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Резюме. Большинство методов оценки Т-клеточного иммунитета трудоемки и непригодны для 
рутинной лабораторной диагностики. Это стимулирует исследователей к созданию доступных и вос-
производимых тестов. Цель исследования – сопоставление трех методов оценки уровня клеточного 
иммунного ответа на антигены вируса SARS-CoV-2 у переболевших и привитых от новой корона-
вирусной инфекции. Обследованы: 26 человек, перенесших COVID-19 в легкой или среднетяжелой 
форме (группа 1), 19 человек, дважды привитых «Спутником V», не болевших COVID-19 (группа 2), 21 
человек, перенесший COVID-19 и дважды вакцинированных «Спутником V» (группа 3) и 14 человек, 
дважды перенесших COVID-19 (группа 4). Мононуклеары периферической крови выделяли гради-
ентным центрифугированием. При оценке первым методом мононуклеары инкубированы с S-белком 
вируса SARS-CoV-2, окрашивали флуоресцентно мечеными антителами, затем на проточном цито-
метре BD FACS Canto II подсчитывали процент CD8highCD107a+. При оценке методом ELISpot на 
наборе Human IFN-γ ELISpot продукцию IFNγ стимулировали S-белком SARS-CoV-2, или смесью 
пептидов белков SARS-CoV-2 на наборе Corona-T-test. По уровню экспрессии CD107a на CD8high в 
группах 1, 2, 3 и 4 и количеству продуцентов IFNγ на S-белок вируса SARS-CoV-2 на наборе Human 
IFN-γ ELISpot значимых различий не обнаружено. Продукция IFNγ группы 3 (гибридный иммуни-
тет) значимо ниже (317,29±19,04 пг/мл) групп 1 и 2 (постинфекционный и поствакцинальный имму-
нитет) 454,95±20,32 и 470,77±26,24 пг/мл. Относительный уровень IFNγ-продуцирующих клеток в 
группе 2 был выше (22,34±3,77) против 16,83±2,35 в группе 1 и 15,46±1,83 в группе 3, относительный 
уровень продукции IFNγ в этих группах не различался. Стимуляция полноразмерным S-белком об-
наружила значимое снижение количества пятен в группе 4 (прорывной иммунитет) 30,59±2,29 про-
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тив 58,97±4,47 в группе 3, а стимуляция смесью пептидов SARS-CoV-2 в группе 4 по сравнению с 
группой 3 выявила значимое повышение количества IFNγ-продуцирующих клеток 86,72±7,20 против 
69,38±5,53 и продукции IFNγ 991,25±65,18 пг/мл против 760,76±50,70 пг/мл и в относительном вы-
ражении, 10,30±2,77 против 8,61±2,66 и 68,10±9,41 против 48,35±8,15 соответственно. Результаты 
трех методов оценки клеточного иммунного ответа положительно, но с разной силой коррелируют 
между собой. 

Ключевые слова: клеточный иммунитет, SARS-CoV-2, гибридный иммунитет, прорывной иммунитет, ELISpot, 
цитотоксические лимфоциты, CD8+
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Abstract. Most techniques for evaluation of T-cell immunity are laborious and unsuitable for routine 
laboratory diagnostics, thus encouraging researchers to look for accessible and reproducible tests. The purpose 
of our study is to compare three methods aimed for evaluation of cellular immune response levels to the SARS-
CoV-2 viral antigens in patients who have been ill and vaccinated against a new coronavirus infection. We have 
examined 26 persons who experienced mild or moderate COVID-19 (group 1); 19 people vaccinated twice 
with Sputnik V, who did not have clinical COVID-19 (group 2); 21 subjects who had COVID-19 and were 
twice vaccinated with Sputnik V (group 3), and 14 persons who had COVID-19 twice (group 4). Peripheral 
blood mononuclear cells were isolated by gradient centrifugation. The first tested technique was performed as 
follows: the mononuclear cells were incubated with the S-protein of the SARS-CoV-2 virus, and stained with 
fluorescently labeled antibodies. The percentage of CD8highCD107a was counted by means of BD FACS Canto 
II flow cytometer. When assessed by the ELISpot method with “Human IFN-γ ELISpot” kit, IFNγ production 
was stimulated by SARS-CoV-2 S-protein, or a mixture of SARS-CoV-2 protein peptides in the “Corona-
T-test” kit. There were no significant differences in the levels of CD107a expression on CD8high cells between 
the groups 1, 2, 3, and 4, as well as in amounts of IFNγ producers against SARS-CoV-2 S-protein when using 
“Human IFN-γ ELISpot” kit. Production of IFN was significantly lower in group 3 (hybrid immunity), 
i.e., 317.29±19.04 pg/ml compared to groups 1 and 2 (post-infection and post-vaccination immunity), i.e., 
454.95±20.32 and 470.77±26.24 pg /ml, respectively. The relative level of IFNγ-producing cells in group 2 was 
higher (22.34±3.77) versus 16.83±2.35 in group 1, and 15.46±1.83 in group 3, whereas the relative levels of 
IFNγ did not differ in these groups. Stimulation with full-length S-protein showed a significant reduction in the 
number of spots in group 4 (breakthrough immunity), i.e., 30.59±2.29 vs 58.97±4.47 in group 3. Stimulation 
with a mixture of SARS-CoV-2 peptides in group 4 vs group 3 revealed a significantly increased number of 
IFNγ-producing cells (86.72±7.20 versus 69.38±5.53) and higher IFNγ production (991.25±65.18 pg/ml 
versus 760.76±50.70 pg/ml). Appropriate relative values were as follows: 10.30±2.77 versus 8.61±2.66, and 
68.10±9.41 versus 48.35±8.15, respectively. The results of three methods for evaluation of cellular immune 
response correlate positively with each other, but at different significance levels.

Keywords: cellular immunity, SARS-CoV-2, hybrid immunity, breakthrough immunity, ELISpot, cytotoxic lymphocytes, CD8+ cells

Введение
Характерными признаками адаптивного им-

мунитета являются антигенная специфичность и 
иммунологическая память. Способность созда-
вать долговременную иммунологическую память 
обеспечивает уникальный механизм защиты хо-
зяина при последующих контактах с вирусом [28]. 
В зависимости от особенностей функционирова-
ния гуморального и клеточного адаптивного им-

мунитета у конкретного больного формируются 
клинические варианты и исходы заболевания, 
включая и COVID-19 [10]. 

Ключевая роль в элиминации вируса при-
надлежит цитотоксическим CD8+ лимфоцитам. 
При COVID-19 СD8+ клетки препятствуют ре-
пликации вируса в дыхательных путях. Именно 
CD8+ лимфоцит распознает зараженные вирусом 
клетки и либо контактным путем через взаимо-
действие FAS-FASL, либо за счет выброса со-
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держимого цитотоксических гранул индуцирует 
апоптоз таких клеток, уничтожая также реплици-
рующийся вирус. CD4+Т-хелперы координируют 
противовирусный иммунный ответ. Медиатором 
противовирусного ответа считают IFNγ, кото-
рый усиливает фагоцитоз макрофагами апопто-
тических клеток и вирусов, нейтрализованных 
антителами. Ответ CD4+Т-хелперов отличается в 
зависимости от вида вируса, в некоторых случа-
ях реакция является защитной, в других случаях 
она может быть даже опасной для макроорга-
низма [6]. Функциональная активность иммун-
ных клеток определяется скоординированной 
активностью сигнальных путей [8]. Измерение 
функционального состояния клеточного иммун-
ного ответа в образце крови пациента способно 
улучшить прогнозирование клинического исхода 
заболевания или сохранения симптомов (дли-
тельный COVID), поддержать разработку вакцин 
и безопасных иммуномодулирующих методов ле-
чения [13]. Продемонстрированы формирование 
иммунологической памяти Т-клеток и эффек-
торные реакции против широкого спектра эпи-
топов вируса SARS-CoV-2 [9, 14, 22, 24, 29]. 

Оценка противовирусного Т-клеточного от-
вета является крайне важным аспектом изучения 
адаптивного иммунитета в дополнение к серо-
логическим тестам. Большинство анализов на 
Т-клетки трудоемки и непригодны для рутинной 
лабораторной диагностики. Ввиду отсутствия 
единой системы тестирования характеристик 
клеточного иммунного ответа против SARS-
CoV-2 многими исследовательскими группами 
предприняты усилия по созданию доступных и 
воспроизводимых тестов [15, 17]. Количество 
и функции лимфоцитов исследуют в анализе с 
предельным разведением (Limiting dilution assay), 
внутриклеточным окрашиванием цитокинов 
(Intracellular Cytokine Staining), методом тетраме-
ров [11] и ELISpot [27]. По чувствительности ана-
лиз ELISpot превосходит другие методы опреде-
ления антигенспецифических лимфоцитов [19]. 
Чувствительность ELISpot позволяет обнаружить 
антигенспецифичные Т-клетки, которые секре-
тируют цитокины и эффекторные молекулы, та-
кие как гранзим В и перфорин [19]. Мониторинг 
цитотоксических клеток с помощью ELISpot – 
золотой стандарт для оценки антигенспецифиче-
ского Т-клеточного иммунитета в клинических 
испытаниях вакцинных препаратов. Наиболее 
часто используемым анализом ELISpot являет-
ся тест на IFNγ [19, 20, 25]. ELISpot может быть 
применен для определения разных субпопуля-
ций активированных Т-клеток с использовани-
ем цитокинов, таких как Th1 (цитокины IFNγ, 
IL-2, IL-12, и TNFα), Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 и 
IL-13) и Th17 (IL-17). Однако IFNγ синтезируют 
Th1, CD8+ цитотоксические лимфоциты, NK- и 
NKT-клетки [21], а выделение CD8+ субпопуля-
ции приводит к большим потерям клеток, как и 

пермеабилизация для внутриклеточного окраши-
вания, а использование тетрамеров рестрициро-
вано по HLA, что делает этот тест непригодным 
для популяционных исследований.

Мы также попытались внести свой вклад, ис-
пользуя хорошо известную способность СD8+ 
клеток при распознавании вирусных пептидов в 
составе MHC-I на поверхности зараженной клет-
ки формировать синапс и выбрасывать перфорин 
и гранзимы в синаптическую щель. В этот мо-
мент на поверхности такой СD8+ клетки оказы-
вается молекула CD107а [5]. Экспрессия молекул 
CD107a может выступать в качестве маркера де-
грануляции СD8+ клеток после антигенспецифи-
ческой стимуляции [12]. Мы апробировали такой 
подход к исследованию Т-клеточного иммуните-
та при исследовании ответа на антигены вирусов 
кори, краснухи и эпидемического паротита [2, 3].

Целью нашего исследования было сопоставле-
ние трех методов оценки уровня клеточного им-
мунного ответа на антигены вируса SARS-CoV-2 
у переболевших и привитых от новой коронави-
русной инфекции.

Материалы и методы
С сентября 2021 г. по май 2022 г. было про-

ведено простое открытое сравнительное обсле-
дование 80 взрослых добровольцев. Из них 26 
человек перенесли COVID-19 в легкой или сред-
нетяжелой форме, имели ПЦР-подтвержденный 
клинический диагноз заболевания давностью 
от 2 до 12 мес. (постинфекционный иммуни-
тет, группа 1); 19 человек были дважды привиты 
«Спутником V» и не болели COVID-19, срок от 
первой прививки от 3 до 9 мес. (поствакциналь-
ный иммунитет, группа 2); 21 человек перенес-
ли COVID-19 и были дважды вакцинированы 
«Спутником V» (гибридный иммунитет, груп-
па 3); 14 человек перенесли COVID-19 дважды: 
первый раз в 2020-2021 гг. и повторно – в январе-
феврале 2022 г. (штамм «Омикрон»), они соста-
вили группу 4 (прорывной иммунитет). Кровь из 
локтевой вены брали утром натощак в вакуумную 
пробирку с гепарином 4 мл. Исследование одо-
брено локальным этическим комитетом ФБУН 
МНИИЭМ им.  Г.Н.  Габричевского (протокол 
№  58), обследованные подписывали информи-
рованное согласие.

Мононуклеары периферической крови вы-
деляли с помощью центрифугирования на гра-
диенте плотности фиколл-верографин, ρ = 1,077 
(ООО «ПанЭко», РФ), отмывали центрифуги-
рованием и добавляли 1 мл среды RPMI-1640 с 
добавлением 2 мМ L-глютамина, гентамицина 
и 10% эмбриональной телячьей сыворотки. Су-
спензию мононуклеаров делили на 3 порции. 
Клеточный иммунитет на антигены вируса SARS-
CoV-2 определяли тремя разными способами. 

Первый способ: мононуклеары вносили по 
2,5 × 105 на лунку, в лунки 96-луночной стериль-
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ной панели (отрицательный контроль), добавля-
ли раствор моненсина в конечной концентрации 
10 мкМ и моноклональные антитела к антигену 
CD107a-PE-Cy5 в конечном разведении 1:100, 
конечный объем в лунке составил 200 мкл. Для 
стимуляции мононуклеаров S-антигеном вируса 
SARS-CoV-2 использовали лунки панели от на-
бора для определения антител к S-белку вируса 
SARS-CoV-2 методом ИФА, в которых на дно 
лунок сорбирован полноразмерный S-белок, 
согласно инструкции производителя. Исполь-
зован набор «SARS-CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ» 
(АО «Вектор-Бест», г. Новосибирск). Перед на-
чалом эксперимента лунки были простерилизо-
ваны с помощью ультрафиолетового облучения в 
стерильных условиях в течение 30 минут. Пробы 
инкубировали при 37 °C во влажной атмосфере и 
5% CO2 20 часов. По окончании инкубации клет-
ки ресуспендировали, переносили в пробирки 
для проточной цитометрии и отмывали центри-
фугированием (300g 5 мин) в растворе CellWash. 

Затем клетки окрашивали антителами к антигену 
CD8-FITC 20 минут в темноте при 4 °C, повторно 
отмывали при тех же условиях, и фенотипирова-
ли с помощью проточного цитометра BD FACS 
Canto II (технологии и программное обеспечение 
Becton Dickinson, США). Для анализа выделяли 
лимфоидный гейт, в нем в режиме FITC-SSS вы-
деляли гейт лимфоцитов, высоко экспрессирую-
щих антиген CD8 (CD8high) – это субпопуляция 
цитотоксических Т-лимфоцитов. Далее на гра-
фике CD107a-РЕ-Су5 против CD8-FITC подсчи-
тывали процент дважды положительных клеток 
(рис.  1). Полученное число отражает процент 
цитотоксических лимфоцитов, распознавших 
антигены S-белка коронавируса и ответивших 
цитотоксической реакцией, заключающейся в 
выделении содержимого цитотоксических гра-
нул относительно общего количества CD8+ цито-
токсических Т-лимфоцитов [4].

Второй способ: оценка клеточного иммуни-
тета методом ELISpot. Мононуклеары для кон-

Рисунок 1. Пример оценки клеточного иммунитета по экспресии CD107a на CD8hi лимфоцитах
Примечание. А – выделение лимфоидного гейта R1. Б – выделение гейта CD8hi R2. В – спонтанная экспрессия CD107a на CD8hi 
лимфоцитах. Г – индуцированная S-белком экспрессия CD107a на CD8hi лимфоцитах.
Figure 1. Example of cellular immunity study by CD107a expression on CD8hi lymphocytes
Note. A, Determination of the lymphoid gate R1. B, Selection of the gate CD8hi R2. C, Spontaneous expression of CD107a on CD8hi lymphocytes. 
D, S-protein-induced expression of CD107a on CD8hi lymphocytes.

А (А)

Г (D)

Б (B)

В (C)
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трольной пробы (2,5 × 105 на лунку) вносили в 
лунку стрипа от 96-луночной панели стандартно-
го набора для определения продукции IFNγ ме-
тодом ELISpot (Human IFN-γ ELISpot, Mabtech, 
Швеция). Мононуклеары опытной пробы стиму-
лировали S-антигеном, как описано выше (для 
первого способа определения клеточного имму-
нитета). Клетки инкубировали 4 часа при 37 °C во 
влажной атмосфере и 5% CO2. В предварительных 
опытах было показано, что этого времени доста-
точно для того, чтобы моноциты собрали анти-
ген. Далее мононуклеары тщательно ресуспен-
дировали и переносили в лунки стрипа от набора 
для ELISpot и продолжали инкубировать при тех 
же условиях еще 16 часов. По окончании инку-
бации содержимое лунок удаляли и промывали 5 
раз забуференным фосфатами физиологическим 
раствором (ЗФР) по 20 мкл на лунку. Конъюгат 
разводили 1:200 в бессывороточной среде RPMI-
1640, добавляли по 100 мкл на лунку и инкуби-
ровали 2 часа при комнатной температуре, снова 
промывали 5 раз ЗФР. Готовый ТМБ-субстрат до-
бавляли по 100 мкл на лунку и инкубировали при 
комнатной температуре до появления видимых 
пятен, согласно инструкции производителя. По-
сле этого жидкость из лунок удаляли, промывали 
2 раза деионизированной водой, затем проточ-
ной водой. После этого снимали поддон и про-
мывали мембрану с обратной стороны. Сушили 
стрипы на фильтровальной бумаге в темноте при 
комнатной температуре.

Третий способ: оценка клеточного иммуни-
тета также методом ELISpot, с использованием 
набора реагентов для определения Т-клеточного 
ответа на SARS-CoV-2 Corona-T-test (ФГБУ 
«НМИЦ гематологии», Россия) [25], специаль-
но разработанном для оценки клеточного им-
мунитета к пептидам белка вируса SARS-CoV-2. 
Для стимуляции Т-лимфоцитов в этом наборе 
используют смесь пептидов из белков корона-
вируса. Постановка теста осуществлялась в на-
шей модификации. Для проведения теста моно-
нуклеары вносили в лунки стрипа 96-луночной 
панели, входящей в набор (2,5 × 105 на лунку) в 
контрольной лунке клетки инкубировали в куль-
туральной среде, а в опытную лунку добавляли 
смесь пептидов белков вируса SARS-CoV-2 в ко-
нечной концентрации 1 μМ/мл и инкубировали 
при 37 °C во влажной атмосфере и 5% CO2 20 ча-
сов. По окончании инкубации содержимое лунок 
удаляли и промывали 5 раз 200 мкл ЗФР, добав-
ляли по 50 мкл на лунку раствор А, содержащий 
антитела к IFNγ, конъюгированные с биотином, 
и инкубировали 2 часа при комнатной темпера-
туре в темноте, снова промывали 5 раз ЗФР. Затем 
раствор В, содержащий концентрированный рас-
твор стрептавидина, конъюгированного с щелоч-
ной фосфатазой, разводили 1:100 буфером В, до-
бавляли по 50 мкл в каждую лунку, инкубировали 
30 мин при комнатной температуре в темноте и 

промывали 5 раз ЗФР, а затем 2 раз дистиллиро-
ванной водой. Добавляли раствор С, содержащий 
субстрат для щелочной фосфатазы BCIP/NBT+, 
по 50 мкл, инкубировали 15 мин в темноте и про-
мывали дистиллированной, а затем проточной 
водой. После этого снимали поддон и промывали 
мембрану с обратной стороны. Сушили стрипы 
на фильтровальной бумаге в темноте при комнат-
ной температуре.

Подсчет сформировавшихся пятен для метода 
2 и 3 осуществляли с помощью автоматизирован-
ного ELISpot-ридера AID (AID GmbH, Германия) 
(рис.  2, см. 2-ю стр. обложки). Программное обе-
спечение позволяет посчитать не только количе-
ство пятен на дне лунки, но также подсчитать их 
суммарную площадь и интенсивность окраски и 
рассчитать с помощью встроенных алгоритмов 
концентрацию IFNγ в каждой лунке.

Результаты исследования были подвергнуты 
статистической обработке. Для всех параметров 
было проведено исследование на нормальность 
распределения методом Колмогорова–Смирно-
ва. Данные представлены в виде средней ариф-
метической и ее ошибки (M±SE). Для сравнения 
групп использовали t-критерий. Уровень p < 0,05 
считали значимым. Корреляции рассчитывали 
по методу Пирсона.

Результаты
Ранее было показано, что спонтанный уро-

вень экспрессии молекулы CD107a на CD8high 
лимфоцитах при определении клеточного им-
мунитета к S-белку вируса SARS-CoV-2 не пре-
вышает уровень cut off = 1% [4]. Аналогичные 
результаты были получены для контрольной про-
бы, и в настоящем исследовании уровень клеточ-
ного иммунитета, оцененного с помощью спосо-
ба 1, представлен в процентах. Для методов 2 и 
3, основанных на ELISpot, спонтанный уровень 
составил 7,65±0,87 пятен на лунку. Результаты, 
полученные для разных обследованных лиц, раз-
личались. В связи с этим результаты, полученные 
методом ELISpot, были представлены двумя спо-
собами: за вычетом спонтанного уровня для каж-
дого обследованного и как отношение опытного 
к контрольному уровню для каждого испытуемо-
го (относительный показатель). Следует также 
отметить, что результаты, полученные методом 
ELISpot на двух разных тест-системах, несколь-
ко различались по методике проявления пятен. 
Объективно сложилось так, что оценка клеточ-
ного иммунитета в группах 1, 2 и половины груп-
пы 3 была осуществлена на тест-наборе Human 
IFN-γ ELISpot только вторым способом, а вторая 
половина группы 3 и группа 4 – на тест-наборе 
Corona-T-test вторым и третьим способом. Уро-
вень ответа на этих наборах различался, поэтому 
мы провели анализ результатов, полученных на 
разных тест-наборах отдельно.
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В таблице 1 представлены результаты для тех 
обследованных, которые были получены на на-
боре Human IFN-γ ELISpot. Из таблицы видно, 
что результаты, полученные при оценке экс-
прессии CD107a на CD8high лимфоцитах (первый 
способ оценки), который характеризует субпопу-
ляцию цитотоксических CD8+ лимфоцитов, спо-
собных распознать антигенные детерминанты 
S-белка вируса SARS-CoV-2 и ответить атакой с 
выбросом содержимого цитотоксических гранул, 
в группах 1, 2 и 3 значимо не различаются. По 
количеству пятен, т. е. клеток, ответивших синте-
зом IFNγ на S-белок вируса SARS-CoV-2, разли-
чий также нет. Однако по продукции IFNγ группа 
3 (гибридный иммунитет) значимо отличается 
(317,29±19,04 пг/мл) от групп 1 и 2 (постинфек-
ционный и поствакцинальный иммунитет) 
454,95±20,32 и 470,77±26,24 пг/мл соответствен-
но (р = 0,048). При анализе результатов ELISpot 
в относительном выражении выявлено значи-
мое превышение уровня IFNγ-продуцирующих 
клеток в группе 2 (поствакцинальный иммуни-
тет) 22,34±3,77 против 16,83±2,35 в группе 1 и 
15,46±1,83 в группе 3 (р = 0,033). В то же время 
по уровню продукции IFNγ различия не были 
выявлены.

В таблице 2 представлены результаты, полу-
ченные на наборе Corona-T-test и всеми тремя 
способами. Из таблицы видно, что при оценке 
клеточного иммунитета по экспрессии CD107a на 
CD8high лимфоцитах имеется тенденция на повы-
шение уровня ответа в группе 4 (прорывной им-
мунитет), однако эти различия не значимы. При 
оценке клеточного иммунитета вторым способом 
(стимуляция полноразмерным S-белком) обна-
ружено значимое снижение количества пятен в 

группе 4 30,59±2,29 против 58,97±4,47 в группе 
3 (р = 0,0034), по концентрации IFNγ это сни-
жение также проявляется (p < 0,05). Интересно, 
что при относительном расчете различий между 
группами не выявлено. При использовании для 
стимуляции клеточного ответа смеси пептидов 
(третий способ) выявлено значимое повыше-
ние количества пятен в группе 4 по сравнению с 
группой 3 (p < 0,05), и также по продукции IFNγ 
(р = 0,043). При относительном выражении ре-
зультатов обнаружена тенденция на увеличение 
количества пятен в группе 4 по сравнению с груп-
пой 3: 10,30±2,77 и 8,61±2,66 и значимое повы-
шение продукции IFNγ 68,10±9,41 и 48,35±8,15 
(р = 0,047). 

Из-за различий в использованных тест-
системах для ELISpot, невозможно корректно 
сравнить группу 4 (прорывной иммунитет) с 
группой 1 (постинфекционный иммунитет), хотя 
это было бы очень интересно. Однако поскольку 
группа 3 была представлена для анализа на обеих 
тест-системах, хотя это разные люди, с большой 
степенью натяжки можно отметить, что группа 
3 на тест-системе Corona-T-test имеет при сти-
муляции полноразмерным S-белком несколько 
меньшее количество пятен (58,97±4,47), чем на 
тест-системе Human IFN-γ ELISpot (80,04±5,87). 
Если принять такую тенденцию, то в группе 4 мы 
выявили бы значимо меньшее количество пятен, 
чем в группе 1 (р = 0,012). При этом по продукции 
IFNγ в группе 3, определенной двумя разными 
методами, различий нет. При таком допущении 
продукция IFNγ в ответ на стимуляцию S-белком 
в группе с прорывным иммунитетом была бы зна-
чимо ниже, чем в группе с постинфекционным 
(р = 0,047). При относительной оценке количе-

ТАБЛИЦА 1. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КЛЕТОЧНОГО ИММУНИТЕТА ПО ЭКСПРЕССИИ CD107a НА CD8high ЛИМФОЦИТАХ 
И МЕТОДОМ ELISPOT ПРИ ИНДУКЦИИ S-БЕЛКОМ SARS-CoV-2
TABLE 1. DETERMINATION OF CELLULAR IMMUNITY BY EXPRESSION OF CD107a ON CD8high LYMPHOCYTES AND BY  
THE ELISPOT METHOD UPON INDUCTION BY SARS-CoV-2 S-PROTEIN

Группа
Group CD8+CD107a+, % 

ELISpot, 
абсолютное 
количество

ELISpot, 
absolute value

IFNγγ, пг/мл 
IFNγ, pg/mL

ELISpot, 
относительное 

количество
ELISpot, relative 

value

IFNγγ, 
относительное 

количество
IFNγ, relative 

value

Группа 1
Group 1 10,09±1,35 83,23±6,63 454,95±20,32 16,83±2,35 42,79±8,09

Группа 2
Group 2 9,45±1,48 86,25±7,12 470,77±26,24 22,34±3,77* 42,98±10,43

Группа 3
Group 3 9,31±1,32 80,04±5,87 317,29±19,04* 15,46±1,83 45,64±8,84

Примечание. * p < 0,05.
Note. * p < 0.05.
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ТАБЛИЦА 2. СОПОСТАВЛЕНИЕ ТРЕХ СПОСОБОВ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КЛЕТОЧНОГО ИММУНИТЕТА К ВИРУСУ SARS-CoV-2
TABLE 2. COMPARISON OF THREE METHODS FOR DETERMINING CELLULAR IMMUNITY TO THE SARS-CoV-2 VIRUS

Группа
Group

Способ 1 
Method 1 
S-белок 
S-protein

Способ 2 
Method 2
S-белок
S-protein

Способ 3
Method 3 
Пептиды
Peptides
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Группа 3
Group 3

10,04±
1,37

58,97±
4,47

361,68±
18,84

7,48±
1,13

46,63±
9,37

69,38±
5,53

760,76±
50,70

8,61±
2,66

48,35±
8,15

Группа 4 
Group 4

12,27±
2,51

30,59±
2,29*

267,52±
17,38*

5,79±
0,81

34,06±
8,69

86,72±
7,20*

991,25±
65,18*

10,89±
2,77

68,10±
9,41*

Примечание. * p < 0,05.
Note. * p < 0.05.

ство пятен в группе 3 на тест-системе Corona-T-
test ниже в 2 раза, и при таком допущении в груп-
пе 4 было бы обнаружено значимое снижение по 
сравнению с группой 1 (р = 0,048), а по отноше-
нию уровней IFNγ различия были бы не значимы. 
Однако следует подчеркнуть, что сопоставление 
групп 1 и 4 чисто расчетные, поскольку результа-
ты были получены на разных тест-системах. 

Расчет корреляций Пирсона не выявил зна-
чимых корреляций между уровнями клеточного 
иммунного ответа, измеренного тремя исследо-
ванными нами способами, за исключением уме-
ренной положительной корреляции (r = 0,341) 
между относительным количеством пятен, ин-
дуцированных пептидным комплексом и полно-
размерным S-белком. В то же время выявлена 
сильная положительная корреляционная связь 
между количеством пятен и уровнем продукции 
IFNγ при стимуляции полноразмерным S-белком 
(r = 0,79) и очень сильная положительная корре-
ляция при стимуляции пептидным комплексом 
(r = 0,95).

Обсуждение
В нашем исследовании мы сопоставили три 

разных способа оценки клеточного иммунитета 
на антигенные детерминанты вируса SARS-CoV-2 
у 4 групп обследованных с разной историей кон-
такта с новой коронавирусной инфекцией. Сле-
дует подчеркнуть, что первый из использованных 
нами способов позволяет подсчитать процент 
цитотоксических CD8+ лимфоцитов, способных 

распознать антигенные детерминанты S-белка 
коронавируса и ответить атакой с выбросом со-
держимого цитотоксических гранул [7]. Эта ре-
акция является основной защитной реакцией 
клеточного иммунитета, позволяющей выявить и 
уничтожить зараженные коронавирусом клетки 
организма. В результате уничтожается размножа-
ющийся в клетках вирус и его компоненты, и ор-
ганизм очищается от вируса. При оценке резуль-
татов, полученных этим методом, можно видеть, 
что уровень поствакцинального клеточного им-
мунитета не отличается от постинфекционного, а 
повторная стимуляция (гибридный и прорывной 
иммунитет) не приводит к серьезному измене-
нию уровня клеточной защиты. 

При оценке клеточного иммунитета методом 
ELISpot по продукции IFNγ выявляется суммар-
ный эффект, поскольку IFNγ могут синтезиро-
вать Th1-хелперы, цитотоксические CD8+ лим-
фоциты, NK-клетки, NKT-клетки и γδТ-клетки. 
При этом NK, NKT-клетки и γδТ-клетки, по-
видимому, проявляют себя в тесте как спонтан-
ные продуценты IFNγ, тогда как Th1-хелперы и 
цитотоксические CD8+ лимфоциты способны 
распознать антигенные детерминанты S-белка 
коронавируса и являются индуцированными 
продуцентами IFNγ [16]. Следует отметить, что 
хелперов в крови в принципе больше, чем цито-
токсических клеток, Th1 являются более мощ-
ными продуцентами IFNγ, чем CD8+ лимфоци-
ты и далеко не все цитотоксические лимфоциты, 
распознавшие антиген, продуцируют IFNγ [21]. 
Более того, IFNγ не оказывает прямого противо-
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вирусного действия. Он является своеобразным 
дирижером, организатором противовирусного 
ответа, активируя клетки адаптивного и врожден-
ного иммунитета на борьбу с вирусом. Поэтому 
продукция IFNγ является лишь косвенным сви-
детелем активации клеточного ответа и не кор-
релирует прямо с эффективностью клеточной за-
щиты от вируса. Тем не менее метод ELISpot для 
оценки клеточного иммунитета весьма популярен 
в западных публикациях, предлагаются различ-
ные его модификации [8, 18, 26]. Мы сопоставили 
2 варианта этого метода, где индукторами кле-
точного иммунного ответа были смесь пептидов 
белков вируса SARS-CoV-2 или полноразмерный 
S-белок коронавируса. Оказалось, что при индук-
ции полноразмерным S-белком в группах с ги-
бридным и прорывным иммунитетом продукция 
IFNγ ниже, чем в группах с постинфекционным 
и поствакцинальным иммунитетом. Возможно, 
эти различия связаны с интенсивным процессом 
мутации коронавируса. Привитые и болевшие в 
начале пандемии отвечали на уханьский вариант 
S-белка, и именно этот вариант использовался 
для стимуляции клеточного иммунитета, тогда 
как у людей с гибридным и прорывным иммуни-
тетом штаммы при первичной и повторной встре-
че с коронавирусом могли сильно различаться. 
При этом доминантные клоны, сформированные 
на первый контакт, могут оказаться минорными 
при повторной встрече с антигеном. Стимуля-
ция S-белком уханьского штамма может ока-
заться не столь эффективной. В то же время при 
стимуляции комплексом пептидов, специально 
подобранными наиболее иммуногенными и кон-
сервативными последовательностями из разных 
белков вируса SARS-CoV-2, выявлено значимое 
превышение количества пятен и продукции IFNγ 
в группе с прорывным иммунитетом. Такая ди-
хотомия результатов может свидетельствовать о 
сужении спектра антигенспецифических клонов 
Т-лимфоцитов при повторных встречах с изме-
ненными мутациями штаммами вируса. С другой 
стороны, клеточные ответы на антигенные пеп-
тиды более консервативных белков коронавиру-
са, например, N-белка, могут оказываться более 
значимыми при повторных контактах с вирусом, 
чем ответы на подверженный частым мутациям 
S-белок.

Не было выявлено корреляции уровня кле-
точного иммунитета, определенного по экс-
прессии CD107a на CD8high лимфоцитах с ре-
зультатами, полученными методом ELISpot, что, 
по-видимому, связано с различиями в клеточ-
ных субпопуляциях, ответ которых определяет-
ся этими методами. Корреляция между индук-
цией иммунного ответа комплексом пептидов и 
полноразмерным S-белком была положительная, 
но умеренной силы, что объясняется разным со-
ставом пептидов, который презентируют моно-
циты при этих двух разных способах стимуляции. 
Сильная положительная корреляция между ко-
личеством пятен и уровнем IFNγ вполне понят-
на. Однако она менее 1, поскольку есть образцы, 
в которых сформировано много очень мелких 
пятен, а есть другой вариант, когда пятен не так 
много, но они крупные и интенсивно окрашены 
(рис. 2Б, Г; см. 2-ю стр. обложки). 

Заключение
Таким образом, можно заключить, что клеточ-

ный иммунный ответ имеет индивидуальные чер-
ты у разных людей. Отсутствие общепризнанного 
метода оценки Т-клеточного иммунитета, тако-
го, как иммуноферментный анализ для оценки 
гуморального иммунитета, и трудоемкость из-
вестных методов стимулирует многих авторов 
к сопоставлению этих методов [18, 20, 24, 26]. 
Также предпринимаются попытки разработки 
тестов более подходящих для оценки клеточного 
иммунитета к антигенам вируса SARS-CoV-2 [1, 
23]. Результаты, полученные разными методами, 
коррелируют между собой в той или иной степе-
ни, однако все еще не удается прийти к консен-
сусу относительно метода оценки Т-клеточного 
иммунитета на антигены. Тем не менее исследо-
вание Т-клеточного иммунитета крайне важно 
для оценки противовирусного иммунного ответа.
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