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Представлены результаты сравнительного исследования иммуногенности двухкомпонентной вак-
цины «Гам-КОВИД-Вак» производства АО «ГЕНЕРИУМ» (Россия) при разных путях введения 
мышам линии BALB/c (после введения первого или обоих компонентов). Об иммуногенности су-
дили по изменению уровня антигенспецифических антител IgG и IgA в крови и бронхоальвео-
лярной жидкости, количеству Т-лимфоцитов, вырабатывающих IFN-γ при антигенной стимуляции, 
количеству антигенспецифических IFN-γ-продуцирующих CD4 и CD8 Т-лимфоцитов. Исследо-
вание показало, что интраназальное введение индуцировало развитие мукозального иммунитета, 
значительно превосходя качественно и количественно эффект внутримышечного введения (по ко-
личеству животных с антигенспецифическими антителами IgА и титру антител в сыворотке крови 
и бронхоальвеолярном лаваже); в то время как внутримышечное несколько превосходило эффект, 
полученный при интраназальном введении, по влиянию на общее количество продуцирующих 
IFN-γ CD8-лимфоцитов.
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In this work, we set out to compare the immunogenicity of the Gam-COVID-Vac two-component vaccine  
produced by GENERIUM JSC (Russia) following its intranasal or intramuscular administration of the first 
or both components to BALB/c mice. The immunogenicity was evaluated according to antigen-specific IgG 
and IgA antibodies in the blood and bronchoalveolar fluid, the number of antigen-specific IFN-γ-producing 
T-lymphocytes, the number of antigen-specific IFN-γ-producing CD4 and CD8 T-lymphocytes. Intranasal 
administration was shown to induce the mucosal immunity, significantly exceeding both qualitatively and 
quantitatively the effect of intramuscular administration (by the number of animals with antigen-specific 
IgA antibodies and the titer of antibodies in blood serum and bronchoalveolar lavage). At the same time, 
intramuscular administration slightly exceeded the effect obtained under intranasal administration in terms 
of the total number of CD8-IFN-γ-producing lymphocytes.
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Введение
Человеческие аденовирусы являются 

очень удобным инструментом в качестве 
вектора для генной и онколитической тера-
пии, а также для вакцинации [4]. На основе 
двух типов рекомбинантных аденовирусов 
(26 серотип — rAd26 и 5 серотип — rAd5), 
несущих ген S-белка (гликопротеина) ви-
руса SARS-CoV-2 (входит в состав поверх-
ностных молекул вирусной частицы), была 
разработана «Гам-КОВИД-Вак» (Gam-
COVID-Vac, ATX — J07BX03) для профи-
лактики заболевания, вызываемого виру-
сом SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory 
syndrome-related coronavirus 2). Оба сероти-
па аденовируса не способны к репликации. 
Применение вакцины предполагает пооче-
редное введение компонента-1 (содержит 
rAd26), спустя 3 недели — компонента-2 
(содержит rAd5). Такой режим введения 
обозначен термином «гетерологический 
прайм-буст». Использование двух серо-
типов позволяет увеличить диапазон ми-

шеней и уменьшить вероятность нежела-
тельного иммунного ответа на векторную 
составляющую (который снижает эффек-
тивность вакцинации), а режим прайм-буст 
увеличивает интенсивность и длительность 
возникающего иммунитета, как показано 
в случае вакцин против гриппа [7, 8].

Многолетний опыт вакцинации пока-
зывает, что путь введения определяет 
в значительной степени эффективность 
развивающегося иммунитета: так, перо-
ральная иммунизация обычно стимулирует 
иммунные реакции в желудочно-кишеч-
ном тракте, слизистой оболочке полости 
рта и носоглоточной лимфоидной ткани, 
а интраназальная – эффективно индуци-
рует выработку антител в слюнных желе-
зах, лимфоидной ткани, локализованной 
в носоглоточной области и нижних дыха-
тельных путях [10]. Учитывая, что вход-
ными воротами для вируса SARS-CoV-2 
являются верхние дыхательные пути, пред-
ставлялось целесообразным попытаться 
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использовать ее и для мукозальной имму-
низации. Кроме того, замена инъекционной 
иммунизации на мукозальную позволяет 
решать ряд проблем: снизить дискомфорт 
у детей за счет исключения болевого стрес-
са, уменьшить экономические и трудовые 
затраты при расширении масштабов вакци-
нопрофилактики, особенно тогда, когда она 
требуется в ограниченные сроки для боль-
ших контингентов [1].

Целью данной работы было оценить 
иммуногенность вакцины «Гам-КОВИД-
Вак» при интраназальном пути введения 
мышам в сравнении с внутримышечным.

Материалы и методы
Вакцина. Оба компонента представля-

ли собой однородный бесцветный слегка 
опалесцирующий раствор (pH=7,4), содер-
жащий рекомбинантные аденовирусные 
частицы с геном гликопротеина S вируса 
SARS-CoV-2 (компонент-1 — аденовирус-
ные частицы 26 серотипа, компонент-2 — 
аденовирусные частицы 5 серотипа, кон-
центрация вирусных частиц 2,0×109/мл) 
производства АО «ГЕНЕРИУМ» (Россия). 
В качестве негативного контроля исполь-
зовали р-р вспомогательных веществ 
(pH=7,4) производства АО «ГЕНЕРИУМ» 
(Россия).

Животные. В экспериментах исполь-
зованы мыши (самки) SPF-статуса ли-
нии BALB/c (производитель: “Taconic 
Biosciences, Inc.”, США) в возрасте 14 не-
дель на начало исследования. Данная ли-
ния обладает высоким уровнем иммуноло-
гической реактивности к антигенам вируса 
SARS-CoV-2 [9, 12]. Условия содержания 
и использования животных были рассмотре-
ны и одобрены Комиссией по биоэтике АО 
«ГЕНЕРИУМ». После поступления живот-
ные проходили адаптацию в течение 7 дней, 
во время которой и затем в исследовании их 
содержали группами в индивидуально вен-
тилируемых клетках, обеспечивая стабиль-

ные параметры микроклимата (температура 
22–24°С, влажность 40–60%) при световом 
режиме дня и ночи 12:12, при свободном 
доступе к корму и воде. Корм «ЧАРА» 
для разведения лабораторных животных 
SPF-категории (ООО «Ассортимент Агро», 
Россия) и «ВАКА» (ООО «БИОСФЕРА», 
Россия) перед раздачей автоклавирова-
ли. Для поения животных использовали 
воду, прошедшую подготовку в обратно-
осмотической установке (RiOs 100 High 
Fouling, “Millipore”, Франция) и разлитую 
в автоклавированные бутылочки. Подстил 
состоял из смеси 1:4 подстила «Золотой 
Кот» (производства ООО «ЗКК «Золотой 
Початок», Россия) и SAFE (производ-
ства “J. Rettenmaier&Sohne Gmbh+CO”, 
Германия), перед использованием его авто-
клавировали. Групповую идентификацию 
осуществляли при помощи карточек-этике-
ток, индивидуальную — нанесением меток 
на ушную раковину. Эвтаназию проводили 
с использованием двуокиси углерода.

Дизайн исследования. Формировали 
8 групп животных (табл. 1) массой тела 
21,4–24,2 г (min — max). Животные групп 
1–4 получали плацебо (Пл) или компо-
нент-1 вакцины (ВК1) однократно: группы 
1 и 2 получали плацебо (Пл1), группы 3 и 4 – 
компонент-1 вакцины (ВК1). Вещества вво-
дили внутримышечно (в/м) группам 1 и 3, 
интраназально (и/н) – группам 2 и 4. Мыши 
групп 5–8 получали вещества 2 раза: груп-
пы 5 и 6 – плацебо (Пл2), группы 7 и 8 — 
сначала ВК1, через 21 сут — компонент-2 
вакцины (ВК2). Путь введения для групп 5 
и 7 был в/м, для групп 6 и 8 – и/н. День пер-
вого введения считался нулевыми сутками 
эксперимента.

Отбор образцов (кровь, бронхоальвео-
лярная жидкость (БАЛ) и селезенка) про-
водили у животных групп 1–4 на 21-е  сут, 
у групп 5–8 – на 42-е сут. В сыворотке 
крови и в БАЛ определяли титр антител 
IgG и IgA, специфичных к пептидам, вхо-
дящим в структуру S гликопротеина ви-
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руса SARS-CoV-2 (анти-S-IgG и анти-S-
IgA). В селезенке оценивали количество 
Т-клеток, продуцирующих IFN-γ при сти-
муляции пептидами S гликопротеина ви-
руса SARS-CoV-2 (антигенспецифические 
Т-IFN-γ), количество CD4-позитивных 
и CD8-позитивных Т-лимфоцитов, проду-
цирующих IFN-γ в ответ на пептиды глико-
протеина S вируса SARS-CoV-2 (антиген-
специфические CD4-IFN-γ и CD8-IFN-γ). 
Наблюдение за животными на предмет об-
щего состояния и смертности осуществляли 
ежедневно, клинический осмотр животных 
проводили до введения, через 24 ч после 
введения и перед эвтаназией на 21-е и 42-е 
сут. Всех павших животных подвергали не-
кропсии и гистологическому исследованию 
органов с выявленными макроскопически 
изменениями. Согласно стандартной опе-
рационной процедуре в ходе клинического 
осмотра оценивали упитанность, состояние 
шерсти и кожного покрова, наличие выде-
лений из естественных отверстий, актив-
ность, потребление корма/воды, состояние 
фекалий, реакцию на руки, тургор кожи, со-
стояние видимых слизистых оболочек, на-
личие аномалий зубов. Животных взвеши-
вали накануне введения и перед эвтаназией. 
Об иммуногенности вакцины судили по из-
менению уровня антигенспецифических ан-
тител IgG и IgA в крови и бронхоальвеоляр-
ной жидкости, количеству Т-лимфоцитов, 
вырабатывающих IFN-γ при антигенной 
стимуляции, количеству антигенспецифи-

ческих IFN-γ-продуцирующих CD4 и CD8 
Т-лимфоцитов.

Введение вакцины. Вакцину (компо-
нент-1 — ВК1 и компонент-2 — ВК2) вво-
дили в дозе 1,0×108 вирусных частиц ка-
ждому животному в объеме 50 мкл, плацебо 
(Пл) вводили в том же объеме один (Пл1) 
или два раза (Пл2). Инъекцию проводили 
в мышцу бедра, при интраназальном пути 
введения — по 25 мкл в каждую ноздрю.

Отбор и подготовка проб крови, БАЛ 
и селезенки. Отбор крови проводили после 
эвтаназии торакотомией в пробирки с акти-
ватором свертывания, отделяли сыворотку 
центрифугированием (1000 об./мин, 5 мин, 
20°С), разливали сыворотку на 3 аликвоты 
и хранили до проведения анализа при тем-
пературе не выше -50°С. После отбора кро-
ви животное фиксировали на препароваль-
ном столике, последовательно выполняли 
разрезы кожи, подкожной клетчатки, по-
верхностных фасций от нижнегрудинной 
области до верхнего отдела шеи, сепариро-
вали мышцы, выделяли трахею. Проводили 
под трахею лигатуру и делали микроразрез, 
вводили в него иглу и затягивали лигатуру. 
Затем медленно вводили 0,5 мл стерильного 
физ. р-ра для инфузий, отбирали жидкость 
и переносили ее в пробирки. Процедуру 
введения и забора раствора повторяли два-
жды. Полученную БАЛ центрифугировали 
(2300 об./мин 10 мин при 20°С), надосадоч-
ную жидкость переносили в стерильные 
пробирки и до анализа хранили при темпе-

Таблица 1. Распределение животных по группам
Table 1. Distribution of animals by groups

Группа Вводимое вещество Путь и объем 
введения

Количество и пол 
животных

Сутки отбора 
образцов

1 Пл1 в/м 50 мкл 10 ♀ 21

2 Пл1 и/н 50 мкл 10 ♀ 21

3 ВК1 в/м 50 мкл 10 ♀ 21

4 ВК1 и/н 50 мкл 10 ♀ 21

5 Пл2 в/м 50 мкл 10 ♀ 42

6 Пл2 и/н 50 мкл 10 ♀ 42

7 ВК1+ВК2 в/м 50 мкл 10 ♀ 42

8 ВК1+ВК2 и/н 50 мкл 10 ♀ 42
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ратуре не выше -70°С. Селезенку выделяли 
и помещали в чашки Петри со стерильным 
изотоническим фосфатно-солевым буфер-
ным р-ром, удаляли капсулу и жир, гомоге-
низировали, процеживали полученные су-
спензии через фильтр для клеток (“Falcon® 
70 µm Cell Strainer Corning Inc.”, США) 
и осаждали клетки центрифугированием 
(1200 об./мин, 5 мин). Супернатант удаляли, 
осадок ресуспендировали в среде для кри-
оконсервации и разливали по пробиркам. 
Пробирки хранили до анализа при темпе-
ратуре не выше -152°С.

Выявление антител классов IgA и IgG, 
специфичных к гликопротеину S виру-
са SARS-CoV-2, и определение их титра. 
Использовали методы непрямого иммуно-
ферментного анализа, которые предвари-
тельно были валидированы в соответствии 
с работами [6, 11]. В качестве носителя 
антигена использовали готовые планшеты 
с иммобилизованным гликопротеином S 
из набора реагентов «SARS-CoV-2-RBD-
ИФА-Гамалеи» (Филиал «Медгамал» 
ФГБУ «НИЦЭМ им. Гамалеи» Минздрава 
России, Россия). В лунки планшета вноси-
ли по 100 мкл сыворотки или БАЛ (в виде 
серии разведений от 1/100), инкубировали 
1 ч в шейкере-термостате (скорость вра-
щения 250 об./мин, 37°С), трижды промы-
вали буферным р-ром, вносили антитела, 
конъюгированные с пероксидазой хрена 
(поликлональные козьи антитела к мыши-
ным IgA или IgG производства “Abcam”, 
Великобритания), инкубировали в шей-
кере-термостате 1 ч (скорость вращения 
250 об./мин, 37°С), трижды промывали. 
Вносили по 100 мкл хромогенного субстра-
та к пероксидазе хрена, инкубировали 5 мин 
при комнатной температуре до развития 
голубой окраски. Реакцию останавливали 
добавлением 0,5 М р-ра H2SO4 и измеряли 
оптическую плотность (ОП) фотометром 
Microplate Manager® 6 (xMark, “Bio-Rad”, 
США) при длине волны 450 нм.

При выявлении антител определяли их 
титр, для чего рассчитывали нормирован-
ный коэффициент в каждом разведении 
как соотношение ОП образца к ОП буфер-
ного р-ра. Титр антител определяли по фор-
муле:

где RH — максимальный коэффициент раз-
ведения исследуемого образца (ИО), нор-
мированный коэффициент которого выше 
предельного значения; KH — нормирован-
ный коэффициент для ИО с максимальным 
разведением, превышающим предельное 
значение; KL — нормированный коэффи-
циент для исследуемого образца с мини-
мальным разведением ниже предельного 
значения; RL — минимальный коэффициент 
разведения ИО, нормированный коэффици-
ент которого ниже предельного значения; 
RH — максимальный коэффициент разведе-
ния ИО, нормированный коэффициент ко-
торого выше предельного значения; 2,0 — 
предельное значение нормированного 
коэффициента, оцененное при валидации 
метода.

Определение количества Т-лимфоци-
тов, продуцирующих IFN-γ при сти-
муляции антигеном. Использовали на-
бор Mouse IFN-γ ELISpot PLUS Kit 
(“MABTECH”, Швеция) и метод ELISpot, 
предварительно валидированный в соот-
ветствии с работой [6]. Суспензию спле-
ноцитов после разморозки и отмывки пе-
реводили в питательную среду DMEM/F12 
(“Sigma Aldrich”, США) с 10% фетальной 
бычьей сывороткой (“HyClone”, США) 
с концентрацией 3,0×106 кл/мл. В лунки 
96-луночного плоскодонного планшета 
из коммерческого набора, покрытые анти-
телами к IFN-γ мыши, вносили по 100 мкл 
суспензии спленоцитов каждого животного 
и S-белок SARS-CoV-2 (АО «ГЕНЕРИУМ», 
Россия), в лунках негативного контроля 
присутствовали только спленоциты, в лун-
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ки позитивного контроля к спленоцитам 
добавляли 10 мг/мл конканавалина А (ООО 
НПП «ПанЭко», Россия). Инкубировали 
12–48 ч (37°С, 5% СO2, влажность 95%), 
затем лунки промывали, вносили детекти-
рующие биотинилированные антитела, ин-
кубировали 2 ч при комнатной температуре. 
После отмывки вносили р-р стрептовидина, 
конъюгированного с щелочной фосфатазой, 
и оставляли на 1 ч при комнатной темпера-
туре. После отмывки вносили р-р субстрата, 
инкубировали в темном месте при комнат-
ной температуре 10–30 мин до появления 
отчетливо видимых пятен в позитивном 
контроле. Окрашенные пятна подсчитыва-
ли с помощью AID Classic ELISpot Reader 
(“AID GmbH”, Германия), из количества 
пятен в лунках с антигеном (S-белок вируса 
SARS-CoV-2) вычитали количество пятен 
в лунках со средой (негативный контроль).

Определение антигенспецифических 
IFN-γ-продуцирующих CD8+ и CD4+ 
Т-лимфоцитов. Методика была предвари-
тельно валидирована в соответствии с ра-
ботой [6]. Суспензию спленоцитов после 
разморозки и отмывки переводили в пита-
тельную среду DMEM/F12 (“Sigma Aldrich”, 
США) с 10% фетальной бычьей сыворот-
кой (“HyClone”, США) с концентрацией 
клеток 5,0×106/мл. В лунки 96-луночного 
круглодонного планшета (“Corning”, США) 
вносили по 100 мкл суспензии спленоци-
тов каждой мыши и S-белок SARS-CoV-2 
(АО «ГЕНЕРИУМ», Россия), в лунках не-
гативного контроля присутствовали только 
спленоциты, в лунки позитивного контроля 
кроме спленоцитов добавляли 10 мкг/мл 
конканавалина А (ООО НПП «ПанЭко», 
Россия). Инкубировали 24±1 ч (37°С, 5% 
СO2, влажность 95%), затем добавляли р-р 
ингибитора транспорта белка, содержащего 
брефельдин А (“BD Biosceinces”), инкуби-
ровали в тех же условиях еще 4 ч. Клетки 
отмывали, ресуспендировали в фосфат-
но-солевом буфере, добавляли реагент 
для определения жизнеспособных клеток 

Fixable Viabiliti Stain 510 (“BD Biosceinces”), 
икубировали 7±2 мин при 37°С, отмывали 
и добавляли р-р Fc Bloсk (“BD Biosceinces”). 
Затем в лунки вносили реагенты для имму-
нофенотипирования (все — производства 

“BD Biosceinces”): крысиные антитела про-
тив CD3 мыши, конъюгированные с PerCP-
Cy™ 5.5 Клон 17A2, против CD4 мыши, 
конъюгированные с PE Клон RM4-5, 
против CD8 мыши, конъюгированные 
с BB515, Клон 53-6,7. Планшет инкуби-
ровали в темноте 30 мин (5°С), отмывали, 
осадок каждой лунки ресуспендирова-
ли в 100 мкл р-ра для фиксации Fixation 
Buffer (“BD Biosceinces”), инкубировали 
в течение 20 мин (5°С), клетки отмывали р-
ром для пермеабилизации и отмывки Perm/
Wash (“BD Biosceinces”) и ресуспендировали 
в 100 мкл этого же раствора, инкубировали 
20 мин (5°С), отмывали, ресуспендировали 
в 50 мкл этого же раствора и добавляли кры-
синые антитела против IFN-γ мыши, конъ-
югированные с BV421, клонXMG1.2 (“BD 
Biosceinces”). Инкубировали 30 мин в темно-
те (5°С), отмывали и ресуспендировали р-ром 
для пермеабилизации и отмывки Perm/Wash. 
Интенсивность флуоресценции измеряли 
на 3-лазерном проточном цитометре Canto 
II (“Becton Dickinson”, США). Использовали 
следующий порядок гейтирования: выделяли 
живые клетки, затем CD3+ популяцию, затем 
CD4+ и CD8+ клетки, в популяциях CD4+ 
или CD8+ Т-клеток выделяли клетки, пози-
тивные по маркерам IFN-γ. Для достовер-
ности получаемых данных в живых клетках 
собирали не менее 50000 событий. Данные 
обрабатывали с помощью программного 
обеспечения FlowJo 7.6.5 и MS Excel, GrafPad 
Prism 8.0. По результатам анализа рассчиты-
вали среднее значение процентного содер-
жания CD4+ и CD8+ Т-клеток по маркерам 
IFN-γ. Если коэффициент вариации (% CV) 
значений для каждого образца превышал 30%, 
то исследование повторялось.

Патоморфологическое исследование. 
Павших животных вскрывали, оценивали 
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состояние трупа (выделения из естествен-
ных отверстий, состояние кожи, брюшины), 
органы грудной клетки и брюшной полости, 
оболочки мозга и головной мозг; органы 
с выявленными макроскопически измене-
ниями отбирали для приготовления гисто-
логических препаратов и их последующего 
анализа. После фиксации формалиновым 
буфером образцы обезвоживали, заливали 
в парафин, изготавливали срезы толщи-
ной 3–5 мкм, окрашивали гематоксилином- 
эозином и изучали с использованием ми-
кроскопа Leica DM4000.

Методы статистической обработки 
данных. Межгрупповое сравнение коли-
чества особей с антителами проводили 
с использованием χ2. Для сравнения групп 
по содержанию антител после логарифми-
ческой трансформации по основанию 10 
оценили соответствие значений лог-титра 
нормальному распределению (по критерию 
Шапиро — Уилка), при нормальном рас-
пределении использовали двухфакторный 
дисперсионный анализ с последующим 
попарным сравнением методом Тьюки. 
Сравнение групп по содержанию CD4+ 
и CD8+ клеток проводили методом попар-
ного межгруппового сравнения Сидака 

(Šídák's test) и двухфакторным дисперси-
онным анализом (2-way ANOVA). Для оп-
ределения статистических выбросов был 
использован критерий Граббса. Для вычи-
слений и построения графиков использова-
ли программу GraphPad Prism 8.0.

Результаты исследований
Состояние животных в период наблю-

дения. Клинические осмотры не выявили 
отклонений в состоянии здоровья. Масса 
тела животных мало изменялась в период 
наблюдения, различий между группами 
по динамике массы тела не было. В груп-
пах 6 (Пл2 и/н) и 7 (ВК1+ВК2 в/м) погибло 
по одному животному (на 35-е и 5-е сут со-
ответственно). Макро- и микроскопических 
изменений, подтверждающих, что причи-
ной гибели могло быть введенное вещество, 
не обнаружено.

Антитела классов IgA и IgG, специфич-
ные к гликопротеину S вируса SARS-
CoV-2. В группах, получавших плацебо, 
анти-S-IgG и анти-S-IgA не обнаружены 
как в сыворотке крови, так и в БАЛ (табл. 2).

Введение ВК1+ВК2 и/н вызывало появ-
ления анти-S-IgG и анти-S-IgA в сыворот-
ке крови у большего количества животных, 

Таблица 2. Количество животных с антителами IgA и IgG, специфичными к гликопротеину S вируса SARS-
CoV-2, в сыворотке крови и БАЛ в группах, получавших плацебо одно- или двукратно (Пл1 или Пл2), вакцину 
(один ВК1 или два компонента ВК1+ВК2) внутримышечно (в/м) или интраназально (и/н)
Table 2. The number of animals with IgA and IgG antibodies specific to the SARS-CoV-2 virus glycoprotein S in the 
blood serum and BAL in the groups receiving placebo once or twice (Pl1 or Pl2), the vaccine (VC1 or VC1+VC2) 
intramuscularly (i/m) or intranasally (i/n)

Группа Анти-S-IgA Анти-S-IgG
сыворотка БАЛ сыворотка БАЛ

1 (Пл1 в/м) n=10 0 0 0 0

2 (Пл1 и/н) n=10 0 0 0 0

3 (ВК1 в/м) n=10 3 0 3 0

4 (ВК1 и/н) n=10 8 0 10 0

5 (Пл2 в/м) n=10 0 0 0 0

6 (Пл2 и/н) n=9 0 0 0 0

7 (ВК1+ВК2 в/м) n=9 1 0 9 9

8 (ВК1+ВК2 и/н) n=10 10а 4 10а 8

Примечание: а — различия с группой 7 статистически значимы (χ2, p<0,0001).
Note: a — differences with group 7 are statistically significant (χ2, p<0.0001).
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чем внутримышечное. Титр в сыворотке 
крови анти-S-IgA был выше при и/н вве-
дении в группах ВК1 и ВК1+ВК2, чем 
при в/м: в группе 3 у всех мышей составил 
менее 1:100, в группе 4 у шести мышей был 
меньше или равен 1:100, по одному жи-
вотному имело титр 1:113 и 1:164; в груп-
пе 7 у одного животного титр ниже 1:100, 
в группе 8 титр в среднем составлял около 
1:755 (min 1:100, max 1:1833). Титр анти-S-
IgA в БАЛ в группе 4 в среднем составлял 
1:380 (min 1:100, max 1:838). По лог-титру 
анти-S-IgA в сыворотке крови группа 4 ста-
тистически значимо превосходила группу 3 
(P-значение для попарного сравнения с по-
правкой Тьюки < 0,0001).

ВК1, вне зависимости от пути введения, 
менее эффективно стимулировало появле-
ние анти-S-IgG в сыворотке крови (рис. 1А) 
и БАЛ животных (рис. 1Б), чем введение 
ВК1+ВК2. Интраназальное введение ВК1 

в большей степени стимулировало появле-
ние анти-S-IgG в сыворотке крови, чем вну-
тримышечное, при введении ВК1+ВК2 эф-
фективность стимуляции анти-S-IgG была 
сопоставима после в/м или и/н введения.

Количество Т-лимфоцитов, продуци-
рующих IFN-γ при антигенной стиму-
ляции. Количество темно-фиолетовых 
пятен в лунке, соответствующее количест-
ву Т-лимфоцитов, секретирующих IFN-γ 
в ответ на стимуляцию пептидами глико-
протеина S вируса SARS-CoV-2, оценивали 
в двух повторностях. Из полученных усред-
ненных значений вычитали количество пя-
тен в отрицательном контроле (спленоциты 
в среде), получив нормированное число  
пятен. В группах, которым вводили плацебо, 
нормированное число пятен не превышало 
6,5 и в большинстве случаев находилось 
в интервале от -2,0 до 2,5. Не обнаружено 
статистически значимых различий между 

Рис. 1. Сравнение уровня антител класса IgG, специфичных к гликопротеину S вируса SARS-CoV-2 (лог-титр), 
в сыворотке крови животных (А) и в БАЛ (Б) в группах 3 (ВК1 в/м), 7 (ВК1+ВК2 в/м), 4 (ВК1 и/н) и 8 (ВК1+ВК2 и/н).
Примечание: зеленым цветом обозначены группы, получавшие вакцину внутримышечно (в/м), синим — интра-
назально (и/н); ns означает отсутствие статистически значимых различий, ** или **** — наличие различий 
(попарное межгрупповое сравнение методом Тьюки, P-значение с поправкой Тьюки < 0,0001).
Fig. 1. Comparison of the level of IgG antibodies specific to the SARS-CoV-2 virus glycoprotein S (log titer) in the blood 
serum of animals (A) and BAL (Б) in groups 3 (ВК1 i/m), 7 (ВК1+ВК2 i/m), 4 (ВК1 i/n) and 8 (ВК1+ВК2 i/n).
Note: green indicates groups that received the vaccine intramuscularly (i/m), blue — intranasally (i/n); ns means no 
statistically significant differences, ** or **** — the presence of differences (pairwise intergroup comparison by the 
Tukey method, P-value with Tukey correction < 0.0001).
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группами 1 (Пл1 в/м) и 3 (ВК1 в/м), 2 (Пл1 
и/н) и 4 (ВК1 и/н).

ВК1, вне зависимости от пути введения, 
не приводило к повышению количества 
антигенспецифических Т-IFN-γ в селе-
зенке мышей (рис. 2). Введение ВК1+ВК2 
вызывало увеличение популяции антиген-
специфических Т-IFN-γ, при этом эффект 
от внутримышечного введения превосхо-
дил таковой при интраназальном введении.

Количество антигенспецифических 
IFN-γ-продуцирующих CD4 и CD8 
Т-лимфоцитов. Введение ВК1 в/м или и/н 
(табл. 3) не приводило к повышению ко-
личества антигенспецифических CD4-
IFN-γ, но увеличивало вдвое популяцию 
CD8-IFN-γ. Введение ВК1+ВК2 вызывало 
увеличение количества как CD4-IFN-γ, так 
и CD8-IFN-γ. Изменение в размере популя-
ций CD4-IFN-γ и CD8-IFN-γ после введе-

ния ВК1 или ВК1+ВК2 не зависело от пути 
введения.

По влиянию на размер популяции ан-
тигенспецифических CD4-IFN-γ (рис. 3) 
введение ВК1 в/м или и/н между собой 
не различались. Введение ВК1+ВК2 в/м 
приводило к большему увеличению попу-
ляции антигенспецифических CD8-IFN-γ, 
чем и/н введение.

Обсуждение результатов
Выявление антител, специфичных к гли-

копротеину S вируса SARS-CoV-2 в ответ 
на введение вакцины, показало, что и/н спо-
соб введения в сравнении с в/м значитель-
но сильнее стимулирует выработку антител 
(анти-S-IgG и анти-S-IgA). Это различие 
в первую очередь проявляется в значимом 
увеличении количества животных с анти-

Рис. 2. Сравнение количества Т-лимфоцитов, продуцирующих IFN-γ в ответ на стимуляцию гликопротеином S 
вируса SARS-CoV-2 (нормированное число пятен), в клетках, выделенных из селезенки животных групп 3 (ВК1 в/м), 
4 (ВК1 и/н), 7 (ВК1+ВК2 в/м) и 8 (ВК1+ВК2 и/н).
Примечание: синим цветом обозначены группы, получавшие вакцину внутримышечно (в/м), красным — интрана-
зально (и/н); ns означает отсутствие статистически значимых различий, * или **** — наличие различий (попар-
ное межгрупповое сравнение методом Сидака, P-значение с поправкой Сидака < 0,0001).
Fig. 2. Comparison of the number of T-lymphocytes producing IFN-γ in response to stimulation by glycoprotein S of the 
SARS-CoV-2 virus (normalized number of spots) in the spleen of animals of group 3 (ВК1 i/m), 4 (ВК 1 i/n), 7 (ВК1+ВК2 i/m) 
and 8 (ВК1+ВК2 i/n).
Note: the blue color indicates the groups that received the vaccine intramuscularly (i/m), red — intranasally (i/n); ns means 
no statistically significant differences, * or **** — the presence of differences (pairwise intergroup comparison by Sidak 
method, P-value with Sidak correction < 0.0001).
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Рис. 3. Сравнение количества CD4 (А) и CD8 (Б) позитивных Т-лимфоцитов, продуцирующих IFN-γ в ответ на 
стимуляцию гликопротеином S вируса SARS-CoV-2 (логарифм процент), в селезенке животных групп 3 (ВК1 в/м), 
4 (ВК1 и/н), 7 (ВК1+ВК2 в/м), и 8 (ВК1+ВК2 и/н).
Примечание: синим цветом обозначены группы, получавшие вакцину внутримышечно (в/м), красным — интра-
назально (и/н); ns означает отсутствие статистически значимых различий, * — наличие различий (попарное 
межгрупповое сравнение методом Сидака, P-значение с поправкой Сидака < 0,0001).
Fig. 3. Comparison of the number of CD4 (A) and CD8 (Б) positive T-lymphocytes producing IFN-γ in response to 
stimulation by glycoprotein S of the SARS-CoV-2 (logarithm percentage) in the spleen of animals of groups 3 (ВК1 i/m), 
4 (ВК1 i/n), 7 (ВК1+ВК2 i/m), and 8 (ВК1+ВК2 i/n).
Note: the blue color indicates the groups that received the vaccine intramuscularly (i/m), red — intranasally (i/n); ns 
means no statistically significant differences, * — the presence of differences (pairwise intergroup comparison by Sidak 
method, P-value with Sidak correction < 0.0001).

Таблица 3. Количество CD4 и CD8 позитивных Т-лимфоцитов (в % от всех CD3-позитивных клеток), про-
дуцирующих IFN-γ в ответ на стимуляцию гликопротеином S вируса SARS-CoV-2, в селезенке животных, 
получавших плацебо одно- или двукратно (Пл1 или Пл2), вакцину (один ВК1 или два компонента ВК1+ВК2) 
внутримышечно (в/м) или интраназально (и/н) (Mean±SD) 
Table 3. The number of CD4 and CD8 positive T-lymphocytes (in % of all CD3-positive cells) producing IFN-γ in 
response to stimulation by glycoprotein S of the SARS-CoV-2 in the spleen of animals receiving placebo once or twice 
(Пл1 or Пл2), the vaccine (ВК1 or ВК1+ВК2) intramuscularly (i/m) or intranasally (i/n) (Mean±SD)

Группа CD4-IFN-γ (%) CD8-IFN-γ (%)
1 (Пл1 в/м) n=10 0,06±0,02 0,09±0,02
2 (Пл1 и/н) n=10 0,07±0,01 0,07±0,02
3 (ВК1 в/м) n=10 0,08±0,04 0,20±0,07а

4 (ВК1 и/н) n=10 0,09±0,02 0,17±0,07б

5 (Пл2 в/м) n=10 0,06±0,02 0,08±0,02
6 (Пл2 и/н) n=9 0,06±0,01 0,07±0,02
7 (ВК1+ВК2 в/м) n=9 0,15±0,06в 0,59±0,27в

8 (ВК1+ВК2 и/н) n=10 0,13±0,04г 0,30±0,12г

Примечание: различия статистически значимы (2-way ANOVA, p<0,0001): а — с группой 1; б — с группой  
с группой 2; в — с группой с группой 3; г — с группой с группой 4.
Note: the differences are statistically significant (2-way ANOVA, p<0.0001): a — with group 1; б — with group 2;  
в — with group 3; г — with group 4.

А Б

телами в сыворотке, но отчасти и в более 
высоком титре антител (табл. 2, рис. 1).

С другой стороны, введение обоих ком-
понентов вакцины (ВК1+ВК2) в сравнении 

с одним компонентом ВК1 значимо повы-
шает титр анти-S-IgG в сыворотке, хотя 
в отношении анти-S-IgA этот эффект не так 
заметен и проявляется только при и/н вве-
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дении. Кроме того, только после введения 
второго компонента антитела появляются 
в БАЛ (анти-S-IgG — у большинства осо-
бей, анти-S-IgA — у отдельных животных 
и только при и/н введении).

Аналогичные результаты получены и дру-
гими авторами, которые показали, что ис-
следуемая ими вакцина на основе аденови-
русного вектора Ad5, несущего ген S белка 
SARS-CoV-2, при однократном и/н введении 
сильнее стимулировала мукозальный имму-
нитет (анти-S-IgA) у мышей линии BALB/c 
и хомячков, чем при в/м введении, но слабее 
стимулировала гуморальный ответ (анти-
S-IgG) [14]. Подобные результаты получе-
ны и при и/н введении шимпанзе вакцины 
на основе аденовирусного вектора с геном S 
белка SARS-CoV-2: однократное и/н введе-
ние обеспечивало превосходный иммунитет 
против вируса SARS-CoV-2, в большей сте-
пени, чем одна или две в/м иммунизации той 
же дозой [5]. По данным [2], эффективность 
нескольких вариантов вакцин на основе аде-
новирусных векторов, несущих гены разных 
белков вируса SARS-CoV-2, длительность 
нахождения антител к разным белкам вируса 
была вдвое выше после и/н введения (анти-
тела сохранялись в количестве 4-недельного 
уровня спустя еще 4 недели). Возможность 
при помощи вакцины вызвать появление 
мукозального иммунитета особенно важна, 
если иметь в виду, что у многих людей обна-
руживается иммунитет к Ad5, развившийся 
до вакцинирования в результате предшест-
вующей встречи с вирусом, что способно 
снижать эффективность вакцинации адено-
векторной вакциной Ad5 [15]. В таком слу-
чае появление антигенспецифических IgA 
в секрете дыхательных путей после вакци-
нации способно предотвращать инфекцию 
или ослаблять ее течение.

Иммунизация одним компонентом вак-
цины (ВК1), вне зависимости от пути вве-
дения, не приводила к повышению в се-
лезенке общего количества Т-лимфоцитов, 

продуцирующих IFN-γ в ответ на стиму-
ляцию гликопротеином S вируса SARS-
CoV-2, при этом в обеих группах (ВК1 в/м 
и ВК1 и/н) выявлено двукратное увели-
чение количества CD8-IFN-γ, но не CD4-
IFN-γ (табл. 3). После введения второго 
компонента (ВК2) наблюдалось значитель-
ное увеличение популяции антигенспе-
цифических Т-IFN-γ, при этом эффект 
от в/м введения превосходил таковой 
при и/н (рис. 2). Увеличение количества 
Т-лимфоцитов в селезенке, продуцирую-
щих IFN-γ в ответ на стимуляцию гликопро-
теином S вируса SARS-CoV-2, после введе-
ния ВК2 происходило в основном за счет 
повышения доли CD8-IFN-γ, количество 
которых практически удваивалось по срав-
нению с введением только ВК1 (табл. 3). 
По стимулирующему эффекту на клеточ-
ный иммунитет в/м введение превосходи-
ло и/н. Более сильное стимулирующее вли-
яние на количество антигенспецифических 
CD8-IFN-γ, но не CD4-IFN-γ, в селезенке 
мышей после в/м пути введения в сравне-
нии с и/н получено и другими авторами [3, 
13]. Однако в исследовании [2] при оценке 
популяции антигенспецифических IFN-γ-
продуцирующих клеток в БАЛ и лимфо-
идной ткани дыхательных путей показано, 
что и/н путь введения более эффективно 
стимулировал локализованный в дыхатель-
ных путях противовирусный иммунный 
ответ. Следует заметить, что для вирусов, 
вызывающих респираторные заболевания 
(в т.ч. SARS-CoV-2), иммунная система 
слизистой оболочки дыхательных путей 
является первой линией защиты, которая 
опосредована преимущественно антитела-
ми IgA, вырабатываемыми эпителиальны-
ми клетками слизистой оболочки. Поэтому 
и/н путь введения вакцины, вызывающий 
появление анти-S-IgA, представляется бо-
лее предпочтительным, чем в/м.
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Выводы
1. Интраназальный путь введения, в срав-

нении с внутримышечным, значительно 
сильнее стимулировал выработку антител 
классов IgG и IgA. Это различие в первую 
очередь проявлялось в значимом увеличе-
нии количества животных с антителами 
в сыворотке крови.

2. Введение двух компонентов вакцины, 
в сравнении с монотерапией компонентом 
1, значимо повышало титр антител (в пер-
вую очередь IgG) в сыворотке крови. Кроме 
того, только после введения второго компо-
нента антитела появлялись и в образцах 
бронхоальвеолярного лаважа.

3.  Эффект интраназального введения 
компонента 1 вакцины по иммуногенно-
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