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РЕКОНВАЛЕСЦЕНТЫ COVID-19 ИМЕЮТ ГУМОРАЛЬНЫЙ 
ИММУНИТЕТ К БЕЛКУ E ОБОЛОЧКИ ВИРУСА SARS-COV-2 
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Получен продуцент рекомбинантного белка E оболочки вируса SARS-CoV-2 и разработана система 
его экспрессии и очистки в растворимой форме. Методом ИФА подтверждены его антигенные свой-
ства. У реконвалесцентов COVID-19 статистически значимо повышен уровень иммуноглобулинов 
класса G к белку E в сравнении с контрольной группой пациентов.
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COVID-19 CONVALESCENTS EXHIBIT HUMORAL  
IMMUNITY TO SARS-COV-2 ENVELOPE (E) PROTEIN

Elizaveta A. Orlova*, Ilya G. Kondratov, Oleg B. Ogarkov 
Scientific Centre for Family Health and Human Reproduction Problems  

664003, Russian Federation, Irkutsk, Timiryazeva Str., 16

In this work, we obtain a producer of the recombinant SARS-CoV-2 E protein and develop a system for its 
expression and purification in a soluble form. ELISA confirmed its antigenic properties. In COVID-19 con-
valescents, the level of IgG against the E protein was significantly increased in comparison with the control 
group of patients.
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Введение
Причины высокой вирулентности и им-

муногенности SARS-CoV-2, обусловлен-
ные молекулярными особенностями ви-
руса, не до конца понятны, несмотря 
на многочисленные исследования патоге-
неза COVID-19 и роли в нём гликопроте-
ина S. В то же время за рамками глобаль-
ных исследований остаётся вирусный 
белок E, составляющий оболочку вириона, 
но выполняющий более важные функции 
внутри инфицированной клетки, показан-
ные для других представителей семейства 
Coronaviridae, но не до конца изученные 
в патогенезе. 

Особенностью белка E SARS-CoV-2 яв-
ляется структурная гомология его анти-
генных детерминант с эпитопами других 
патогенов и/или аутоантигенов. Высокое 
сходство трансмембранной области бел-
ка E SARS-CoV-2 с последовательностью 
LytR-домена туберкулин-подобных белков 
микобактерий [4] может лежать в основе 
перекрёстного иммунитета против вируса 
SARS-CoV-2, вызванного туберкулёзной 
инфекцией [2], и объяснять наблюдае-
мое защитное действие вакцины БЦЖ [3]. 
Противоречивые результаты получены от-
носительно оценки популяционного гумо-
рального иммунитета к белку E [1, 5].

Данная работа направлена на создание 
продуцента рекомбинантного белка E обо-
лочки вируса SARS-CoV-2, разработку ме-
тодики его экспрессии и очистки в раство-
римой форме для дальнейших исследований 
его роли в патогенезе COVID-19, в т. ч. 
в формировании гуморального иммунитета. 

Материалы и методы
Источником нуклеотидной последова-

тельности гена E послужил штамм вируса 
SARS-CoV-2, полученный в ходе обследо-
вания населения Иркутской области на по-
ражённость вирусом SARS-CoV-2. В рабо-
те использовали экспрессионные векторы 
pET15b, pET22b(+), pGAT2 и pTYB12; бак-

териальные штаммы E. coli XL1-blue 
и B834(DE3). 

Выделение РНК вируса SARS-CoV-2 
проводили набором TRIzol LS («Thermo 
Fisher», США). Реакцию обратной транс-
крипции проводили набором «РЕВЕРТА-L» 
(«Интерлабсервис», Россия). Целевой фраг-
мент генома амплифицировали с праймера-
ми со встроенными сайтами рестрикции. 
Кодирующую область гена E клонировали 
в экспрессионные векторы. Полученными 
плазмидами трансформировали клетки 
E. coli (XL1-blue), корректность ДНК-
вставки оценивали секвенированием 
по Сэнгеру. 

Рекомбинантную плазмиду субклони-
ровали в экспрессионный штамм E. coli 
(B834(DE3)). Индукцию штамма-проду-
цента проводили в 100 мл LB c 0,1 мМ IPTG 
в течение 18 ч при 25 °C. Наличие реком-
бинантного белка в растворимой фракции 
клеточного лизата анализировали при по-
мощи электрофореза в 15% ПААГ с 0,1% 
SDS. Рекомбинантный растворимый белок, 
клонированный в вектор pTYB12, очища-
ли с помощью аффинной хроматографии 
на Chitin Beads (IMPACT, NEB) по прото-
колу производителя. Элюированный белок 
подвергали двухэтапной ультрафильтрации 
через микроконцентраторы «Центрикон»: 
для очистки от примесей интеина с помо-
щью «Центрикон-30» и для концентриро-
вания белка Е с помощью «Центрикон-10». 
Концентрацию белка определяли по стан-
дартной методике Брэдфорд. Степень очист-
ки полученного белка оценивали с помо-
щью ПААГ-электрофореза, как описано 
выше. 

ИФА для определения IgG к белку E 
проводили, сенсибилизируя лунки план-
шета 200 нг рекомбинантного белка E 
на лунку в 0,1 М NaHCO3 в течение ночи 
при 4 °C. Лунки блокировали 2% р-ром су-
хого молока и последовательно инкубиро-
вали с образцами плазмы крови человека, 
разбавленными в соотношении 1:10 PBS, 
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с конъюгатом антител против IgG человека, 
меченными пероксидазой хрена («Вектор-
Бест», Россия), с р-ром тетраметилбензи-
дина («Вектор-Бест», Россия). Оптическую 
плотность измеряли при длине волны 
405 нм. ИФА для количественного опреде-
ления IgG к белку S SARS-CoV-2 проводи-
ли с помощью набора «SARS-CoV-2-IgG 
количественный-ИФА-БЕСТ» («Вектор-
Бест», Россия) по протоколу производителя.

Обработку данных проводили с помощью 
программы Past. Значимость различий оце-
нивали с помощью критерия Манна–Уитни 
с учётом нормальности выборок, определя-
емой по критерию Шапиро–Уилка, разли-
чия считали статистически достоверными 
при уровне значимости p<0,05.

Результаты исследований
Для сборки рекомбинантных конструк-

ций, кодирующих белок E, изначально 
были выбраны 4 коммерческих вектора — 
pET15b, pET22b(+), pGAT2 и pTYB12, кото-
рые отличаются типом белковой метки, экс-
прессируемой в единой рамке считывания 
с целевым белком. Первые два вектора коди-
руют короткий 6×His-tag на N- и C-концах 
белка соответственно, pGAT2 — белок 
глутатион-S-трансферазу и сайт для раз-
резания тромбином для удаления метки, 
pTYB12 — интеин с аутосплайсинговой ак-
тивностью и хитин-связывающим доменом. 
При анализе продуктов экспрессии не было 
выявлено индукции синтеза рекомбинант-
ных белков в векторах pET15b и pET22b(+). 
Несмотря на индукцию целевых продуктов 
в векторе pGAT2, белок накапливался в не-
растворимой форме (данные не представ-
лены). Индукция рекомбинантного белка E 
в векторе pTYB12 приводила к синтезу ги-
бридного белка интеин-EP в растворимой 
форме с предсказанной молекулярной мас-
сой прекурсора ~67 кДа (рис. 1, дорожка 1).

Рекомбинантный белок интеин-EP 
из клеточного супернатанта штамма-про-
дуцента очищали аффинной хроматогра-

Рис. 1. Анализ белка E с помощью ПААГ-электро-
фореза.
Примечание: M — белковые маркеры. Дорожки: 
1 — гибридный белок интеин-EP (MW 67 кДа); 2 — 
аутосплайсинг белка при добавлении DTT, ON +4 °C 
(MW интеина 58,4 кДа, EP 8,6 кДа); 3 — белок  E, 
очищенный от примесей интеина с помощью 
«Центрикон-30»; 4 — белок E, сконцентрированный 
с помощью «Центрикон-10».
Fig. 1. Analysis of the E protein using PAAG electropho-
resis.
Note: M — protein markers. Lanes: 1 — intein-EP fu-
sion protein (MW 67 kDa); 2 — protein autosplicing with 
the addition of DTT, ON +4ºC (intein MW 58.4 kDa, EP 
8.6 kDa); 3 — E protein, purified from intein impurities 
using «Centricon-30»; 4 — E protein, concentrated using 
«Centricon-10».

фией, используя систему IMPACT. В ходе 
протеинового аутосплайсинга гибридный 
белок, вероятно, менял свою конформацию 
и утрачивал аффинные свойства хитин-свя-
зывающего домена, поскольку мы наблюда-
ли его элюцию с сорбента вместе с белком 
E (рис. 1, дорожка 2). Чтобы очистить це-
левой белок от загрязнения интеином, его 
подвергали двухэтапной ультрафильтрации 
через микроконцентраторы «Центрикон»: 
1-й этап — очистка от примесей интеина 
с помощью «Центрикон-30» (рис. 1, до-
рожка 3); 2-й этап — концентрация белка Е 
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с помощью «Центрикон-10» (рис. 1, дорож-
ка 4). Выход целевого белка E составил 
в среднем 200 мкг/л культуры. 

Для измерения количества IgG в плазме 
крови человека проводили непрямой вари-
ант качественного ИФА с использованием 
полученного рекомбинантного белка E. 
Исследование проводили на двух группах: 
здоровые доноры, не имевшие COVID-19 
в анамнезе и с отрицательными значениями 
IgG к белку S SARS-CoV-2 (19 пациентов), 
и реконвалесценты COVID-19 с положи-
тельными значениями IgG к белку S SARS-
CoV-2 (67 пациентов). По результатам ИФА 
мы впервые наблюдали реактивность образ-
цов плазмы крови пациентов к полученно-
му рекомбинантному белку. При сравнении 
реактивности образцов плазмы крови, по-
лученных от двух групп пациентов, мы об-
наружили статистически достоверную раз-
ницу в уровне IgG, специфичных к белку E 
SARS-CoV-2, у контрольной здоровой 
группы и реконвалесцентов COVID-19 
(p=0,03) (рис. 2).

Выводы
Рекомбинантный белок E вируса SARS-

CoV-2, экспрессированный в системе ин-
теин-опосредованной индукции и очистки, 
структура которого верифицирована сек-
венированием рекомбинантной плазмиды, 
имеет антигенные свойства, подтверждён-

Рис. 2. Уровни IgG, реактивных к белку E SARS-CoV-2, 
в плазме крови у здоровых доноров и реконвалесцентов 
COVID-19.
Примечание: * — разница между контрольной и 
COVID-19 группами статистически значима в непа-
раметрическом тесте Манна – Уитни.
Fig. 2. Plasma levels of IgG reactive to SARS-CoV-2 
E protein in healthy COVID-19 donors and convalescents.
Note: * — difference between the control and COVID-19 
groups is statistically significant in the non-parametric 
Mann – Whitney test.

ные ИФА. Разработанная методика получе-
ния растворимого рекомбинантного белка Е 
позволяет использовать его для дальней-
шего изучения потенциальной биологиче-
ской активности. Анализ популяционного 
иммунитета (IgG) к белку Е SARS-CoV-2 
позволил выявить достоверные различия 
между группами здоровых и переболевших 
COVID-19 пациентов.
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