса SARS-CoV-2 
в сыворотке крови переболевших лиц (BAU/мл) и результатов расчётов по формуле (3)

Срок от начала  
заболевания N-белок (Me (LQ-HQ)) Расчёт  

(формула Фишера) (3)
Процент отклонения расчётного  
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%

18 мес. 75,5 (25,5–182,2) 66,76 11,6%
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успехом. Мы предположили, что кривая, отра-
жающая концентрацию анти-S антител, является 
результирующей двух процессов: формирования 
раннего антительного ответа на S-белок, пред-
ставленного короткоживущими плазмоцитами, и 
формирования антител долгоживущими плазмо-
цитами (на рисунке эти процессы обозначены 
штрих-пунктирными линиями  4 и 5). Процесс 
формирования и гибели этих плазмоцитов отра-
жается на концентрации производимых ими анти-
тел и обладает следующими свойствами: началь-
ное значение помещено в начало координат, затем 
следует резкий рост функции до определённого 
максимального значения, после этого происходит 
плавный спад значения рассматриваемой величи-
ны. Как известно из математической статистики, 
такой характер распределения описывается рас-
пределениями Фишера и Эрланга. Таким образом, 
необходимо было настроить два распределения 
данного вида, чтобы их сумма соответствовала 
кривой 2 на графике рис. 1. При этом образование 
антител ранними продуцентами аппроксимиру-
ется также с помощью распределения Фишера по 
формуле (4) (кривая 4 на рис. 1):

fS−белок Фишер(x) = 7·105·
(0,2x)4,5

(1+0,66x)13,75  .	 (4)

Тогда как кривая, описывающая синтез анти-
тел долгоживущими плазмоцитами, аппроксими-
руется распределением Эрланга (5) (кривая  5 на 
рис. 1):

fS−белок Эрланг(x) = 1100·
3,15,1· (0,11x)4,1·e−3,1x

4!  .	 (5)

При поиске наилучших значений коэффи-
циентов аппроксимирующих кривых использо-
вались точки данных за исключением точки но-
мер 6, соответствующей значению срока от начала 
заболевания 6  мес. Данная точка использовалась 
в качестве тестовой, для избежания переобучения 
модели.

В табл. 2 сопоставлены экспериментальные 
данные, полученные при определении уровней 
анти-S IgG-антител, и результаты аппроксимации 
по формулам (4) и (5). Из таблицы видно, что сумма 
результатов расчётов по формулам (4) и (5) откло-
няется от экспериментально полученных данных 
не более чем на 13% и строго укладывается в рас-
чётный интервал LQ-HQ для всех временных точек. 
В процессе выбора оптимальных коэффициентов 
для формул  (3), (4) и (5) с целью оценки качества 
применённых моделей были рассчитаны метрики 
качества: квадратный корень из среднеквадратич-
ной ошибки (RMSE) и средняя абсолютная процент-
ная 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 свидетель-
ствует о хорошем качестве предложенной модели.

Таблица 2. Сопоставление экспериментальных данных уровня IgG-антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 
в сыворотке крови переболевших лиц (BAU/мл) и результатов расчётов по формулам (4) и (5)

Срок от начала  
заболевания

S-белок  
(Me (LQ-HQ))

Расчёт 
(формула  

Фишера) (4)

Расчёт  
(формула  

Эрланга) (5)

Сумма расчётов  
по формулам  

(4) и (5)

Процент  
отклонения суммы 

расчётных значений 
от экспериментального

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%

18 мес. 551,6  
(372,5–757,5) 10,98 522,10 533,08 3,4%



ИММУНИТЕТ К S- И N-БЕЛКАМ ВИРУСА SARS-CoV-2 859

БИОХИМИЯ том 89 вып. 5 2024

а

б

Со
от

но
ш

ен
ие

 с
уб

кл
ас

со
в 

Ig
G

Со
от

но
ш

ен
ие

 с
уб

кл
ас

со
в 

Ig
G

Срок от начала заболевания

Срок от начала заболевания

Рис. 2. Динамика спектра субклассов IgG-антител к антигенам вируса SARS-CoV-2. а  –  N-белок вируса SARS-
CoV-2; б – S-белок вируса SARS-CoV-2
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Рис. 3. Сопоставление уровней IgG-антител к N- и S-белку у переболевших COVID-19 (группа 1), дважды при-
витых «Спутник V» (группа 2), переболевших, а после привитых «Спутник V» (группа 3) и дважды переболев-
ших COVID-19 (группа 4)
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Для моделирования изменений уровня IgG-
антител к S-белку в зависимости от времени, 
прошедшего от начала заболевания при исполь-
зовании коэффициентов, представленных в форму-
лах (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.

Динамика спектра субклассов IgG-антител, 
специфичных к N- и S-белку вируса SARS-CoV-2, 
представлена на рис. 2. Интересно, что на N-белок 
вырабатывались антитела всех 4  субклассов, при 
этом IgG2 и IgG4 были минорными, тогда как на 
S-белок были обнаружены антитела только IgG1- 
и IgG3-субклассов, а IgG2 и IgG4 вообще не выяв-
лялись. В гуморальном ответе на оба белка отме-
чается одна и та же тенденция: специфические 
антитела субкласса IgG3 постепенно замещаются 
на IgG1, что говорит о созревании антител, однако 
скорость и полнота такого замещения различа-
ются. Так, при ответе на S-белок уже через месяц 
после заболевания 54,6 ± 2,7% IgG-ответа представ-
лено IgG1-субклассом, тогда как на N-белок на 
этом сроке выявляется только 35,2 ± 1,1% антител 
IgG1-субкласса. В течение года уровень IgG1-анти-
тел на N-белок повышался, составил 71,38 ± 3,2% от 
всего IgG-ответа и сохранялся на этом уровне ещё 
6 мес. За это же время и у тех же людей IgG1-ответ 
на S-белок быстро повышался. Через 6 мес. он уже 
составлял 97,4 ± 0,5% всего IgG-ответа, а к 12  мес. 
достиг 100% у всех обследованных и сохранялся 
на этом уровне ещё 6 мес. наблюдения.

На рис. 3 представлено сопоставление уров-
ней IgG-ответов на N- и S-белок вируса SARS-CoV-2 
для 4  исследованных групп, для группы  1  – через 
3  мес. после начала заболевания, для группы  2 и 
3  – через 3  мес. после второй дозы вакцины, для 
группы  4  – через 3  мес. после начала повторного 
заболевания (штамм омикрон).

Из рисунка видно, что уровень анти-N и анти-S  
антител варьировал в разных группах. Так, у пере-

нёсших COVID-19 однократно (группа 1) уровень 
анти-N антител сильно варьировал, но не пре-
вышал значимо уровень анти-S антител. У вакци-
нированных «Спутник  V» (группа 2) анти-N анти-
тел обнаружено не было, что вполне объяснимо 
отсутствием N-белка в составе этой вакцины. 
В  группе  3 с гибридным иммунитетом (вакцина-
ция через 6–12 мес. после перенесённого COVID-19) 
уровень IgG-антител к N-белку был значимо ниже 
(р = 0,018), чем уровень антител к S-белку. Кроме 
того, уровень анти-S антител был значимо выше 
(p = 0,004), чем в группе 2. В группе 4 с прорывным 
иммунитетом (дважды перенёсшие COVID-19) от-
мечается значимый прирост как анти-S антител 
(p = 0,0006), так и анти-N антител (p = 0,042) по срав-
нению с группой 1.

На рис. 4 представлены результаты оценки 
вклада антител субкласса IgG1 в общий ответ IgG 
на N- и S-белок коронавируса. Интересно, что все 
IgG, отвечающие на S-белок, были представлены 
IgG1-субклассом во всех 4  группах. В то же время 
IgG1-ответ на N-белок составил 72,8 ± 3,5% в груп-
пе 1, вовсе отсутствовал в группе 2, так как у вакци-
нированных не было ответа на этот белок, в груп-
пе 3 значимо не отличался от группы 1 (75,9 ± 3,8%), 
что объяснимо, поскольку этот ответ сформиро-
вался на первичное заболевание COVID-19, а при 
последующей вакцинации в составе вакцины 
отсутствовал N-белок. В группе 4 (повторно пере-
болевших COVID-19) процент IgG1-антител достиг 
99,1 ± 0,3%, значимо отличаясь от уровней в груп-
пах 1 и 3 (p < 0,01), то есть при вторичном ответе на 
N-белок продолжилось созревание анти-N антител.

Результаты исследования клеточного им-
мунного ответа на N- и S-антигены вируса SARS-
CoV-2 представлены на рис.  5. Из рисунка видно, 
что клеточный ответ на S-белок значимо не раз-
личался между исследованными группами, хотя 
можно отметить тенденцию к его повышению в 
группе с прорывным иммунитетом. Клеточный 
ответ на N-белок был значимо ниже в группе 3,  
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Рис. 4. Вклад субкласса антител IgG1 в общий IgG-ответ на N- и S-белок вируса SARS-CoV-2
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Рис. 5. Клеточный иммунный ответ на N- и S-белок вируса SARS-CoV-2

чем в группах  1 и 4 (p < 0,05). Мы ожидали, что в 
группе 2 не будет клеточного ответа на N-белок 
(как было при исследовании гуморального). Такие 
результаты были получены для 17  человек дан-
ной группы. Однако у 6 человек, привитых «Спут-
ник V», не имевших антител к N-белку, а также не 
имевших антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 до 
вакцинации, проявился высокий клеточный ответ 
на N-белок, что дало в среднем уровень 5,94 ± 2,3% 
для группы 2. Выявлена сильная положительная 
корреляция между уровнями клеточных ответов 
на N- и S-белок (r = 0,937). Также выявлена слабая 
положительная корреляция между гуморальным и 
клеточным ответом на S-белок (r = 0,358) и отсут-
ствие корреляции между аналогичными парамет-
рами для N-белка.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате проведённых исследований уда-
лось показать, что концентрация IgG-антител к 
N-белку быстрее нарастает в крови переболевших 
COVID-19, чем уровень IgG-антител к S-белку. Уро-
вень анти-N антител демонстрирует более высокий 
и острый пик и более быстрое снижение. Подобные 
результаты были получены и другими независи-
мыми исследователями  [16]. Кривая изменения 
концентрации анти-N антител хорошо аппрокси-
мируется с помощью распределения Фишера (см. 
рис.  1), которое является частным случаем рас-
пределения Пирсона. В рассматриваемом случае 
на концентрацию антител в крови влияют два 
независимых события: формирование ранних, ко-
роткоживущих плазмоцитов, синтезирующих эти 
антитела, и гибель этих плазмоцитов с течением 
времени, что приводит к снижению концентра-
ции антител. Уровень анти-S антител изменялся 
во времени несколько иначе. Их концентрация 
нарастала медленнее, а вместо острого пика давала 

плато продолжительностью до года, после чего от-
мечалось постепенное снижение уровня антител. 
Попытки аппроксимировать такую кривую одной 
функцией не увенчались успехом. Мы считаем, 
что результирующая кривая концентрации анти-S 
антител является суммой двух независимых про-
цессов. Первый процесс  – формирование ранних 
короткоживущих плазмоцитов, синтезирующих 
анти-S антитела  – подобен таковому при синтезе 
анти-N антител и тоже хорошо аппроксимируется 
распределением Фишера. Интересно, что пики кри-
вых, описывающих формирование антител корот-
коживущими плазмоцитами для анти-N и анти-S 
антител, приходятся на срок 3  мес. после начала 
заболевания, и во второй части эти кривые идут 
практически параллельно друг другу, что свиде-
тельствует об идентичности соответствующих про-
цессов (см. рис. 1). Второй процесс – формирование 
долгоживущих плазмоцитов, также синтезирую-
щих анти-S антитела. Он более растянут во време-
ни и аппроксимируется распределением Эрланга 
(γ-распределение). Эта функция также является 
частным случаем распределения Пирсона и также 
применима для описания результата изменения во 
времени двух непрерывных независимых событий.  
В данном случае это формирование и гибель дол-
гоживущих плазмоцитов, продуцирующих анти-S 
антитела, что и отражается на концентрации этих 
антител в крови.

Известно, что короткоживущие плазмоциты 
продуцируют преимущественно антитела субклас-
са IgG3, а долгоживущие плазмоциты  – в основ-
ном IgG1-антитела [17]. Интересно, что в ответ на 
N-белок формируются антитела преимуществен-
но IgG3-субкласса, и переключение на IgG1-ответ 
происходит медленно, достигая уровня около 70% 
через 6  мес. после начала заболевания и остава-
ясь на этом уровне даже через 1,5  года. Похожие 
результаты были получены и другими исследова-
телями  [18]. В то же время при ответе на S-белок 
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такое переключение происходит значительно 
быстрее, превышая уровень 90% уже через 3  мес. 
после начала заболевания и достигая в дальней-
шем уровня 100%. Возможно, эти различия свя-
заны с тем, что в ответе на N-белок преобладают 
короткоживущие плазмоциты, а в ответ на S-белок 
формируются также и долгоживущие плазмоциты. 
Весьма вероятно, что такие различия в ответах 
на два высокоиммуногенных белка вируса SARS-
CoV-2 связаны с особенностями функций этих 
белков. Так, N-белок находится внутри вириона 
и активно функционирует на стадии репликации 
вируса. При этом анти-N антитела не являются 
протективными  [9]. Напротив, S-белок находится 
на поверхности вириона и отвечает за прикреп-
ление вируса и слияние с инфицируемой клет-
кой хозяина, поэтому антитела к нему блокируют 
вирус SARS-CoV-2 [19].

Если наши аппроксимации изменения уровня 
антител верны, то, согласно функции Эрланга, че-
рез 2 года после заболевания уровень анти-S анти-
тел должен был бы упасть чуть ниже 300 BAU/мл, 
через 3 года составил бы около 40 BAU/мл, а через 
4  года опустился бы ниже 10 BAU/мл, что счита-
ется значением «cut off» между отрицательным и 
положительным уровнем этих антител. Похожая 
динамика уровня антител наблюдалась у пациен-
тов, перенёсших заболевания вирусами SARS-CoV-1 
и MERS  [20]. Возможно, всё так и было бы, если 
бы вирус SARS-CoV-2 не мутировал столь часто и 
элиминировался бы из человеческой популяции. 
К сожалению, в реальности мы имеем иную кар-
тину. Вирус SARS-CoV-2 активно мутирует, и боль-
шинство мутаций приходится на S-белок, тогда как 
N-белок остаётся наиболее консервативным  [21]. 
Такие мутации позволяют вирусу уклоняться от 
антительной защиты, что приводит к повторным 
заболеваниям. Кроме того, активная вакцинация 
населения также внесла свои коррективы в про-
должительность антительной защиты от вируса 
SARS-CoV-2. Мы исследовали 4 группы людей, имев-
ших разную историю контактов с вирусом SARS-
CoV-2. Оказалось, что по уровню анти-S антител и 
IgG-субклассам дважды привитые вакциной «Спут-
ник V» не отличаются от переболевших COVID-19. 
А вот в группе дважды переболевших COVID-19 
(в начале пандемии и повторно вариантом оми-
крон) уровень и анти-N, и анти-S антител оказался 
значимо выше, чем у переболевших однократно. 
Интересно, что анти-N антитела не только увели-
чились в количестве, но и достигли практически 
100% по уровню антител IgG1-субкласса. Это гово-
рит о том, что хотя уровень анти-N антител, а, сле-
довательно, и плазмоцитов, их синтезирующих, на 
момент повторного заболевания был уже очень 
низким, В-клетки памяти ответили вторичным 
иммунным ответом на повторное распознавание 

N-белка, в результате чего произошло дополни-
тельное созревание анти-N антител. Анти-S анти-
тела продемонстрировали высокий бустер-эффект 
при повторном заболевании.

Клеточный иммунный ответ CD8+ цитотокси-
ческих лимфоцитов формировался как на S-, так 
и на N-белок. Показано, что Т-клеточные ответы 
формируются не только на структурные, но и на 
служебные белки вируса SARS-CoV-2  [22]. Уровень 
ответов на S-белок в четырёх исследованных нами 
группах значимо не различался. Это свидетель-
ствует о том, что CD8+ лимфоциты активно вовле-
каются в иммунный ответ как на заболевание, так 
и на вакцинацию от COVID-19. Так, было показано, 
что предсуществующие Т-клетки, реагирующие на 
белки вируса SARS-CoV-2, способны предотвратить 
развитие клинической картины заболевания [23]. 
Уровень клеточного ответа на N-белок в группе с 
гибридным иммунитетом (переболевшие, а позже 
привитые «Спутник V») оказался значимо ниже, 
чем в группе переболевших, что объясняется от-
сутствием N-белка в составе этой вакцины. Неожи-
данным было обнаружение высокого клеточного 
иммунного ответа на N-белок у 6 человек в группе 
привитых. При этом у них не было анти-N анти-
тел, и до вакцинации также не было выявлено ан-
тител к S-белку вируса SARS-CoV-2. Это может быть 
связано с гетерологичным иммунным ответом: ве-
роятно, эти люди ранее переболели одним из про-
студных коронавирусов, которые и до 2019  г. сво-
бодно циркулировали в человеческой популяции. 
N-Белок является чрезвычайно консервативным, и 
имеются перекрёстные эпитопы для Т-клеточных 
ответов у разных коронавирусов  [13]. Для  Т-кле-
точного ответа любой вирусный белок может быть 
антигеном, вызывающим атаку цитотоксических 
клеток. Возможно, наличие гетерологичных им-
мунных ответов на N-белок простудных корона-
вирусов обеспечивало защиту у людей, болевших 
COVID-19 легко или бессимптомно. С другой сто-
роны, нельзя исключить, что эти 6  человек пере-
несли инфицирование SARS-CoV-2 бессимптомно 
и без формирования IgG, но ответили формирова-
нием Т-клеточного ответа. Такие случаи описаны 
в литературе [24].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в результате проведённого 
исследования удалось показать, что гуморальные 
иммунные ответы на S- и N-белки вируса SARS-
CoV-2 формируются независимо друг от друга. 
При этом в ответ на N-белок формируются пре-
имущественно короткоживущие плазмоциты, 
синтезирующие IgG-антитела всех четырёх суб-
классов с постепенным переключением с IgG3-  
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на IgG1-ответ (около 70%). Ответ на S-белок пред-
ставлен, по-видимому, как короткоживущими 
плазмоцитами, формирующимися в начале от-
вета, так и долгоживущими плазмоцитами. Ко-
роткоживущие плазмоциты отвечают на S-белок 
субклассами антител IgG1 и IgG3, а долгоживу-
щие  – субклассом IgG1. Динамика уровня анти-
тел, синтезируемых короткоживущими плазмо-
цитами, описывается распределением Фишера, 
а для описания уровня антител, синтезируемых 
долгоживущими плазмоцитами, более подходит 
распределение Эрланга. Уровень антител в груп-
пах с гибридным иммунитетом превышает тако-
вой в группе с поствакцинальным иммунитетом,  
а в группе с прорывным иммунитетом – превышает 
как постинфекционный, так и поствакцинальный 
иммунитет. Клеточный иммунитет на S- и N-белки 
вируса SARS-CoV-2 несколько различается в зави-
симости от способов индукции этого иммунитета 
(прививка или заболевание). Важно, что гетероло-
гичные иммунные ответы CD8+ Т-клеток, сформи-
рованные на N-белок других коронавирусов, могут 
участвовать в иммунной защите от SARS-CoV-2.
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The pandemic of a new coronavirus infection, which has lasted for more than 3 years, is still accompa-
nied by frequent mutations in the S-protein of the SARS-CoV-2 virus and the emergence of new variants 
of the virus, causing new outbreaks of the disease. Of all the coronavirus proteins, the S- and N-proteins 
are the most immunogenic. The aim of this study was to compare the features of humoral and T-cell 
immune responses to the SARS-CoV-2 S- and N-protein in people with different histories of interac-
tion with this virus. The following were examined: 27 people who had COVID-19, 23 twice vaccinated 
with the Sputnik V vaccine and did not have COVID-19, 22 people who had COVID-19, and after 6-12 
months twice vaccinated with the Sputnik V vaccine, and 25 people who recovered from COVID-19 twice.  
The level of antibodies was determined by enzyme immunoassay, cellular immunity was determined  
by the expression of CD107a on CD8high lymphocytes after they recognized antigens of the SARS-CoV-2 
virus. It has been shown that the humoral immune response to the N-protein is formed mainly by 
short-lived plasma cells synthesizing IgG antibodies of all four subclasses with a gradual switch from 
IgG3 to IgG1. The response to the S-protein is represented by both short-lived plasma cells formed at 
the beginning of the response (IgG1 and IgG3 subclasses) and long-lived plasma cells (IgG1 subclass).  
The dynamics of the level of antibodies synthesized by short-lived plasma cells is described by the Fisher 
equation, and the Erlang equation is more suitable for describing the level of antibodies synthesized by 
long-lived plasma cells. The level of antibodies in the groups with hybrid immunity exceeds the level 
with post-vaccination immunity, and in the group with breakthrough immunity it exceeds both post-in-
fection and post-vaccination immunity. Cellular immunity to the S- and N-proteins of the SARS-CoV-2 
virus differs somewhat depending on the methods of induction of this immunity (vaccination or disease). 
Importantly, heterologous CD8+ T cell immune responses to the N-protein of other coronaviruses may be 
involved in immune defense against SARS-CoV-2.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, N-protein, S-protein, antibodies, vaccination, hybrid immunity, cellular 
immunity, breakthrough immunity


