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СУБЪЕДИНИЧНАЯ ВАКЦИНА «ДЕЛЬТА-ВАК» ИНДУЦИРУЕТ 
СИЛЬНЫЙ ГУМОРАЛЬНЫЙ ИММУННЫЙ ОТВЕТ ПРОТИВ 
SARS-CoV-2 
Несмеянова В.С., Меркульева Ю.А., Исаева А.A., Волкова Н.В., 
Беленькая С.В., Боргоякова М.Б., Волосникова Е.А., Есина Т.И., 
Даниленко Е.Д., Зайковская А.В., Олькин С.Е., Пьянков О.В., 
Ильичев А.А., Щербаков Д.Н.
ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии “Вектор”» Роспотребнадзора,  
р. п. Кольцово, Новосибирская обл., Россия

Резюме. Пандемия COVID-19 сконцентрировала внимание исследователей всего мира на борьбе с 
этой инфекцией. Важнейшим подходом противодействия COVID-19 стала разработка профилакти-
ческих вакцин на основе ряда платформ, включая ДНК- и РНК-вакцины, векторные и субъединич-
ные вакцины. Одной из таких платформ стали субъединичные вакцины, которые привлекательны 
в первую очередь из-за непревзойденного профиля их безопасности. Однако безопасность данных 
вакцин часто сопряжена с невысокой эффективностью, поэтому зачастую необходимо применять 
адъюванты, а также использовать более сложные схемы иммунизации. В то же время важным до-
стоинством субъединичных вакцин является масштабируемость и относительная простота производ-
ства, так как в процессе производства нет необходимости работать с живым вирусом или вирусными 
векторами. Целью работы была разработка кандидатной вакцины на основе рекомбинантного рецеп-
тор-связывающего домена (RBD) спайкового S-белка SARS-CoV-2 варианта Delta (B.1.617.2). В ис-
следовании применялись иммунологические методы, методы генной инженерии и биотехнологии. 
В ходе работы на основе клеток млекопитающих CHO-K1 разработан продуцент рекомбинантного 
RBD. Для получения белка, отвечающего требованиям инъекционных препаратов, была разработа-
на схема хроматографической очистки, включающая аффинную и ионообменную хроматографии. 
Предложен вариант субъединичной вакцины «Дельта-Вак» на основе полученного рекомбинантно-
го белка. Иммуногенность кандидатной вакцины «Дельта-Вак» оценивали на модели лабораторных 
мышей BALB/c. Проводили двукратную иммунизацию животных дозой 50 мкг RBD в комплексе с 
Al(OH)3 с двухнедельным интервалом. Показана способность кандидатной вакцины индуцировать 
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выработку специфических IgG и нейтрализующих антител у мышей линии BALB/c. Специфические 
титры антител иммунизированных животных лежали в диапазоне от 1/105 до 1/106. При этом сыво-
ротки крови обладали нейтрализующей активностью в отношении SARS-CoV-2 (вариант B.1.617.2 
(Delta)) с титром до 1/2000. Разработанная вакцина «Дельта-Вак» обладает высокой иммуногенно-
стью и индуцирует выработку нейтрализующих антител против гомологичного варианта Delta и ге-
терологичных вариантов Wuhan и Omicron SARS-CoV-2. Таким образом, «Дельта-Вак» может высту-
пать в качестве кандидатной вакцины и служить прототипом для разработки субъединичных вакцин 
против COVID-19.

Ключевые слова: субъединичные вакцины, SARS-CoV-2, RBD, S-белок, иммуногенность, нейтрализующие антитела

“DELTA-VAC” SUBUNIT VACCINE INDUCES STRONG 
HUMORAL IMMUNE RESPONSE AGAINST SARS-CoV-2
Nesmeyanova V.S., Merkulyeva Yu.A., Isaeva A.A., Volkova N.V., 
Belenkaya S.V., Borgoyakova M.B., Volosnikova E.A., Esina T.I., 
Danilenko E.D., Zaikovskaya A.V., Olkin S.E., Pyankov O.V., 
Ilichev A.A., Shcherbakov D.N.
State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Koltsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation

Abstract. The COVID-19 pandemic has focused the worldwide attention on the fight against this infection. 
Development of preventive vaccines based on different platforms, including DNA and RNA vaccines, genetic 
vectors and subunit vaccines A has been the key approach to combating COVID-19. The subunit vaccines were 
among these platforms, primarily, due to their unique safety profile. However, the safety of these vaccines is 
often associated with low efficiency. Hence, their application often requires usage of immune adjuvants, along 
with more complex immunization regimens. Meanwhile, an important advantage of subunit vaccines is their 
scalability and relative ease of production, since there is no need to work with live virus or viral vectors during 
the production process. The purpose of our work was to develop a candidate vaccine based on the recombinant 
receptor-binding domain (RBD) of the SARS-CoV-2 spike S-protein from the Delta variant (B.1.617.2). The 
study used immunological techniques employing methods of genetic engineering and biotechnology. In the 
course of this work, we have developed a producer of recombinant RBD based on the CHO-K1 mammalian 
cells. To obtain a protein meeting the requirements of injectable drugs, a chromatographic purification scheme 
was developed, including affinity and ion exchange chromatography. We have proposed a variant of the subunit 
vaccine “Delta-Vac” developed on this recombinant protein. Immunogenicity of “Delta-Vac” vaccine was 
tested in the BALB/c mice. The animals were immunized twice at a dose of 50 μg of RBD combined with 
Al(OH)3, at a two-week interval. The ability of the candidate vaccine was assessed by induced production of 
specific IgG and neutralizing antibodies in BALB/c mice. Specific antibody titers of immunized animals ranged 
from 1/105 to 1/106. Moreover, the blood sera showed neutralizing activity against SARS-CoV-2 (variant Delta, 
B.1.617.2) at a titer of up to 1/2000. The developed vaccine “Delta-Vac” is highly immunogenic and induces 
production of neutralizing antibodies against homologous Delta variant as well as heterologous Wuhan and 
Omicron SARS-CoV-2 variants. Hence, “Delta-Vac” may act as a vaccine candidate and serve as a prototype 
for the development of subunit vaccines against COVID-19.

Keywords: subunit vaccines, SARS-CoV-2, RBD, S-protein, immunogenicity, neutralizing antibodies

Введение
Пандемия COVID-19 сконцентрировала вни-

мание исследователей всего мира на борьбе с 
этой инфекцией. Важнейшим подходом в пре-
дотвращении распространения COVID-19 стала 
разработка профилактических вакцин на основе 
ряда платформ, включая ДНК- и РНК-вакцины, 

векторные и субъединичные вакцины. Одной из 
таких платформ стали субъединичные вакцины, 
которые привлекательны в первую очередь тем, 
что субъединичные вакцины характеризуются 
высокий профилем безопасности, который под-
тверждается результатами исследований [6, 7, 
18]. Однако безопасность данных вакцин часто 
сопряжена с невысокой эффективностью, поэто-
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му зачастую необходимо применять адъюванты, 
а также использовать более сложные схемы им-
мунизации. В то же время важным достоинством 
субъединичных вакцин является масштабируе-
мость и относительная простота производства, 
так как в процессе производства нет необходи-
мости работать с живым вирусом или вирусными 
векторами. Важным достоинством субъединич-
ных вакцин также является простота в производ-
стве [5, 22, 25]. 

Коронавирусный спайковый белок (S-белок) 
является основной мишенью для нейтрализую-
щих антител и обладает высокой иммуногенно-
стью. Следуя этой логике, S-белок SARS-CoV-2 
использовался в качестве основного антигена 
для большинства разработанных вакцин против 
COVID-19  [10, 14, 28]. Однако полноразмерный 
S-белок содержит области эпитопов ненейтрали-
зующих антител, которые могут вызывать анти-
телозависимое усиление инфекции (ADE). Су-
ществующий риск ADE дал толчок дальнейшим 
исследованиям по разработке более безопасного 
и эффективного иммуногена  [5, 8, 20]. Недавно 
проведенные исследования показали, что ре-
цептор-связывающий домен (RBD) S-белка как 
компонент вакцин обладает высоким профилем 
безопасности  [12, 21]. На сегодняшний день, 
вакцинные платформы, использующие в каче-
стве иммуногена область RBD, обладают значи-
тельным преимуществом, так как фокусируют 
иммунитет на ключевых защитных антигенных 
детерминантах [3, 9]. Сравнительные исследова-
ния тримера S-белка, субъединицы S1 и только 
последовательности RBD показали, что исполь-
зование только последовательности RBD в ка-
честве вакцины позволяет добиться появления 
высоких титров нейтрализующих антител, этот 
факт тем более примечателен что использование 
тримера S или фрагмента S1 дает сходные или 
худшие результаты [15, 20, 24, 26]. 

В настоящее время накопилось достаточ-
но свидетельств того, что вакцины на основе 
RBD показывают высокий уровень иммуноген-
ности, при низкой реактогенности и хорошей 
переносимости поэтому выбор RBD в качестве 
единственного вакцинного иммуногена вполне 
оправдан  [13, 22, 27]. В связи с этим целью ра-
боты было получение штамма-продуцента ре-
комбинантного рецептор-связывающего домена 
(RBD) варианта Delta (B.1.617.2) и исследование 
его иммуногенности.

Материалы и методы
Получение штамма-продуцента CHO-K1-

RBDdelta
Продуцент рекомбинантного RBD вариан-

та Delta (B.1.617.2) SARS-CoV-2 получали как 

описано ранее  [19]. В состав нуклеотидной по-
следовательности, кодирующей RBD Wuhan-1 
(GenBank: MN908947), вводили нуклеотидные 
замены для получения аминокислотных замен 
(L452R и T479K). Район RBDdelta амплифи-
цировали и клонировали в составе плазмиды 
pVL3 в рамке считывания с N-концевой сиг-
нальной последовательностью спайкового белка 
(MFVFLVLLPLVSSQC) и С-концевой 10  ×  His-
меткой.

Клетки CHO-K1 трансфицировали pVL3-
RBDdelta и хелперной плазмидой pCMV (CAT) 
T7-SB100, кодирующей транспозазу SB100, с ис-
пользованием липофектамина 3000 (Invitrogen, 
Карлсбад, Калифорния, США). Селекцию транс-
формантов проводили на среде с пуромицином 
(10 мкг/мл) в течение 3 дней. Затем получали вы-
сокопродуктивные клоны из единичных клеток 
методом предельных разведений. Выбранный 
клон-продуцент RBDdelta адаптировали к су-
спензионным условиям культивирования. 

Суспензионное культивирование штамма-проду-
цента RBDdelta

Клон-продуцент RBDdelta рассевали в 5 мл 
свежей среды HyCell CHO (Cytiva, США) + 4 mM 
GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific, США) с кон-
центрацией 1 × 106 живых кл/мл в 50 мл центри-
фужные пробирки. Культивировали на шейкере 
200 об/мин, орбита 19 мм, при +37  °С во влаж-
ной атмосфере 5% СО2 6-7 дней до достижения 
концентрации 8 ×  106 живых кл/мл. Суспензию 
клеток 5 мл с концентрацией 8 × 106 живых кл/ мл 
инокулировали в стеклянной колбе с 35 мл све-
жей среды HyCell CHO (Cytiva, США) + 4 mM 
GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific, США). Куль-
тивировали на шейкере при тех же условиях 
6-7 дней до достижения концентрации 8 × 106 жи-
вых кл/мл Суспензию клеток 5 мл с концентраци-
ей 8 × 106 живых кл/мл переносили в новую сте-
клянную колбу с 35 мл свежей среды HyCell CHO 
(Cytiva, США) + 4 mM GlutaMAX (Thermo Fisher 
Scientific, США). Оставшийся объем переносили 
на шейкере (200 об/мин, орбита 19 м) при +31 °С 
инкубировали 10 дней. 

Выделение и очистка RBDdelta
Для получения препарата рекомбинантного 

RBDdelta была разработана схема двух-стадийной 
хроматографической очистки, включающая аф-
финную и ионообменную хроматографии. Аф-
финную хроматографию проводили с исполь
зованием сорбента Ni-IMAC сефарозы (GE 
Helthcare, США). Культуральную среду, содержа-
щую рекомбинантный белок RBD, центрифуги-
ровали 10 мин при 12000 g и 4 °С и фильтровали 
через фильтровальные системы с размером пор 
0,22 мкМ для удаления клеток клеточного дебри-
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са. Доочистку белка проводили с помощью ионо-
обменной хроматографии в два этапа: фракцию 
целевого белка после аффинной хроматографии 
наносили на колонку с катиоонообменным сор-
бентом Nuvia HR-S (50 мл), затем проводили 
каскадную хроматографию на анионообменных 
сорбентах ДЭАЭ-сефароза и Q-сефароза. Оцен-
ку чистоты (посторонние примеси) препарата 
рекомбинантного RBDdelta проводили мето-
дом ВЭЖХ на хроматографе LC-20 Prominence. 
Посторонние примеси определяли методом 
ОФ-ВЭЖХ при следующих условиях: колонка 
Summetry300-C4, 5 мкм, 4,6 × 150 мм, температу-
ра колонки  – 60  °С, ПФ А  – 5% CH3CN в воде 
c 0,1% ТФУ, ПФ В  – 90% CH3CN в воде c 0,1% 
ТФУ, градиент: 0,0 мин  – 10% В; 15 мин  – 70% 
В; 15,1 мин 100% В; 19,0 мин – 100% В; скорость 
ПФ  – 1 мл/мин; регистрация хроматограммы  – 
214 нм, концентрация белка в пробе – 0,4 мг/мл, 
объем пробы – 50 мкл.

Иммунизация животных
Все экспериментальные протоколы и проце-

дуры были проведены в соответствии с рекомен-
дациями Хельсинкской декларации и одобрено 
Комитетом по биоэтике НИЦ ВБ «Вектор» (про-
токол Комитета по биоэтике №  5 от 1 октября 
2020 г.).

В эксперименте использовали самок мышей 
BALB/c весом 16-18 г, которых случайным об-
разом разделили на 2 группы по 10 животных. 
Группы животных содержали в отдельных клет-
ках в стандартных условиях с постоянным сво-
бодным доступом к воде и корму. Первую группу 
животных дважды иммунизировали 50 мкг RBD 
с Al(OH)3 с двухнедельным интервалом. Второй 
контрольной группе также с интервалом в две не-
дели дважды вводили физраствор. 

Иммуноферментный анализ
В 96-луночные планшеты (Corning, США) 

сорбировали 100 мкл антигена (1 мкг/мл) в 2 М 
мочевине в PBS в течение ночи при 4  °C. В ка-
честве антигенов использовали рекомбинантные 
белки: RBD Delta и RBD Wuhan, а также тримеры 
S-белка вариантов Delta, Wuhan и Omicron SARS-
CoV-2. Затем планшеты промывали PBST (PBS, 
содержащим 0,05% Tween-20) и блокировали 
блокирующим буфером (PBST, содержащим 1% 
казеина) 1,5 ч при комнатной температуре. Сы-
воротки иммунизированных животных серийно 
разбавляли и добавляли в блокированные план-
шеты. После инкубации при комнатной темпера-
туре в течение 1 ч планшеты трижды промывали 
PBST и инкубировали с козьим антимышиным 
IgG-HRP (Sigma-Aldrich, США) вторичными 
антителами при комнатной температуре в тече-
ние 1 ч. Планшеты трижды промывали PBST и 

добавляли субстрат HRP TMB (Amresco, США). 
Реакции останавливали с помощью 1 Н HCl. По-
глощение измеряли при 450 нм с использованием 
многорежимного считывателя микропланшетов 
Varioskan Lux (Thermo Fisher Scientific, США).

Анализ вируснейтрализации
Штаммы вируса Wuhan  – hCoV-19/Australia/ 

VIC01/2020 (EPI_ISL_406844), Delta – hCoV-19/ 
Russia/PSK-2804/2021 (EPI_ISL_7338814) и Omicron 1 –  
hCoV-19/Russia/Moscow171619-031221/2021 
(EPI_ISL_8920444) SARS-CoV-2 были получе-
ны из государственной коллекции возбудителей 
вирусных инфекций и риккетсиозов ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора. Вируссодержа-
щий материал хранился при температуре -70 °C. 
Концентрация вируса в наработанном препарате 
составляла 5 × 106 ТЦД50/мл (тканевая цитопати-
ческая доза на миллилитр).

Образцы крови получали от всех животных че-
рез две недели после 2-й иммунизации. Из кро-
ви животных были получены сыворотки путем 
осаждения форменных элементов с помощью 
центрифугирования при 1000 ×  g в течение 7-10 
мин. Полученные сыворотки термически инак-
тивировали при 56 °C в течение 30 мин.

Определение нейтрализующих титров сыво-
роток проводили путем учета неповрежденно-
го монослоя культуры клеток Vero E6 в лунках 
96-луночного планшета (Corning, США). Куль-
туру клеток выращивали в 96-луночных куль-
туральных планшетах в ростовой питательной 
среде с добавлением 10% бычьей фетальной сы-
воротки и антибиотиков. Заражение клеток про-
водили вариантами Delta (B.1.617.2), Wuhan и 
Omicron (B.1.1.529) вируса SARS-CoV-2 в дозе 
100 ТЦД50/лунку. Исследуемые образцы сыво-
ротки крови разводили последовательно в среде 
DMEM (ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотреб-
надзора, Россия) с глутамином и антибиотиками 
с 2-кратным шагом, начиная с разведения 1:10 
до 1:2560. К разведениям сыворотки добавляли 
вирус в равной пропорции 1:1 и инкубировали в 
течение 1 ч при 37 °С, затем смесь вируса и сыво-
ротки наносили в дублях на монослой культуры 
клеток в объеме 100 мкл/лунку. Планшеты инку-
бировали в течение 4 сут. при 37  °С во влажной 
атмосфере 5% СО2. Для окрашивания в каждую 
лунку планшета вносили 100 мкл 0,2%-ного рас-
твора генцианвиолета. Через 4 сут. жидкость из 
лунок удаляли и промывали лунки водой. Учет 
результатов проводили визуально. Любое спец-
ифическое поражение культуры клеток в лунке 
учитывали как цитопатическое действие (ЦПД). 
Титром считали последнее разведение, при кото-
ром регистрировали защиту монослоя культуры 
клеток в лунках от ЦПД вируса. В качестве поло-
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жительного контроля использовали 20-кратное 
разведение образца сыворотки крови реконва-
лесцента COVID-19 с ранее установленным ти-
тром 1:80. В качестве отрицательного контроля 
использовали питательную среду.

Результаты 
Разработка вакцины «Дельта-Вак»
Первым этапом разработки вакцины «Дельта-

Вак» стало создание штамма-продуцента, ста-
бильно экспрессирующего RBD варианта Delta. 
В итоге был получен и охарактеризован стабиль-
ный клон CHO-K1-RBDdelta, экспрессирующий 
рекомбинантный RBD варианта Delta (B.1.617.2) 
SARS-CoV-2. По результатам ИФА выбран пер-
спективный клон суперпродуцент, продуктив-
ность которого достигла 50 мг/л. Полученный 
клон был адаптирован к суспензионному культи-
вированию и охарактеризован по стабильности 
экспрессии. Для этого его культивировали в те-
чение 25 пассажей и оценивали продуктивность 
и жизнеспособность клеток на каждом пассаже. 
Итоговая продуктивность полученной суспен-
зионной культуры CHO-K1-RBDdelta составила 
150 мг/л. 

Одним из важных этапов разработки безопас-
ной вакцины является стадия хроматографиче-
ской очистки. Разработанная схема двухстадийной 
хроматографической очистки RBDdelta включала 
аффинную и ионообменную хроматографии. Чи-
стота итогового препарата RBDdelta, определен-
ная при помощи ВЭЖХ, по посторонним приме-
сям составила 98,3% в основном пике. 

Оценка иммуногенности вакцины «Дельта-Вак»
Иммуногенность вакцины «Дельта-Вак» оце-

нивали на модели мышей BALB/c. Проводи-
ли двукратную иммунизацию животных дозой 
50 мкг RBD в комплексе с Al(OH)3 с двухнедель-
ным интервалом. Через две недели после второй 
иммунизации получали сыворотки крови и ана-
лизировали титры специфических IgG в ИФА с 
использованием в качестве антигенов RBD Delta 
и RBD Wuhan, а также тримеров S-белка вариан-
тов Delta, Wuhan и Omicron SARS-CoV-2. Резуль-
таты ИФА подтверждают, что вакцина «Дельта-
Вак» вызывает индукцию специфических IgG у 
мышей линии BALB/c, как показано на рисун-
ке 1.

Обратные титры специфических антител, вы-
явленных в ИФА с использованием рекомби-
нантных антигенов, находились в диапазоне от 
1 × 103 до 1 × 106. Статистической разницы в ти-
трах IgG иммунизированных мышей для антиге-
нов RBD Delta и RBD Wuhan не было выявлено. 
При этом статистическая разница в титрах IgG 
иммунизированных мышей наблюдалась, ког-

Рисунок 1. Анализ сывороточных IgG у мышей, 
иммунизированных дозой 50 мкг RBD Delta SARS-CoV-2 
в ИФА
Примечание. Представлены средние геометрические значения 
± SD. Статистический анализ выполнен с использованием 
U-критерия Манна–Уитни и критерия Краскела–Уоллиса.
Figure 1. Analysis of serum IgG in mice immunized with a dose 
of 50 μg of RBD Delta SARS-CoV-2 by ELISA
Note. Geometric means ± SD are presented. Statistical analysis was 
performed using the Mann–Whitney U test and the Kruskal–Wallis test.
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да в качестве антигенов использовали S-белки 
вариантов Delta (B.1.617.2), Wuhan и Omicron 
(B.1.1.529) SARS-CoV-2. При исследовании вза-
имодействия мышиных сывороток с S-белком 
вариантов Wuhan, Delta (B.1.617.2) и Omicron 
(B.1.1.529) SARS-CoV-2 средние геометрическое 
титры IgG составили 2,6 × 104, 1 × 105, 1,3 × 103 со-
ответственно. 

Далее сыворотки крови иммунизированных 
мышей оценивали на наличие перекрестной ней-
трализующей реактивности в отношении вариан-
тов Delta (B.1.617.2), Wuhan и Omicron (B.1.1.529) 
вируса SARS-CoV-2 in vitro на клетках Vero Е6. 
Результаты подтвердили, что сыворотки вакци-
нированных мышей обладают высокой нейтра-
лизующей активностью в отношении варианта 
Delta (B.1.617.2) и Wuhan SARS-CoV-2 (рис. 2), 
средний геометрический титр составил 1576±1,9 
и 905,1±2,0 соответственно. 

Титр нейтрализующих антител против вари-
анта Omicron (B.1.1.529) был ниже и составил 
452,5±2,4.
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Рисунок 2. Анализ сывороточных IgG у мышей, 
иммунизированных дозой 50 мкг RBD Delta SARS-CoV-2 
с гидроокисью алюминия, в тесте на ингибирование 
цитопатического действия вариантов Delta (B.1.617.2), 
Wuhan и Omicron (B.1.1.529) вируса SARS-CoV-2 
(100 ТЦД50) на культуре клеток Vero E6
Примечание. Представлены средние геометрические значения 
± SD. Статистический анализ выполнен с использованием 
U критерия Манна–Уитни и критерия Краскела–Уоллиса, 
при этом p < 0,05 считалось показателем статистической 
значимости.
Figure 2. Analysis of serum IgG in mice immunized with a dose 
of 50 μg of RBD Delta SARS-CoV-2 with aluminum hydroxide 
in a test for inhibition of the cytopathic effect of variants Delta 
(B.1.617.2), Wuhan and Omicron (B.1.1.529) of the SARS-CoV-2  
virus 
Note. Geometric means ± SD are presented. Statistical analysis was 
performed using the Mann–Whitney U test and the Kruskal–Wallis 
test, in this case, p < 0.05 was considered an indicator of statistical 
significance.
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Статистических различий в титрах нейтра-
лизующих антител в отношении варианта Delta 
(B.1.617.2) и Wuhan SARS-CoV-2 выявлено не 
было (p < 0,0784) на рисунке обозначается как 
ns. В то время как статистический анализ дан-
ных с использованием теста Манна–Уитни вы-
явил значимые различия между титр нейтрали-
зующих антител в отношении вариантов Omicron 
(B.1.1.529) и Delta (B.1.617.2) (p < 0,0004). 

Обсуждение
Как было показано, иммунизация рекомби-

нантным белком RBD SARS-CoV-2 обеспечи-
вает эффективную индукцию нейтрализующих 
антител, способных обеспечивать защиту им-
мунизированных, и поэтому считается много-
обещающим кандидатом для создания вакцин [4, 

19]. Настоящее исследование было направлено 
на разработку кандидатной субъединичной вак-
цины против SARS-CoV-2 на основе рекомби-
нантного рецептор-связывающего домена RBD 
SARS-CoV-2 варианта Delta (B.1.617.2). 

Важную роль при разработке субъединичных 
вакцин играет выбор системы экспрессии. Не-
обходимо обеспечить синтез целевого белка с 
сохранением его иммуногенных свойств. В ряде 
недавних исследованиях было показано, что 
рекомбинантные белковые вакцины на основе 
RBD SARS-CoV-2, полученного в клетках мле-
копитающих, способны индуцировать высокие 
титры нейтрализующих антител  [12, 13, 21, 27]. 
Наши данные по сравнительному исследованию 
иммуногенности рекомбинантного RBD SARS-
CoV-2, полученного в системах экспрессии кле-
ток-прокариот и млекопитающих, согласуются с 
вышеуказанными результатами  [17]. В качестве 
кандидата для вакцины выбрали RBD одного из 
наиболее патогенных вариантов SARS-CoV-2  – 
варианта Delta (B.1.617.2). Был разработан про-
дуцент рекомбинантного RBD на основе клеток 
CHO-K1 и проведена адаптация клеток проду-
цента к суспензионному культивированию, при 
этом продуктивность штамма составила 150 мг с 
литра культуральной среды. На данный момент, 
достигнутый уровень продуктивности достато-
чен для выполнения экспериментов in vivo и про-
ведения доклинических испытаний, однако, этот 
показатель может быть улучшен путем оптими-
зации состава питательных сред и режима куль-
тивирования. По литературным данным, уровень 
продукции коммерчески привлекательного про-
дуцента может достигать 1 г с литра культуры [23].

Для получения белка, отвечающего требо-
ваниям инъекционных препаратов, была раз-
работана схема хроматографической очистки, 
включающая аффинную и ионообменную хрома-
тографии. Потери белка при очистке не превы-
шали 10%, при этом чистота, определенная при 
помощи ВЭЖХ, составила 98,3%. На основании 
предварительных экспериментов по иммуноген-
ности [16] была выбрана доза RBD 50 мкг и адъю-
вант – гидроокись алюминия (Al(OH)3). 

Анализ иммуногенности полученного вак-
цинного препарата «Дельта-Вак» было решено 
проводить по двум основным показателям: уров-
ню индукции специфических и нейтрализующих 
антител. Для анализа уровня специфических ан-
тител использовали ИФА, а для анализа уровня 
нейтрализующих антител – реакцию вирусней-
трализации.

Несмотря на то, что ИФА является стандарт-
ным методом анализа в исследованиях гумораль-
ного иммунного ответа, большое значение имеет 
выбор антигена. В нашем исследовании для ИФА 
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были использованы два варианта антигенов: 
RBD и тримерный S-белок. Оказалось, что при 
использовании в качестве антигена RBD уров-
ни специфических антител для вариантов Wuhan 
и Delta статистически не отличались, в то время 
как при использовании антигена на основе три-
мерного S-белка отличия были. При этом резуль-
таты ИФА с тримерным S-белком коррелиру-
ют с результатами вируснейтрализации. Так как 
для целей работы важно оценить не просто титр 
специфических антител, а титр функциональных 
антител, потенциально способных блокировать 
вирус, то использование тримерного S-белка в 
ИФА позволяет получать более корректные ре-
зультаты. 

Результаты анализа сывороток крови живот-
ных, иммунизированных вакцинным препаратом 
«Дельта-Вак» в реакции вируснейтрализации, 
показывают, что они содержат антитела, ней-
трализующие не только гомологичный вариант 
SARS-CoV-2 Delta (B.1.617.2), но и гетерологич-
ные Wuhan, Omicron (B.1.1.529), при этом про-
тив последнего иммунный ответ был снижен. По 
всей видимости, это связано с тем, что S-белок 
Omicron (B.1.1.529) SARS-CoV-2 содержит боль-
шое количество аминокислотных замен, 15 из 
которых расположены в регионе RBD [11]. Наши 
результаты согласуются с исследованиями, в ко-
торых показано, что аминокислотные замены в 
S-белке у штамма Omicron (B.1.1.529) приводят 
к его ускользанию от терапевтических монокло-
нальных антител [2, 11]. Интересно отметить, 
что разница между специфическими и нейтра-

лизующими антителами в отношении Omicron 
(B.1.1.529) SARS-CoV-2, несмотря на общее сни-
жение, была наименьшей.

Заключение
На основании приведенных результатов мож-

но заключить, что разработанный прототип 
субъединичной вакцины на основе RBD вари-
анта Delta (B.1.617.2) SARS-CoV-2 индуцирует 
выраженный гуморальный иммунный ответ, ха-
рактеризующийся высокими титрами нейтрали-
зующих антител против гомологичного варианта 
вируса. Анализ перекрестной защиты показал 
наличие нейтрализующей активности против 
варианта Wuhan, однако уровень этой активно-
сти значительно варьировал между отдельными 
образцами. В отношении варианта Omicron на-
блюдалось значительное снижение уровня анти-
тельного ответа и высокая гетерогенность среди 
иммунных сывороток, что, возможно, свидетель-
ствует о частичной утрате перекрестной защиты. 
Полученные данные подчеркивают необходи-
мость дальнейших исследований по расширению 
спектра защитной активности за счет модифика-
ции антигенного состава вакцины или стратегий 
бустерной иммунизации.
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