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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Несмотря на эффективность существующих вакцин для профилактики 
COVID-19, появление новых штаммов вируса SARS-CoV-2 требует разработки иммуногенов, 
способных формировать широкий перекрестно-реактивный иммунный ответ. Перспек-
тивным подходом является создание мРНК-вакцин, индуцирующих как гуморальный, так 
и Т-клеточный ответ, что может обеспечить защиту против вариантов вируса, ускользаю-
щих от нейтрализующих антител.
ЦЕЛЬ. Исследование иммуногенности экспериментальной двухкомпонентной 
мРНК-вакцины, кодирующей искусственный мультиэпитопный Т-клеточный иммуноген 
и рецепторсвязывающий домен (RBD) S-белка вируса SARS-CoV-2, для обоснования воз-
можности обеспечения широкого перекрестно-реактивного ответа, необходимого для эф-
фективной защиты от высокоизменчивых вирусов.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. мРНК синтезировали in  vitro: mRNA-RBD кодировала RBD, 
mRNA-BSI  — мультиэпитопный Т-клеточный иммуноген. Вакцинную мРНК инкапсулиро-
вали в липидные наночастицы (ЛНЧ); размер частиц оценивали методом динамическо-
го светорассеяния. Использовали мышей линии BALB/c (24 самки) — 4 группы по 6 осо-
бей. Для иммунизации внутримышечно дважды с интервалом 3 нед. вводили по 10 мкг 
мРНК-ЛНЧ по отдельности или в виде их смеси. Гуморальный ответ оценивали по титрам 
вирус-специфических и нейтрализующих антител, Т-клеточный ответ — методами ELISpot 
(по количеству спотообразующих единиц; SFUs), сэндвич-ИФА, внутриклеточного окраши-
вания цитокинов и проточной цитометрии.
РЕЗУЛЬТАТЫ. ЛНЧ с инкапсулированной вакцинной мРНК имели размер 115,4–123,7 нм 
и низкий индекс полидисперсности (0,165–0,211). Двухкомпонентная вакцина 
(mRNA-RBD  + mRNA-BSI) индуцировала у мышей высокие титры RBD-специфиче-
ских (1:131322) и нейтрализующих антител к Ухань-подобному (Wuhan-Hu-1; 1:3620)  
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и омикрон-подобному штаммам (BA.5.2; 1:718). Т-клеточный ответ в группе с двухком
понентной вакциной характеризовался высоким уровнем продукции IFN-γ: количе-
ство IFN-γ-продуцирующих лимфоцитов  — 660 SFUs/млн (ELISpot); концентрация IFN-γ 
в культуре спленоцитов — 990 пкг/мл (ИФА), что значительно превышало показатели груп-
пы с введением mRNA-RBD (343 SFUs/млн и 60 пкг/мл соответственно). Внутриклеточное 
окрашивание показало повышение доли цитокин-продуцирующих CD4+ и CD8+ Т-клеток 
(IFN-γ, IL-2, TNF-α) во всех иммунизированных группах.
ВЫВОДЫ. Сочетание В- и Т-клеточных иммуногенов в двухкомпонентной мРНК-вакцине  
способствует усилению гуморального ответа и формированию широкого Т-клеточного  
ответа, что обеспечивает эффективное распознавание новых вариантов SARS-CoV-2. 
Полученные данные обосновывают перспективность данной платформы для создания 
вакцин против высокоизменчивых вирусных инфекций.
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. Despite the effectiveness of existing COVID-19 vaccines, the emergence of 
new SARS-CoV-2 variants necessitates the development of immunogens capable of eliciting 
a broad, cross-reactive immune response. A promising approach is the development of mRNA 
vaccines that induce both humoral and T-cell responses, which could provide protection against 
viral variants that evade neutralizing antibodies.
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AIM. This study aimed to investigate the immunogenicity of an experimental two-component 
mRNA vaccine encoding an artificial multi-epitope T-cell immunogen and the receptor-binding 
domain (RBD) of the SARS-CoV-2 spike protein, to demonstrate the potential of this vaccine to 
elicit a broad, cross-reactive response required for effective protection against highly variable 
viruses.
MATERIALS AND METHODS. The mRNAs were synthesized in vitro: mRNA-RBD encoded the RBD, 
and mRNA-BSI encoded the multi-epitope T-cell immunogen. The vaccine mRNA was encap-
sulated in lipid nanoparticles (LNPs); particle size was assessed using dynamic light scattering. 
BALB/c mice (24 females) were divided into 4 groups of 6 animals each. For immunization, 
10 μg of mRNA-LNP (either alone or as a mixture of the two constructs) was administered in-
tramuscularly twice, 3 weeks apart. Humoral response was evaluated by titers of virus‑specific 
and neutralizing antibodies; T-cell response was assessed by ELISpot (spot-forming units, SFUs), 
sandwich ELISA, intracellular cytokine staining, and flow cytometry.
RESULTS. The LNPs encapsulating the vaccine mRNA had a size of 115.4–123.7 nm and a 
low polydispersity index (0.165–0.211). The two-component vaccine (mRNA-RBD + mRNA-BSI) 
induced high titers of RBD-specific antibodies (1:131,322) and neutralizing antibodies against 
the Wuhan-Hu-1 strain (1:3,620) and the Omicron BA.5.2 strain (1:718). The T-cell response 
in the two-component vaccine group was characterized by high IFN-γ production: the num-
ber of IFN-γ-producing lymphocytes and the IFN-γ concentration in splenocyte culture were  
660 SFUs/million cells (ELISpot) and 990 pg/mL (ELISA), respectively; both significantly ex-
ceeded the corresponding values in the mRNA-RBD group (343 SFUs/million and 60 pg/mL, 
respectively). Intracellular staining revealed an increased proportion of cytokine-producing 
CD4+ and CD8+ T cells (IFN-γ, IL-2, TNF-α) in all immunized groups.
CONCLUSIONS. The combination of B-cell and T-cell immunogens in a two-component mRNA 
vaccine enhances the humoral response and promotes a broad T-cell response, ensuring ef-
fective recognition of emerging SARS-CoV-2 variants. The data support the potential of this 
platform for the development of vaccines against highly variable viral infections.

Keywords: 	 mRNA vaccines; combined vaccines; multi-epitope immunogen; receptor-binding domain of the 
spike protein; RBD; neutralizing antibodies; T-cell immunity; cross-reactive T-cell response; 
SARS-CoV-2

For citation: 	 Borgoyakova M.B., Rudometov A.P., Sharabrin S.V., Starostina E.V., Yakovlev V.A., 
Yakovleva E.V., Vahitov D.I., Zaykovskaya A.V., Kisakova L.A., Kisakov D.N., Makarova K.P., 
Dmitrienko E.V., Karpenko L.I., Ilyichev A.A. A two-component mRNA vaccine combining 
B-cell and T-cell immunogens of SARS-CoV-2 induces humoral and cellular immune 
responses in mice. Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2026;26(3):287–298.  
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-3-287-298

Funding. The study was funded under the state assignment of the State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”.
Disclosure. The authors declare no conflicts of interest.

ВВЕДЕНИЕ
Пандемия COVID-19 стимулировала разра- 

ботку новых подходов к созданию вакцин, 
в том числе с использованием рекомбинантных 
технологий  [1–3]. Основным антигеном SARS-
CoV-2, на основе которого создавались вакци-
ны, являлся S-белок, обеспечивающий проник-
новение в клетку-мишень [4, 5], и большинство 
нейтрализующих антител нацелены на его 
рецепторсвязывающий домен (receptor bind-
ing domain, RBD)  [6–11]. Индуцируемые 
при вакцинации нейтрализующие специфи-
ческие антитела являются признанным кор-
релятом защиты  [12–14], однако эффектив-
ность антител, сформированных к антигенам 
вакцинного штамма, существенно снижается 

в отношении новых вариантов вируса из-за му-
таций в S-белке [15–18].

Т-клеточный ответ, в отличие от гуморального, 
направлен на более консервативные эпитопы 
внутренних белков и дольше сохраняет актив-
ность против новых вариантов вируса. Однако 
длительная циркуляция SARS-CoV-2 в человече-
ской популяции привела к появлению вариантов, 
уклоняющихся от цитотоксического Т-клеточного 
ответа  [19–23]. Защитная роль Т-клеток 
подтверждена у переболевших SARS-CoV  
и MERS-CoV, а также у пациентов с COVID-19 
без детектируемых антител  [24–26]. Показано, 
что поствакцинальный Т-клеточный ответ, инду-
цируемый зарегистрированными вакцинами, яв-
ляется перекрестно-реактивным и устойчивым 
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к мутациям омикрон-подобного штамма 
(B.1.1.529) [27]. В связи с этим все большее вни-
мание уделяется разработке иммуногенов, 
способных индуцировать Т-клеточный ответ.

Одним из подходов является использование 
мультиэпитопных Т-клеточных иммуногенов,  
состоящих из консервативных CTL- и Th-эпитопов 
различных вирусных белков. Эффективность 
таких конструкций была продемонстрирована 
в исследованиях вакцин для профилактики ин-
фекций, вызываемых вирусами гриппа, Эбола  
и ВИЧ [28–32]. Однако комбинация таких конструк-
ций с B-клеточными иммуногенами изучена мало. 
Для их доставки оптимальна мРНК-платформа, 
обеспечивающая эндогенный процессинг и пре-
зентацию антигена в комплексе с MHC I и MHC II 
(главный комплекс гистосовместимости I/II типа, 
major histocompatibility complex I/II).

В настоящей работе впервые представле-
ны результаты доклинического исследования 
двухкомпонентной мРНК-вакцины, состоящей 
из конструкций mRNA-RBD (B-клеточный им-
муноген) и mRNA-BSI (Т-клеточный иммуноген), 
с оценкой гуморальных (титры антител, вирус-
нейтрализация) и Т-клеточных (ELISpot, цитоки-
новый профиль) показателей иммунного ответа.

Цель работы  — исследование иммуноген-
ности экспериментальной двухкомпонентной 
мРНК-вакцины, кодирующей искусственный 
мультиэпитопный Т-клеточный иммуноген и ре-
цепторсвязывающий домен (RBD) S-белка виру-
са SARS-CoV-2, для обоснования возможности 
обеспечения широкого перекрестно-реактивно-
го ответа, необходимого для эффективной за-
щиты от высокоизменчивых вирусов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Дизайн иммуногенов

Иммуноген, кодирующий RBD S-белка 
SARS-CoV-2, конструировали на основе по-
следовательности Ухань-подобного штамма 
(Wuhan-Hu-1) (GenBank MN908947)1. К N-концу 
RBD добавляли сигнальный пептид для усиле-
ния секреции белка [33].

Для дизайна мультиэпитопного иммуноге-
на (BSI) последовательности белков S, M, N и E 
(штамм Wuhan-Hu-1, GenBank MN908947) анали-
зировали на содержание Т-клеточных эпитопов, 
рестриктируемых MHC I и II человека и мыши, 
с помощью инструментов IEDB (версия 2.22)2. 
Дополнительными источниками эпитопов служи-
ли экспериментальные работы по Т-клеточному 
ответу у лиц, переболевших COVID-19 (табл. S1, 

Приложение 1 размещено на сайте журнала3). 
Близлежащие или перекрывающиеся эпитопы 
группировали в фрагменты, сохраняя их на-
тивное расположение. Фрагменты последова-
тельно объединяли без линкеров; к N-концу 
добавляли убиквитин как сигнал для внутри-
клеточного процессинга [34]. Консервативность 
фрагментов оценивали сравнением с последо-
вательностями линий B.1.1.7 (альфа, OL752444), 
B.1.351 (бета, OQ439760), B.1.1.248 (гамма, 
MT947548), B.1.617.2 (дельта, PX393515), BA.5.2, 
XBB.1.5, JN.1, NB.1.8.1, LP.8.1.1 и XFG (омикрон, 
PP847684, PX120540, PP832908, PX467497, 
PX105736, PX471381), доступными в GenBank. 

Целевые гены оптимизировали для экспрес-
сии в клетках млекопитающих, синтезирова-
ли (ООО «ДНК-синтез», Россия) и клонировали 
в рекомбинантную плазмиду pVAX-Cas1CC  [35]. 
Структуру полученных конструкций подтвер-
ждали секвенированием по Сэнгеру.

Синтез мРНК
ДНК-матрицы нарабатывали, очищали 

с использованием набора HiPure Plasmid Mini 
Kit (Magen, Китай) и линеаризовали с исполь-
зованием эндонуклеазы рестрикции EcoRI  
(ООО «СибЭнзайм», Россия).

мРНК синтезировали с использованием коммер-
ческого набора (Yeasen, Китай) по ранее описанно-
му протоколу [36], включающему ферментативный 
синтез, обработку ДНКазой (ООО «Биолабмикс», 
Россия) и очистку продукта. Полученные мРНК 
обозначали как mRNA-RBD и mRNA-BSI.

Получение и оценка мРНК-липидных комплексов
Протокол получения липидных наночастиц 

(ЛНЧ) с инкапсулированной мРНК (мРНК-ЛНЧ) 
описан ранее  [35]. Компоненты липидного со-
става (SM-102, DSPC, холестерин, DMG-PEG2000) 
растворяли в этаноле, смешивали с водным 
раствором мРНК в микрофлюидном смесителе 
Automated NP System (Dolomite Microfluidics, 
Великобритания), диализовали против 
фосфатно-солевого буфера (PBS), концентри-
ровали и доводили до нужной концентрации 
PBS. Итоговые композиции стерилизовали, про-
пустив через фильтр 0,22 мкм (Jet Biofil, Китай). 
ЛНЧ хранили при температуре 4 °С. Полученные 
комплексы мРНК-ЛНЧ обозначали как mRNA-
RBD-LNP  и mRNA-BSI-LNP.

Размер частиц определяли методом ди-
намического светорассеяния на приборе 
Zetasizer Nano ZS Plus (Malvern Instruments, 
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Великобритания). Для каждого образца исполь-
зовали кюветы ZEN0040 и измеряли гидроди-
намический размер частиц (Z-average) и ин-
декс полидисперсности (PdI) в трех повторах 
при температуре 25 °C.

Иммунизация животных
Эксперименты проводили в соответствии с на-

циональными и международными нормативны-
ми требованиями4. Протокол исследований был 
одобрен Биоэтической комиссией ФБУН ГНЦ ВБ  
«Вектор» Роспотребнадзора (протокол БЭК 
№ 4 от 11.04.2025). Самок мышей линии BALB/c 
(4–6 нед., 16–18 г, n=24) получали из питомни-
ка ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора. 
Животных случайно распределяли по четырем 
группам (по 6 особей) и содержали в стандарт-
ных условиях вивария.

Иммунизацию проводили внутримышечно 
дважды с интервалом 3 нед. Группа 1 полу-
чала 10 мкг mRNA-RBD-LNP, группа 2 — 10 мкг 
mRNA-BSI-LNP, группа 3  — смесь 10 мкг 
mRNA-RBD-LNP и 10 мкг mRNA-BSI-LNP (в пере-
счете на дозу мРНК). Объем инъекции — 100 мкл 
(по 50 мкл в каждую заднюю бедренную мыш-
цу). Интактные мыши служили отрицательным 
контролем.

Подготовка образцов сывороток и спленоцитов
Кровь и селезенки мышей забирали через  

14  сут после второй иммунизации и обрабаты-
вали по ранее описанному протоколу [37].

Иммуноферментный анализ (ИФА)
ИФА проводили по протоколу, описанному 

ранее  [37]. В качестве сорбента использовали 
рекомбинантный RBD (1 мкг/мл в 2М мочеви
не), полученный в клетках CHO-K1. IgG вы-
являли козьими антителами к мышиным IgG, 
конъюгированными с пероксидазой (Invitrogen, 
США). Оптическую плотность (ОП) измеря-
ли при 450 нм с помощью планшетного спек-
трофотометра Feyond-A300/A400 (Hangzhou 
Allsheng Instruments Co. Ltd., Китай). Титр опре-
деляли как наибольшее разведение сыворотки, 
при котором ОП превышала фоновый уровень 
не менее чем в 2 раза.

Анализ вируснейтрализующей активности
Нейтрализующую активность антител в сыво-

ротках определяли в тесте ингибирования ци-
топатического действия (ЦПД) вируса на куль- 

туре клеток Vero E6 (Коллекция культур кле-
ток ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора). 
Использовали штаммы hCov-19/Australia/
VIC01/2020 (Ухань-подобный, EPI_ISL_16613436) 
и hCov-19/Russia/Moscow-49415/2022 (оми-
крон-подобный BA.5.2, EPI_ISL_406844), полу-
ченные из Государственной коллекции возбу-
дителей вирусных инфекций и риккетсиозов 
ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора. 
Исследование проводили по протоколу, описан-
ному ранее [37]. Титр нейтрализующих антител 
рассчитывали по формуле Рида–Менча.

Анализ Т-клеточного ответа
Т-клеточный ответ оценивали методами 

ELISpot и внутриклеточного окрашивания цито-
кинов с проточной цитометрией по протоколу, 
описанному ранее [37]. При проведении ELISpot 
использовали набор Mabtech ELISpot Plus: 
Mouse IFN-gamma (ALP) Pre-coated (MABTECH, 
Швеция) и систему визуализации на базе стерео-
микроскопии (Carl Zeiss, Германия). Уровень 
Т-клеточного ответа оценивали по количеству 
IFN-γ-продуцирующих лимфоцитов, выражен-
ному в количестве спотообразующих единиц 
(SFUs) на 1 млн спленоцитов. Для детекции мар-
керов лимфоцитов и цитокинов использовали 
антитела: anti-CD3 Alexa Fluor 700 (клон 500А2), 
anti-CD4 BV785 (клон GK1.5), anti-CD8 FITC 
(клон 53-6.7), anti-IFN-γ APC (клон XMG1.2), 
anti-IL-2 BV421 (клон JES6-5H4), anti-TNF-α 
BV650 (клон MP6-XT22) (все — BioLegend, США). 
Анализ проводили с помощью цитофлюоримет-
ра ZE5 (Bio-Rad, США).

Определение концентрации цитокинов
Спленоциты культивировали в среде RPMI-1640  

с L-глутамином («ПанЭко», Россия), 10% фетальной 
бычьей сывороткой и гентамицином (50 мкг/мл) 
(«БиолоТ», Россия). Для стимуляции добавляли 
пул пептидов [34], или митоген (30 мкл конкана-
валина А, «ПанЭко», Россия)  — положительный 
контроль, или среду — отрицательный контроль. 
Спленоциты инкубировали при температуре 
37 °С в 5% CO2. Через 48 ч собирали культураль-
ную среду, центрифугировали при 2500 g 10 мин 
и отбирали аликвоты для анализа.

Концентрацию цитокинов IFN-γ, IL-2, IL-4  
и TNF-α определяли с использованием наборов 
ABclonal (Китай) согласно инструкции произво-
дителя. Образцы анализировали в двух повтор-
ностях; результаты представлены как средние 

4	 ГОСТ 33215-2014. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила оборудования помеще-
ний и организации процедур.

	 Директива 2010/63/EU Европейского парламента и Совета Европейского союза по охране животных, используемых 
в научных целях. https://ruslasa.ru/wp-content/uploads/2017/06/Directive_201063_rus.pdf
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значения. Измерения выполняли с использова-
нием программного обеспечения для спектро-
фотометра Feyond-A300/A400.

Статистический анализ
Данные обрабатывали с помощью непарамет-

рического критерия Краскела–Уоллиса с после-
дующим апостериорным анализом по критерию 
Данна в программе GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 
Software, США)5. Различия считали статистиче-
ски значимыми при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Дизайн мультиэпитопного Т-клеточного 
иммуногена

Для создания искусственного Т-клеточного 
иммуногена использовали подход, основан-
ный на последовательном объединении им-
мунодоминантных фрагментов белков S, E, M 
и N в одну конструкцию. Фрагменты выбраны 

по наличию в их составе наибольшего ко-
личества эпитопов, рестриктируемых MHC 
I и MHC II человека и мыши. К N-концу до-
бавляли универсальный Th-эпитоп PADRE 
(Pan HLA-DR-binding epitope), а к карбок-
сильному концу  — репортерный эпитоп 
для оценки экспрессии целевого гена в культу-
ре клеток (табл. 1). К N-концу также присоеди-
няли убиквитин для усиления протеасомного  
процессинга [38].

Консервативность эпитопов иммуногена 
варьировала от 81,25 до 100% для широкого 
спектра штаммов, включая актуальные в 2025 г. 
XFG, LP.8.1.1. и NB.1.8.1 (рис. S1, Приложение 
2 размещено на сайте журнала6). Наименьшую 
консервативность показал фрагмент, пере-
крывающийся с RBD: 81,25–97,92% для 7 из 10 
штаммов. Для фрагмента М1 консервативность 
составила 96,67% также для 7 из 10 штаммов. 
Фрагменты S2, E, N1 и N2 имели по одной 

5	 https://cdn.graphpad.com/docs/prism/6/Prism–6–User–Guide.pdf 
6	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-3-287-298-annex2

Таблица 1. Аминокислотные последовательности в составе искусственного Т-клеточного иммуногена BSI
Table 1. Amino acid sequences included in the artificial T-cell immunogen BSI

Аминокислотная последовательность
Amino acid sequence

Название
Name

Локализация в белке
Protein localization

MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLS
DYNIQKESTLHLVLRLRGV

Убиквитин
Ubiquitin

–

MAKFVAAWTLKAAA Эпитоп PADRE
PADRE epitope

–

IADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFE S1 фрагмент
S1 fragment

418–465

SIIAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPTNFTI S2 фрагмент
S2 fragment

691–720

GLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAA S3 фрагмент
S3 fragment

857–893

HLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEK S4 фрагмент
S4 fragment

1048–1073

NLNESLIDLQELGKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLIAIVMVTIM S5 фрагмент
S5 fragment

1192–1233

SLVKPSFYVYSRVKNLNSSRVPDLLV E фрагмент
E fragment

50–75

TLACFVLAAVYRINWITGGIAIAMACLVGL M1 фрагмент
M1 fragment

61–90

KEITVATSRTLSYYKLGASQRVAGDSGFAAY М2 фрагмент
M2 fragment

166–196

FPRGQGVPINTNSSPDDQIGYYRRATRRIRGGDGK N1 фрагмент
N1 fragment

66–100

WPQIAQFAPSASAFFGMSRIGMEVTPSGTWLTYTGAIKLDDKDPNFKDQVILLNK
HIDAYKTFPPTEPKKDKKKK

N2 фрагмент
N2 fragment

301–375

EPFRDYVDRFYKTLR Маркерный эпитоп
Marker epitope

–

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table was prepared by the authors based on their own data
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замене (96,15–98,67% гомологии) в разных 
штаммах.

Характеристика мРНК-конструкций
мРНК-конструкции mRNA-RBD и mRNA-BSI, ко-

дирующие RBD S-белка SARS-CoV-2 и мультиэпи-
топный Т-клеточный иммуноген, получены мат-
ричным синтезом in vitro. Гены были фланкированы 
3'- и 5'-UTR из гена α-глобина человека и содержали 
поли(А)-хвост длиной ~110 нуклеотидов (рис. 1).

Целостность синтезированных мРНК под-
тверждена электрофорезом в 2% агарозном 
геле (рис. S2, Приложение 2). Полосы соответ-
ствовали теоретической длине (1025 основа-
ний — mRNA-RBD, 1766 оснований — mRNA-BSI); 
примеси отсутствовали.

Характеристика мРНК-липидных комплексов
По данным динамического светорассеяния  

(табл. S2, рис. S3–S5, Приложение  2) частицы 
mRNA-RBD-LNP имели размер 123,7±2,6 нм, 
mRNA-BSI-LNP — 121,0±2,0 нм, mRNA-RBD-LNP + 
mRNA-BSI-LNP  — 115,4±1,4 нм; PdI составил 
0,165±0,006, 0,172±0,024, 0,211±0,020 соответ-
ственно.

Гуморальный иммунный ответ
Мышам внутримышечно вводили мРНК-ЛНЧ 

по схеме, представленной на рисунке 2. В ко-
нечной точке эксперимента методом ИФА вы-
явлено формирование RBD-специфического 
гуморального ответа у животных, получавших 
mRNA-RBD или смесь мРНК. Титры антител со-
ставили 1:79543 (группа, получавшая mRNA-RBD) 
и 1:131322 (группа, получавшая двухкомпонент-
ную вакцину), что указывает на двукратное 
повышение уровня антител при иммунизации 
смесью мРНК (рис. 3A). Сыворотки этих групп 
также проявили нейтрализующую активность 
против Ухань-подобного и омикрон-подоб-
ного (BA.5.2) штаммов. В группе, получавшей 
mRNA-RBD, титры нейтрализующих антител 
составили 1:1140 (Ухань-подобный штамм) 
и 1:113 (омикрон-подобный BA.5.2 штамм); 
в группе, получавшей двухкомпонентную вакци-
ну — 1:3620 и 1:718 соответственно (рис. 3A–C). 
Высокие титры перекрестно-реактивных ней-
трализующих антител выявлены в сыворотках 
мышей, получавших mRNA-RBD и двухкомпо-
нентную мРНК-вакцину, причем титры в группе 
с комбинацией мРНК-конструкций были выше, 

Рисунок подготовлен авторами с использованием ресурса BioRender.com / The figure was prepared by the authors using BioRender.com

Рис. 1. Схема строения мРНК-конструкций mRNA-RBD (A) и mRNA-BSI (B). G — аналог кэпа m7GmAmG; 5'- и 3'-UTR — нетранс-
лируемые области α-глобина человека; L — химерная лидерная последовательность; Ub — убиквитин; ААА — поли(А)-хвост.

Fig. 1. Schematic structures of mRNA-RBD (A) and mRNA-BSI (B) constructs. G, cap analog of m7GmAmG; 5'- and 3'-UTRs, untrans-
lated regions from the human α-globin; L, chimeric leader sequence; Ub, ubiquitin; AAA, poly(A) tail.

Рисунок подготовлен авторами с использованием ресурса biorender.com / The figure was prepared by the authors using BioRender.com

Рис. 2. Схема эксперимента по оценке иммуногенности мРНК-вакцин.

Fig. 2. Schematic representation of the experiment to assess the immunogenicity of mRNA vaccines.

5'-UTR L rbd 3'-UTRG A A A

5'-UTR Ub bsi 3'-UTRG A A A
B
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что подтверждает усиление функционального 
гуморального ответа.

Клеточный иммунный ответ
ELISpot подтвердил формирование 

Т-клеточного ответа у мышей всех групп с введе-
нием мРНК-вакцин. Среднее количество IFN-γ-
продуцирующих клеток на 106 спленоцитов со-
ставило: в группе mRNA-BSI — 104 SFUs, в группе 
mRNA-RBD  — 343 SFUs, в группе mRNA-RBD + 
mRNA-BSI — 660 SFUs, в контрольной группе — 
3 SFUs (рис. 4A, 4B). В супернатантах спленоцитов 
(через 48 ч инкубации) максимальная продукция 
цитокинов IFN-γ, IL-2 и TNF-α зафиксирована 
в группе с двухкомпонентной мРНК-вакциной 
(рис. 4C–E). IL-4 не обнаружен.

Данные проточной цитометрии после вну-
триклеточного окрашивания цитокинов по-
казали формирование Т-клеточного ответа 
во всех экспериментальных группах  — доля 
цитокин-продуцирующих Т-клеток превышала 
показатели отрицательного контроля (рис. S6, 
Приложение 2). Статистически значимых разли-
чий между группами не обнаружено.

Таким образом, иммунизация мышей линии 
BALB/c мРНК-вакциной mRNA-RBD индуци-
ровала специфический гуморальный (вклю-
чая вируснейтрализующий) и клеточный ответ. 
Добавление mRNA-BSI приводило к усилению 
иммунного ответа: повышались титры специфи-

ческих и нейтрализующих антител, а также ин-
тенсивность Т-клеточного ответа.

ОБСУЖДЕНИЕ
Основная проблема вакцин для профилак-

тики COVID-19  — снижение эффективности 
нейтрализующих антител в отношении новых 
штаммов, в то время как Т-клеточный иммуни-
тет, направленный на консервативные эпитопы, 
сохраняет возможность обеспечивать пере-
крестную защиту.

Показано, что у лиц, перенесших забо-
левания, вызванные SARS-CoV, MERS-CoV 
и SARS-CoV-2, формировался Т-клеточный 
ответ против внутренних белков вируса, 
сохранявший реактивность при появлении 
новых штаммов  [24, 25]. Мультиэпитопные 
Т-клеточные иммуногены фокусируют кле-
точный иммунный ответ на консервативных 
эпитопах, что критически важно при создании 
вакцин против вирусов с высокой изменчи-
востью. В то же время представление о стро-
гой консервативности Т-клеточных эпитопов 
дискуссионно: под давлением Т-клеточного 
ответа SARS-CoV-2 может приобретать мута-
ции, что позволяет вирусу уклоняться от отве-
та цитотоксических лимфоцитов  [22, 23]. Тем 
не менее разработка искусственных мульти-
эпитопных конструкций остается активной об-
ластью исследований [39–43].
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Рис. 3. Гуморальный ответ у мышей, иммунизированных мРНК-конструкциями mRNA-RBD, mRNA-BSI и их смесью. A  — 
обратные титры RBD-специфичных антител (ИФА). Обратные титры антител в реакции нейтрализации: B — против штамма 
Wuhan-Hu-1. C –против омикрон-подобного штамма BA.5.2. Данные представлены как средние геометрические ± стандарт-
ное отклонение; индивидуальные значения отмечены точками. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 (критерий Краскела–Уоллиса 
с апостериорным анализом по Данну). Пунктирной линией обозначен предел обнаружения метода: 50 (ИФА), 20 (вирусней-
трализация). Intact — отрицательный контроль.

Fig. 3. Humoral immune response in mice immunized with mRNA-RBD, mRNA-BSI, and their combination. A. Reciprocal titers 
of RBD-specific antibodies (ELISA). Reciprocal titers of neutralizing antibodies: B, against the Wuhan‑Hu‑1 strain; C, against the 
Omicron BA.5.2 strain. Data are presented as geometric means ± standard deviation; individual values are shown as dots. * p<0.05, 
** p<0.01, *** p<0.001 (Kruskal–Wallis test with Dunn's post hoc analysis). The dashed line indicates the detection limit: 50 (ELISA), 
20 (virus neutralization). Intact, negative control.
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В нашей работе получена конструкция 
mRNA-BSI, кодирующая искусственный мульти-
эпитопный иммуноген из фрагментов бел-
ков SARS-CoV-2 (рис. 2B), обладающих кон-
сервативностью более 81% относительно 
штаммов 2020–2025 гг. (рис. S1). Мы исполь-
зовали уникальную стратегию для сборки ан-
тигена: определяли фрагменты вирусных бел-
ков, содержащие множество перекрывающихся 
эпитопов, рестриктируемых MHC I и II чело-
века и мыши, объединяли их в одну конструк-
цию и дополняли универсальным Th-эпитопом 
PADRE, убиквитином и маркерным эпитопом 
(табл. 1). Иммуноген BSI ранее был получен 
в формате ДНК-вакцины и показал способность 

индуцировать Т-клеточный ответ как при инди-
видуальном введении, так и в сочетании с ДНК-
вакциной, кодирующей B-клеточный иммуно-
ген, и с белком RBD [34, 44, 45].

Наиболее эффективное усиление иммунного 
ответа достигается комбинацией двух иммуноге-
нов — В-клеточного (стимулирующего гумораль-
ный иммунитет) и Т-клеточного. В нашей работе 
реализован подход создания двухкомпонентной 
мРНК-вакцины из смеси двух мРНК: mRNA-RBD, 
кодирующей B-клеточный иммуноген RBD 
S-белка вируса SARS-CoV-2, являющийся мише-
нью нейтрализующих антител (штамм Wuhan-
Hu-1), и mRNA-BSI, кодирующей мультиэпитоп-
ный Т-клеточный иммуноген (рис. 1А, B).

 К
он

це
нт

ра
ци

я 
TN

F-
α,

 п
кг

/м
л 

TN
F-

α 
co

nc
en

tr
at

io
n,

 p
g/

m
L

102

101

100

m
RN

A-
RB

D

m
RN

A-
BS

I

In
ta

ct

m
RN

A-
RB

D
+

m
RN

A-
BS

I

m
RN

A-
RB

D

m
RN

A-
BS

I

In
ta

ct

m
RN

A-
RB

D
+

m
RN

A-
BS

I

Spont

Stim

M
it

og
en

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 IL
-2

, п
кг

/м
л 

IL
-2

 c
on

ce
nt

ra
tio

n,
 p

g/
m

L

*
*102

101

100

m
RN

A-
RB

D

m
RN

A-
BS

I

In
ta

ct

m
RN

A-
RB

D
+

m
RN

A-
BS

I

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 IF
N

-γ
, п

кг
/м

л 
IF

N
-γ

 c
on

ce
nt

ra
tio

n,
 p

g/
m

L

*104

103

102

101

100

m
RN

A-
RB

D

m
RN

A-
BS

I

In
ta

ct

m
RN

A-
RB

D
+

m
RN

A-
BS

I

Сп
от

оо
бр

аз
ую

щ
ие

 е
ди

ни
цы

/1
 м

лн
сп

ле
но

ци
то

в 
SF

U
s 

pe
r m

ill
io

n 
sp

le
no

cy
te

s
***

***
104

103

102

101

100

m
RN

A-
RB

D

m
RN

A-
BS

I

In
ta

ct

m
RN

A-
RB

D
+

m
RN

A-
BS

I

D

B

EC

A

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure was prepared by the authors based on their own data

Рис. 4. Клеточный иммунный ответ у мышей, иммунизированных мРНК-конструкциями mRNA-RBD, mRNA-BSI и их смесью. 
A — число IFN-γ-продуцирующих клеток (ELISpot). B — изображения репрезентативных лунок ELISpot: Spont — без стимуля-
ции; Stim — стимуляция пулом вирус-специфических пептидов; Mitogen — стимуляция конканавалином А; Intact — контроль. 
C–E — концентрация цитокинов IFN-γ (C), IL-2 (D), TNF-α (E) в супернатантах спленоцитов иммунизированных животных. 
Данные представлены как средние геометрические ± стандартное отклонение; индивидуальные значения отмечены точка-
ми. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 (критерий Краскела–Уоллиса с апостериорным анализом по Данну). Пунктирной линией 
обозначен предел обнаружения метода: IFN-γ 7 пкг/мл, IL-2 — 4 пкг/мл, TNF-α — 6,5 пкг/мл.

Fig. 4. Cellular immune response in mice immunized with mRNA-RBD, mRNA-BSI, and their combination. A. Number 
of IFN-γ-producing cells, SFUs (ELISpot). B. Representative images of ELISpot wells: Spont, unstimulated; Stim, stimulation with a 
pool of virus‑specific peptides; Mitogen, stimulation with concanavalin A; Intact, control. C–E. Concentration of cytokines IFN‑γ (C), 
IL‑2 (D), and TNF‑α (E) in supernatants of splenocytes from immunized animals. Data are presented as geometric means ± standard 
deviation; individual values are shown as dots. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Kruskal-Wallis test with Dunn's post hoc analysis). 
The dashed line indicates the detection limit of the method: IFN‑γ, 7 pg/mL, IL‑2, 4 pg/mL, TNF‑α, 6.5 pg/mL.
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Липидные наночастицы являются стандарт-
ным средством доставки мРНК-вакцин и были 
использованы в данной работе. Контроль раз-
меров частиц методом динамического светорас-
сеяния подтвердил нахождение размера частиц 
в оптимальном диапазоне с низким разбросом 
значений [46, 47].

Исследование гуморального иммунного от-
вета у мышей линии BALB/c после иммуни-
зации показало, что в группах с введением 
mRNA-RBD и смеси вакцин формировались 
высокие титры RBD-специфических антител 
с нейтрализующей активностью против Ухань-
подобного и омикрон-подобного штаммов 
SARS-CoV-2 (рис. 3). Добавление Т-клеточного 
иммуногена приводило к повышению нейтра-
лизующих титров не только против исходного 
штамма, но и против омикрон-подобного.

При оценке клеточного ответа (IFN-γ-ELISpot 
и ИФА культуральных сред) в группе с введе-
нием смеси мРНК-вакцин показан повышенный 
уровень секреции IFN-γ по сравнению с другими 
группами (рис. 4А, B). В целом Т-клеточный ответ 
свидетельствует об индукции вирус-специфиче-
ских цитотоксических лимфоцитов и Т-хелперов 
у животных, иммунизированных всеми типами 
вакцин (рис. 4, S6). Наблюдаемые расхождения 
между методами, вероятно, обусловлены раз-
личиями в аналитических возможностях каж-
дого подхода, сложностью Т-клеточного ответа 
и условиями стимуляции.

В отличие от ДНК-вакцин, которые часто ин-
дуцируют более сильный Т-клеточный, но сла-
бый гуморальный ответ  [48, 49], мРНК-вакцина  
обеспечивала быстрое нарастание высоких 
титров антител  [34, 45]. Наблюдаемое уси-
ление нейтрализующей активности при ком-
бинации вакцин обусловлено антиген-спе-
цифическим Т-клеточным ответом, а также 
возможной неспецифической стимуляцией 
врожденного иммунитета липидными наноча-
стицами [46, 50, 51].

Ограничением данного исследования являет-
ся отсутствие данных о защитных свойствах 
вакцины в экспериментах на лабораторных жи-
вотных, что позволило бы более полноценно 
оценить эффективность.

Таким образом, разработанная двухкомпо-
нентная мРНК-вакцина обеспечивает мощ-
ный гуморальный иммунитет и широкий 
Т-клеточный ответ, превосходящий таковой 
при использовании только B-клеточного компо-
нента. Предложенный подход перспективен 
для платформенных вакцин, позволяя бы-
стро актуализировать B-клеточный компонент 
и сохранять перекрестную защиту за счет кон-
сервативного Т-клеточного иммуногена. Эта 
стратегия также может быть применена для со-
здания вакцин для профилактики заболеваний, 
вызываемых другими высокоизменчивыми ви-
русами, такими как грипп и ВИЧ.

ВЫВОДЫ
1.	 Сконструирован мультиэпитопный Т-клеточ-

ный иммуноген BSI, состоящий из фрагментов 
белков S, M, N, E вируса SARS-CoV-2, облада-
ющих консервативностью более 81% среди 
штаммов, циркулировавших в 2020–2025 гг.

2.	 Получены липидные наночастицы с инкапсу-
лированными мРНК-вакцинами с размером 
115,4–123,7 нм и низким индексом полидис-
персности (0,165–0,211).

3.	 Двухкомпонентная мРНК-вакцина (mRNA-RBD + 
mRNA-BSI) индуцирует высокие титры 
RBD-специфических (1:131322) и нейтрализую-
щих антител против Ухань-подобного (1:3620) 
и омикрон-подобного BA.5.2 (1:718) штаммов.

4.	 Добавление Т-клеточного компонента 
(mRNA-BSI) к B-клеточному (mRNA-RBD) по-
вышает титры нейтрализующих антител про-
тив омикрон-подобного штамма более чем 
в 6 раз.

5.	 В группе с двухкомпонентной вакциной уро-
вень секреции IFN-γ был выше (в ELISpot  — 
660 SFUs; в ИФА — 919 пкг/мл), чем при вве-
дении только mRNA-RBD (343 SFUs и 60 пкг/мл 
соответственно), что свидетельствует о более 
сильном Т-клеточном ответе.

6.	Во всех иммунизированных группах 
с помощью внутриклеточного окрашивания 
и проточной цитометрии выявлена индукция 
вирус-специфических цитотоксических лим-
фоцитов и Т-хелперов, продуцирующих IFN-γ, 
IL-2 и TNF-α.
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