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Резюме
Введение. Эпидемия COVID-19 – крупнейшая пандемия в современной истории. 

Согласно данным Всемирной организации здравоохранения, на сегодняшний день 
официально зарегистрировано более 670 млн случаев заражения COVID-19, но, по 
мнению специалистов, реальное количество случаев COVID-19 значительно больше. 
Всеохватность пандемии вызвала необходимость самой массовой вакцинации в исто-
рии, но даже после начала кампании по вакцинации распространение заболевания 
радикально не уменьшилось. Всеобщая иммунизация популяции была выбрана в ка-
честве одной из стратегий борьбы с пандемией. Одновременно с этим в научной лите-
ратуре появляются противоречивые данные о влиянии специфического иммунитета на 
течение и исход заболевания.

Цель настоящего исследования – выяснить взаимосвязь между наличием специфи-
ческого Т-клеточного и/или гуморального иммунного ответа на SARS-CoV-2 у COVID-
наивных пациентов и исходом заболевания.

Материал и методы. Используя метод ELISpot, изучали наличие клеточного имму-
нитета к наиболее важным мишеням (S-, N-, M-белки) SARS-CoV-2 (дельта-вариант) 
у ранее наивных к вирусу пациентов (n = 97). С помощью мультиплексного анализа было 
проведено качественное определение IgG к различным эпитопам SARS-CoV-2. Выде-
лена подгруппа с более строгими критериями включения, чтобы минимизировать влия-
ние коморбидности и возраста пациента на исход заболевания (n = 40).

Результаты. На 8-й день заболевания у 100 % пациентов отсутствовал Т-клеточный 
иммунитет. Его формирование завершалось к 17-му дню заболевания. Выживаемость 
пациентов не зависела от наличия специфического гуморального и клеточного иммуни-
тета против SARS-CoV-2. Отсутствие коморбидности (ожирение, диабет, нейродегене-
ративные заболевания, онкология) и молодой возраст пациента значимо не сказывались 
на результате.

Заключение. На основании результатов проведенного исследования нами не обна-
ружено достоверной зависимости между наличием гуморального или клеточного им-
мунитета и исходом заболевания у не иммунизированных ранее пациентов, как в общей 
группе пациентов, так и в группе пациентов с дополнительными критериями включения.
Ключевые слова: COVID-19; S-белок; T-клеточный иммунитет; гуморальный иммунитет; антитела к SARS-
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Abstract
Introduction. The COVID-19 epidemic is the largest pandemic in modern history. To date, 

according to WHO, more than 670 million cases of COVID-19 infection have been offi cially 
registered, but, according to experts, the real number of COVID-19 cases is much higher. The 
prevalence of the pandemic led the most massive vaccination in history, and even after the start 
of vaccination campaigns, the spread of the disease has not radically decreased. Wide-range 
immunization of the population was chosen as one of the strategies to combat the pandemic; 
at the same time, confl icting data appear in the scientifi c literature on the effect of the presence 
of specifi c immunity on the course and outcome of the disease.

The aim of this study is the search of correlation between the presence of specifi c T cell-me-
diated and humoral immune response in COVID-naive patients and the outcome of the disease.

Material and methods. Using the ELISpot it was determined the presence of cellular im-
munity to the most important targets (S-, N-, M-proteins) of SARS-CoV-2 (delta strain) in 
previously virus-naive patients (n = 97). Qualitative determination of IgG to various epitopes 
of SARS-CoV-2 was performed using a multiplex assay. A subgroup with more stringent inclu-
sion criteria was identifi ed to minimize the impact of comorbidity and patient age on disease 
outcome (n = 40).

Results. On the 8th day of illness, 100 % of patients did not have T-cell immunity. Its forma-
tion was completed by the 17th day of the disease. The highest survival rate of patients was in 
groups with the presence of both specifi c humoral and T-cell immunity and in patients without 
both of the types of specifi c immunity (statistically not signifi cant). The absence of comorbidity 
(obesity, diabetes, neurodegenerative diseases, oncology) and the young age of the patient did 
not signifi cantly affect the result.

Conclusion. Based on the results of the study, we did not fi nd a signifi cant correlation 
between the presence of humoral or cellular immunity and the outcome of the disease in previ-
ously unimmunized patients, both in the general patient group and in the group of patients with 
additional inclusion criteria.
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Введение
COVID-19 – инфекционное заболевание, вызываемое 

коронавирусом, ассоциированным с тяжелым острым 
респираторным синдромом (SARS-CoV-2). Эпидемия 
COVID-19 – крупнейшая пандемия в современной исто-
рии [1, 2]. Согласно данным Всемирной организации 
здравоохранения, на сегодняшний день официально 
зарегистрировано более 670 млн случаев заражения 
COVID-19, но, по мнению специалистов, реальное коли-
чество случаев COVID-19 значительно больше [3].

Для успешной борьбы с новым инфекционным 
агентом организму требуется слаженная работа врож-
денного и адаптивного иммунитета. В качестве меры 
противодействия эпидемии COVID-19 была развернута 
широкомасштабная кампания по вакцинации для раз-
вития коллективного иммунитета, а в качестве экспе-
риментального лечения использовалась плазма крови 
реконвалесцентных пациентов, хотя, как показал мета-
анализ 2022 г., результаты этого метода оказались спор-
ными [4–6]. Существуют свидетельства того, что сво-
евременный ответ адаптивного иммунитета уменьшает 
шанс более тяжелого течения заболевания и летального 
исхода [7, 8]. Еще в 2020 г. сообщалось, что мишенями 
наиболее активного CD4+- и CD8+-Т-клеточного иммун-
ного ответа против SARS-CoV-2 являются S-, N-, M-, 
ORF3a-белки [9].

Всеохватность пандемии привела к необходимости 
самой массовой вакцинации в истории, но даже после 
начала кампаний по вакцинации распространение за-
болевания радикально не уменьшилось. Со временем 
размер невакцинированной и наивной к COVID-19 по-
пуляции уменьшается.

В нашей прошлой статье мы показали, что пред-
ставленность специфических к SARS-CoV-2 иммунных 
клеток различается у переболевших/вакцинированных/
предположительно наивных пациентов [10]. В настоя-
щем исследовании мы исследуем связь наличия кле-
точного и гуморального иммунного ответа с тяжестью 
и исходом заболевания.

Материал и методы
 Пациенты. Набор образцов происходил на базе 

коллекции биобанка «Городской больницы № 40». Кол-

лекция, состоящая из образцов более 5000 пациентов 
с диагнозом «COVID-19», позволила сформировать вы-
борку, соответствующую использованным критериям 
включения. Все пациенты проходили лечение в СПб 
ГБУЗ «Городская больница № 40» с сентября 2021 г. по 
декабрь 2021 г.

Для отбора пациентов в исследование использовали 
следующие критерии включения:

1. Пациент любого пола от 18 до 65 лет.
2.  Подписанное информированное согласие на взя-
тие крови и биобанкирование материала.

3.  Пациент госпитализирован в отделение реанима-
ции и интенсивной терапии с основным диагнозом 
«COVID-19, вирус идентифицирован» (U07.1) или 
«COVID-19, вирус не идентифицирован» (U07.2).

4. Пациент не вакцинировался от COVID-19.
5.  Пациент не болел COVID-19 ранее, данные полу-
чены на основе анамнеза и прошлых историй бо-
лезни пациента.

6.  Отсутствие в анамнезе ВИЧ, гепатитов B и C, си-
филиса.

7.  Материал от пациента поступил не ранее 8-го дня 
заболевания.

8.  Наличие результатов определения специфичес-
кого Т-клеточного иммунного ответа в день взятия 
биоматериала.

В исследование был отобран материал от 97 паци-
ентов: 46 пациентов женского пола (средний возраст – 
55,7 ± 12,9 года) и 51 пациент мужского пола (средний 
возраст – 47,5 ± 12,7 года). К моменту выписки из стаци-
онара 69 пациентов выжили, 28 пациентов скончались. 
Далее группа из 97 пациентов обозначается как основ-
ная группа. Для исключения факторов, которые могут 
влиять на исходы заболевания, к группе были приме-
нены дополнительные критерии включения:

1. Возраст пациента не менее 40 лет.
2. Индекс массы тела (ИМТ) в пределах 18,5–35 кг/м2.
3.  Отсутствие в анамнезе онкологических и нейроде-
генеративных заболеваний, диабета.

4.  Степень поражения легких на момент взятия мате-
риала КТ-3 или КТ-4.

Здесь и далее группа, к которой были применены 
дополнительные критерии включения, обозначается 
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как дополнительная группа. Из основной группы 
в дополнительную было набрано 40 пациентов: 22 паци-
ента женского пола (средний возраст – 52,1 ± 8,3 года) 
и 18 пациентов мужского пола (средний возраст – 
58,1 ± 8,1 год а).

Тяжесть течения заболевания определялась в соот-
ветствии с Временными методическими рекомендаци-
ями, утвержденным Министерством здравоохранения 
Российской Федерации [11]. Исследование специфи-
ческого гуморального и клеточного иммунного ответа 
у всех пациентов проводили однократно после посту-
пления, до начала лечения.

Определение IgG к различным эпитопам SARS-
CoV-2. В работе использовались замороженные об-
разцы сыворотки крови, хранившиеся в биобанке при 
температуре -80 °C. Качественное определение IgG 
к различным эпитопам SARS-CoV-2 выполняли на 
приборе MAGPIX (Luminex, США) с использованием 
наборов реагентов для одновременного определения 
IgG против антигенов SARS-CoV-2 HC19SERG1-85K 
(Millipore, США) и xMAP® SARS-CoV-2 Multi-Antigen 
IgG Assay (Luminex, США) согласно инструкциям про-
изводителей. Значение для положительного результата 
соответствует интерпретации исследования согласно 
инструкции производителя.

Выявление специфических Т-лимфоцитов. Об-
разцы крови для оценки специфического Т-клеточного 
иммунного ответа брали одновременно с образцами для 
выделения сыворотки. Выявление Т-лимфоцитов, вы-
деляющих ИФН-γ в ответ на стимуляцию пептидными 
пулами, перекрывающими основные последовательно-
сти белков S, N, M, ORF3a и ORF7a, проводили методом 
ELISpot.

Мононуклеарные клетки периферической крови 
(МКПК) выделяли в градиенте фиколла-урографина из 
цельной крови с 3,2 % цитратом натрия в качестве ан-
тикоагулянта. Подсчет МКПК проводили на гематоло-
гическом анализаторе XN-1000 (Sysmex, Япония). Де-
тектирование специфических клеток проводили сразу 
же после их выделения с помощью набора реагентов 
«ТиграТест® SARS-CoV-2» (ГЕНЕРИУМ, Россия).

4 аликвоты МКПК ~350 000 клеток в каждой поме-
щали в лунки культурального планшета. Для индукции 
образования интерферонов в клетках, специфичных 
к SARS-CoV-2, использовали два индуцирующих пула 
пептидов. Пул 1 перекрывает последовательность белка 
шипа (S), пул 2 – последовательности иных структур-
ных (N, M) и неструктурных (ORF3, ORF7) белков.

В качестве отрицательного контроля использовали 
МКПК пациента без добавления индукторов интерфе-
ронового ответа. В качестве положительного контроля 
использовали МКПК пациента с добавлением универ-
сального моноклонального тела ОКТ-3 в качестве ин-
дуктора ИФН. Значение для положительного результата 
считалось при наличии ≥ 10 определяемых пятен (за вы-
четом количества пятен отрицательного контроля) как 
минимум в одной из лунок (пул 1 или пул 2).

Статистическая обработка данных. Для выявле-
ния различия между группами был использован точный 
критерий Фишера. В дополнение к точному критерию 
Фишера были построены модели логистических ре-
грессий, для моделей более чем с одной независимой 
переменной использовался критерий Акаике. Для того 
чтобы определить взаимосвязь наличия иммунного от-
вета и количества дней от начала заболевания использо-
вался регрессионный анализ. Выживаемость пациентов 

Таблица 1. Выживаемость (в % от общего количества) пациентов в зависимости от наличия клеточного иммунного ответа, 
в скобках указано абсолютное количество выживших пациентов/абсолютное количество умерших пациентов

Группа пациентов Иммунитет Средняя Тяжелая Крайне тяжелая

Основная К+ 100 % (3/0) 72 % (23/9) 0 % (0/9)
К– 67 % (2/1) 79 % (41/11) 0 % (0/11)

Дополнительная К+ 100 % (1/0) 61 % (11/7) 0 % (0/0)
К– 0 % (0/1) 82 % (18/4) 0 % (0/0)

Примечание. «К+» – наличие клеточного иммунного ответа; «К–» – отсутствие клеточного иммунного ответа.

Таблица 2. Выживаемость (в % от общего количества) пациентов в зависимости от наличия клеточного иммунитета, в скобках 
указано абсолютное количество выживших пациентов/абсолютное количество умерших пациентов

Группа пациентов Иммунитет Средняя Тяжелая Крайне тяжелая

Основная

К+, Г+ 100 % (3/0) 85% (11/2) 0 % (0/2)
К+, Г– н/д 67 % (2/1) Н/д
К–, Г+ 100 % (1/0) 74 % (20/7) 0 % (0/4)
К–, Г– 50 % (1/1) 81 % (17/4) Н/д

Дополнительная

К+, Г+ 100 % (1/0) 78 % (7/2) 0 % (0/2)
К+, Г– н/д 50 % (1/1) Н/д
К–, Г+ н/д 75 % (9/3) 0 % (0/3)
К–, Г– 0 % (0/1) 89 % (8/1) Н/д

Примечание. «К+» – наличие клеточного иммунитета; «К–» – отсутствие клеточного иммунного ответа; «Г+» – наличие 
гуморального иммунного ответа; «Г–» – отсутствие гуморального иммунного ответа. Н/д – нет данных, данное обозначение 
используется, если ни один пациент не входил в данную группу.
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в группе выражена в процентах. Описательная статистика 
представлена процентом от общего количества пациен-
тов в выборке. При p < 0,05 разница между выборками 
считается достоверной. Для статистической обработки 
использовался язык программирования R версии 4.1.3 
и язык программирования Python версии 3.10.4.

Результаты
Между группами, сформированными по тяжести за-

болевания и наличию/отсутствию клеточного иммунного 
ответа, не найдено достоверных различий по выживае-
мости. Несмотря на различие между группами в описа-
тельной статистике (табл. 1, 2) мощности метода оказа-
лось недостаточно для достоверного статистического 
различия, скорее всего из-за малой выборки в группе 
пациентов средней тяжести заболевания. Для того чтобы 
уменьшить влияние коморбидности на исход заболева-
ния, были использованы добавочные критерии включе-
ния для отбора пациентов в дополнительную группу.

В дополнительной группе также не найдено ни од-
ного достоверного различия между группами выжив-
шие/умершие. Несмотря на отсутствие достоверного 
различия, в процентном соотношении пациенты в сред-
ней группе разошлись еще сильнее: 100 % выживших 
продемонстрировали наличие специфического клеточ-

ного иммунного ответа к SARS-CoV-2, 100 % умерших 
не имели Т-клеток, специфических к вирусу. Дополни-
тельные критерии включения повлекли уменьшение 
выборки, а это не позволило утверждать, что разница 
между группами статистически достоверна.

Далее группы разделили на подгруппы в зависимо-
сти от наличия в исследуемых образцах IgG, специфич-
ных к SARS-CoV-2. Точный критерий Фишера тоже не 
показал значимого различия между группами. Ни один 
вариант моделей логистической регрессии не дал удов-
летворительного значения псевдо-R2 и значимых коэф-
фициентов для переменных.

Описательная статистика, однако, показывает наи-
большую смертность при наличии только одного вида 
иммунитета (67 и 74 % в основной группе пациентов). 
Наибольшая выживаемость наблюдалась в группе 
с наличием как гуморального, так и клеточного специ-
фического иммунного ответа и в группе пациентов, 
у которых не определялся ни один вариант иммунного 
ответа (табл. 2). Вне зависимости от исхода заболева-
ния наличие иммунного ответа также статистически 
не различалось между группами, сформированными 
по тяжести течения заболевания.

Нами был проведен анализ зависимости дня от 
начала заболевания и наличия иммунного ответа. 
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Рис. 2. Диаграмма наличия/отсутствия Т-клеточного и гуморального иммунного ответа, специфичного к SARS-CoV-2, на день от 
начала заболевания в дополнительной группе: A – наличие Т-клеточного иммунного ответа; Б – наличие гуморального иммунного 
ответа

Рис. 1. Диаграмма наличия/отсутствия Т-клеточного и гуморального иммунного ответа, специфичного к SARS-CoV-2, на день от 
начала заболевания в основной группе: A – наличие Т-клеточного иммунного ответа; Б – наличие гуморального иммунного ответа
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Клиническая иммунология  

Полученные данные согласуются с данными лите-
ратуры: к 10-му дню обнаруживается максимум па-
циентов с наличием гуморального иммунного от-
вета, 75 и 100 % в основной и дополнительной 
группах соответственно, с последующим снижением 
(рис. 1A, Б).

На 8-й день заболевания у 100 % пациентов отсут-
ствует Т-клеточный иммунный ответ, развивающийся 
у большинства пациентов к 17-му дню заболевания, 
что также согласуется с известными данными о появле-
нии специфического иммунитета у COVID-19-наивных 
пациентов (рис. 1, 2).

Линейная регрессия хорошо описывает повышение 
относительного количества пациентов с клеточным 
и гуморальным иммунным ответом в основной группе. 
Скорректированный R2 равен 0,19 и 0,12 соответ-
ственно. Аналогичные результаты получены в допол-
нительной группе с небольшим увеличением R2 – 0,24 
и 0,25 для клеточного и гуморального иммунного ответа 
соответственно.

Детализация клеточного иммунного ответа и ди-
намика появления Т-клеток, специфических к S-белку 
SARS-CoV-2, и Т-клеток, специфических к N-, M-, 
ORF3-, ORF7-белкам вируса показана  на рис. 3, 4. Ре-
грессионная модель показывает увеличение доли па-
циентов с иммунным ответом при увеличении дня от 
начала заболевания. Вычисленные значения коэффици-
ентов показывают некоторую разницу между моделями: 
логистическая функция в модели (пул 2), описывающей 
появление Т-клеток, специфических к N-, M-, ORF3-, 
ORF7-белкам, смещена влево относительно модели 
(пул 1), описывающей появление Т-клеток, специфи-
ческих к S-белку. Это позволяет предположить, что 
экспансия Т-клеток, специфических к S-белку SARS-
CoV-2, происходит позже.

Обсуждение
Мы установили наличие клеточного иммунного от-

вета к наиболее важным антигенам (S-, N-белки) SARS-
CoV-2 (дельта-вариант) у пациентов, ранее наивных 

Рис. 3. Диаграмма наличия/отсутствия Т-клеточного и гуморального иммунного ответа (соответствующего значениям отдель-
ных ELISpot-пулов), специфичного к SARS-CoV-2, на день от начала заболевания в основной группе: A – наличие Т-клеточного 
иммунного ответа (ELISpot-пул 1); Б – наличие Т-клеточного иммунного ответа (ELISpot-пул 2). Пептидный пул 1 перекрыва-
ет последовательность S-белка SARS-CoV-2. Пептидный пул 2 перекрывает последовательности белков N, M, ORF3 и ORF7 
SARS-CoV-2
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Рис. 4. Диаграмма наличия/отсутствия Т-клеточного и гуморального иммунного ответа (соответствующего значениям отдельных 
ELISpot-пулов), специфичного к SARS-CoV-2, на день от начала заболевания в дополнительной группе: A – наличие Т-клеточного 
иммунного ответа (ELISpot-пул 1); Б – наличие Т-клеточного иммунного ответа (ELISpot-пул 2). Пептидный пул 1 перекрыва-
ет последовательность S-белка SARS-CoV-2. Пептидный пул 2 перекрывает последовательности белков N, M, ORF3 и ORF7 
SARS-CoV-2
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к вирусу. Из-за того что с помощью S-белка SARS-CoV-2 
проникает в клетку хозяина, связываясь с ACE2, именно 
он был первой потенциальной мишенью для разраба-
тываемых вакцин [12]. Было установлено, что мутации 
E484K и E484Q, а также L452R и P681R дельта-вари-
анта вируса позволяют SARS-CoV-2 избежать иденти-
фикации уже выработанным гуморальным иммуните-
том [13–15].

N- и M-белки участвуют в сборке вируса и отвечают 
за транскрипцию РНК. Высказывается предположение, 
что специфический иммунный ответ против этих бел-
ков может служить защитой хозяина от вируса за счет 
подавления его размножения [16, 17]. Ранее проведен-
ные исследования показывают, что у пациентов с забо-
леванием легкой и средней степени тяжести адаптив-
ный иммунный ответ против вируса выражен сильнее, 
чем у пациентов с тяжелым течением COVID-19, что со-
гласуется с нашей описательной статистикой: 100 про-
тив 76 % в основной группе, для пациентов со средним 
и тяжелым течением заболевания соответственно [18].

В исследовании медицинского факультета универ-
ситета Стэнфорда выявлена корреляция между тяже-
стью заболевания пациентов с COVID-19 и наличием 
Т-клеточного иммунного ответа, специфического к кон-
сервативным эпитопам SARS-CoV-2. Более выражен-
ный ответ наблюдается в группе со средней тяжестью 
заболевания. Предполагается, что защитный адаптив-
ный иммунитет способствует к более легкому течению 
болезни [19].

Гипотеза частично соответствует нашим данным: 
в группе пациентов со средней тяжестью заболевания 
наличие специфического клеточного иммунного ответа 
соответствует 100 % выживаемости. Исследователи 
из Харбинского политехнического университета пока-
зали, что у выживших пациентов с тяжелым течением 
заболевания определяется более сильный гумораль-
ный иммунный ответ [20]. Сероконверсия у пациен-
тов с SARS-CoV-2 в большинстве случаев происходит 
в течение 5–15 дней после инфицирования, что соответ-
ствует полученным данным: у 100 % пациентов в до-
полнительной группе есть антитела к вирусу [21, 22]. 
В дополнительной группе, несмотря на низкую комор-

бидную нагрузку пациентов и их молодой возраст, не 
появилось статистически значимого отличия от основ-
ной группы [23].

Ученые из медицинского университета Фуцзянь ис-
следовали влияние возраста пациента на взаимосвязь 
между иммунным ответом против SARS-CoV-2 и тяже-
стью течения COVID-19 в выборке из 783 пациентов. 
Исследователи обнаружили некоторые пептиды, нали-
чие антител к которым может служить предиктором бо-
лее легкого течения заболевания у пациентов в разных 
возрастных группах. Например, наличие антител к бел-
кам NSP7, S, N и ORF3a ассоциировано с более легкой 
формой течения заболевания в любом возрасте [24]. 
На основании полученных нами данных и данных науч-
ной литературы можно сделать вывод, что возраст явля-
ется независимым фактором, влияющим как на тяжесть 
течения заболевания, так и на его исход [25, 26], тогда 
как наличие или отсутствие специфического иммунного 
ответа к вирусу оказывает существенно меньшее влия-
ние на выживаемость в различных возрастных группах.

Стоит заметить, что ограничением настоящего иссле-
дования является небольшой размер выборок пациентов 
со средним и крайне тяжелым течением заболевания, 
что может быть объяснено большей долей пациентов 
с тяжелым течением заболевания в отделении реанима-
ции и интенсивной терапии. Госпитализация пациентов 
во время третьей волны COVID-19 в Санкт-Петербурге 
имела отличительные особенности: более тяжелое те-
чение заболевания и больший средний возраст госпи-
тализированных [27]. Из-за того что обследуемые паци-
енты, с высокой вероятностью, страдали от COVID-19, 
вызванного дельта-штаммом вируса, расширение ис-
следования путем набора новых пациентов представ-
ляется невозможным из-за широкого распространения 
омикрон-штамма в России и Санкт-Петербурге после 
декабря 2021 г. [28, 29].

Заключение
Согласно полученным результатам, нет оснований 

утверждать, что наличие гуморального или клеточного 
иммунного ответа (в любой комбинации) у невакцини-
рованных ранее пациентов является предиктором вы-
живания при COVID-19.
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