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Обоснование. В условиях постоянного появления новых штаммов SARS-CoV-2 и необходимости определения 
иммуногенности новых вариантов противовирусных вакцин требуется создание диагностических тест-систем на 
основе консервативных вирусных белков. Белок нуклеокапсида (N) SARS-CoV-2В может рассматриваться как 
кандидатный антиген, в то же время релевантность существующих тест-систем на его основе для определения 
титра антител, выработанных в ответ на инфекцию вирусами других генетических линий, неизвестна. 

Цель  работы  — оптимизация условий получения рекомбинантных N-белков различных линий SARS-CoV-2 
и анализ возможности создания на их основе иммуноферментных тест-систем.

Материалы и методы. Бактериальные штаммы-продуценты N-белков получали путем амплификации соот-
ветствующих генов и их лигирования в экспрессионный вектор pETDuet-1. Проводили индукцию экспрессии 
при 20 или 37 °C в течение 1, 2, 4 или 20 ч, используя концентрации индуктора изопропилтиогалактозида 
0,1  или 0,5 мМ в присутствии или без добавления 3 % этанола. Белки очищали из биомассы методом металл- 
аффинной хроматографии и использовали в качестве антигенов для выявления противовирусных антител иммуно-
ферментным методом. 

Результаты. Установлено, что достаточная для экспрессии рекомбинантных белков концентрация индуктора 
составляет 0,1 мМ, время индукции  — 1 ч, а необходимая температура 37 °C. Влияния присутствия этанола как 
стимулирующего экспрессию реагента выявлено не было. При определении титров противовирусных антител 
с помощью полученных белков была установлена кросс-реактивность сывороток переболевших COVID-19 людей 
по отношению к антигенам различных линий SARS-CoV-2.

Заключение. Возможность эффективной индукции синтеза белков при минимальной концентрации индукто-
ра и времени культивирования свидетельствует об экономичности их получения, а распознавание этих белков 
противовирусными антителами  — об их нативной структуре. Перекрестная реактивность сывороток крови ре-
конвалесцентов указывает на медленный характер эволюции антигенных свойств N-белка SARS-CoV-2. Таким 
образом, полученные белки могут быть использованы для создания на их основе диагностических тест-систем.

Ключевые слова: антиген; экспрессия белка; белок нуклеокапсида; рекомбинантный белок; SARS-CoV-2; ре-
конвалесценты COVID-19; тест-система; иммуноферментный анализ; кросс-реактивность.
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BACKGROUND: In the context of the constant manifestation of new SARS-CoV-2 strains and the need to deter-
mine the immunogenicity of new variants of antiviral vaccines, it is necessary to create diagnostic test systems based on 
conservative viral proteins. The SARS-CoV-2 nucleocapsid protein can be considered as a candidate antigen. However, 
the relevance of existing test systems based on it for determining the titer of antibodies produced in response to infection 
by recently emerging strains is unknown.

AIM: The goal is to optimize the conditions for obtaining recombinant N proteins of various SARS-CoV-2 strains 
and to analyze the possibility of creating ELISA test systems based on them.

Список сокращений
ИПТГ  — изопропилтиогалактозид; ПЦР  — полимеразная цепная реакция.
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MATERIALS AND METHODS: Bacterial strains producing N proteins were obtained by amplifying the corres ponding 
genes and ligating them into the pETDuet-1 expression vector. Expression was induced at 20 or 37°C for 1, 2, 4, or 
20 h using inducer (IPTG) concentrations of 0.1 mM or 0.5 mM with or without the addition of 3% ethanol. Proteins 
were purified from biomass by metal affinity chromatography and used as antigens for the detection of antiviral anti-
bodies by ELISA.

RESULTS: It was found that the concentration of the inductor sufficient for the expression of recombinant proteins 
is 0.1 mM, the induction time is 1 h, and the required temperature is 37 °C. The influence of the presence of ethanol 
as an expression-stimulating reagent was not revealed. When determining the titers of antiviral antibodies using the ob-
tained proteins, cross-reactivity of serums of COVID-19 convalescents was established regarding to antigens of various 
SARS-CoV-2 strains.

CONCLUSIONS: The possibility of effective induction of protein synthesis at a minimum concentration of the inducer 
and cultivation time indicates the economy of its production, and antigen recognition by antiviral antibodies indicates 
a  native structure. Cross-reactivity of the blood sera of convalescents indicates the slow character of the evolution of the 
antigenic properties of the SARS-CoV-2 N protein. Thus, the purified proteins can be used as a basis for development 
of diagnostic test systems.

Keywords: antigen; protein expression; recombinant protein; COVID-19 convalescents; nucleocapsid protein; SARS-
CoV-2; test system; cross-reactivity.

Обоснование

Пандемия COVID-19, начавшаяся в конце 
2019 г., стала причиной глобального социально-
экономического кризиса, последствия которого 
проявляются до сих пор [1]. На сегодняшний 
день зарегистрировано более 500 млн случаев 
заражения SARS-CoV-2, и с появлением новых 
штаммов вируса это число продолжает расти [2]. 
Эффективный контроль распространения инфек-
ции может быть обеспечен при своевременном 
выявлении и детальном анализе каждого отдель-
ного случая. 

Традиционно лабораторный анализ на 
COVID-19 выполняется в двух вариантах: пря-
мая детекция вирусной РНК методом полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени 
(РТ-ПЦР) в носоглоточных мазках или опреде-
ление титра противовирусных антител серологи-
ческими методами (иммуноферментный анализ, 
реакция микронейтрализации или автомати-
зированный хемилюминесцентный анализ) [3]. 
Несмотря на то что серологическое тестирование 
не подходит для диагностики острой фазы ин-
фекции, с его помощью можно оценить не толь-
ко интенсивность гуморального иммунного отве-
та у отдельных лиц, но и темпы распространения 
инфекции, и степень формирования коллектив-
ного иммунитета [3].

Большинство современных иммунофермент-
ных тест-систем для детекции антител против 
SARS-CoV-2 разработано на основе поверхност-
ного шипового белка этого вируса, поскольку по-
средством его вирус проникает в клетки-мише-
ни [4]. Однако определить с их помощью, что стало 
причиной появления противовирусных антител, 
вакцинация или инфекция, не представляется 
возможным. В этой связи целесообразна разра-
ботка аналитических тест-систем на основе других 
белков SARS-CoV-2, в частности консервативно-
го и высокоиммуногенного белка нуклеокапси-
да (N), в больших количествах синтезируемого 

в зараженных клетках [5]. Дополнительный скри-
нинг донорского материала с помощью таких 
тест-систем при определении иммуногенности 
новых вакцин против SARS-CoV-2 позволит 
избежать завышения данных из-за ошибочно-
го включения в контрольную группу лиц, пере-
болевших COVID-19 в период вакцинации [6]. 

Релевантность иммуноферментных тест-
систем, разработанных на основе N-белка SARS-
CoV-2, выделенного в начале пандемии и при-
надлежащего линии B.1 (Wuhan) [7–9], в случае 
скрининга материала лиц, переболевших виру-
сами других генетических линий, остается не-
известной. Таким образом, цель настоящего ис-
следования  — оптимизация условий получения 
рекомбинантных N-белков SARS-CoV-2 различ-
ных генетических линий и анализ возможности 
создания на их основе иммуноферментных тест-
систем.

Материалы и методы 

В исследовании приняли участие 13 рекон-
валесцентов COVID-19 и 17 наивных доноров 
21–77 лет. Образцы венозной крови были ото-
браны после получения информированного со-
гласия от доноров спустя ≥22 дня после забо-
левания. Данное исследование  — часть проекта 
«Изучение формирования иммунного ответа по-
сле перенесенной коронавирусной инфекции», 
одобренного локальным этическим комитетом 
ФГБНУ «ИЭМ» (протокол №  2/20 от 7 апреля 
2020  г.). Сыворотки отделяли центрифугирова-
нием при 1000 g в течение 10 мин и хранили 
при –20 °C.

В работе использовали пять штаммов 
SARS-CoV-2, полученных из коллекции ви-
русов гриппа и ОРВИ ФГБУ «НИИ гриппа 
им. А.А. Смородинцева» Минздрава РФ:
• hCoV-19/Russia/StPetersburg-3524/2020 (ли-

ния  B.1, Wuhan); 
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• hCoV-19/Russia/SPE-RII-27029S/2021 (линия 
B.1.351, Beta); 

• hCoV-19/Japan/TY7-503/2021 (линия P.1, 
Gamma); 

• hCoV-19/Russia/SPE-RII-32759S/2021 (линия 
B.1.617.2, Delta);

• hCoV-19/Russia/SPE-RII-6243V1/2021 (линия 
B.1.1.529, Omicron).
Очистку тотальной РНК из вируссодержа-

щей жидкости осуществляли набором Biolabmix 
RNA Isolation Kit. Гены, кодирующие N-белки 
различных вирусов, амплифицировали набором 

Рисунок. Электрофоретический анализ влияния: a  — концентрации индуктора и времени индукции на интенсив-
ность экспрессии N-белка SARS-CoV-2 линии Wuhan, дорожка 1  — 0,1 мМ ИПТГ; дорожка 2  — 0,5 мМ ИПТГ; 
b — добав ления этанола на индукцию экспрессии N-белков; c — очищенных N-белков; d — вестерн-блот анализ очи-
щенных N-белков; e — титры противовирусных антител класса IgG, определенные с использованием тест-системы, 
созданной на основе рекомбинантных N-белков. Приведены средние значения ± стандартные ошибки среднего. 
ИПТГ  — изопропилтиогалактозид; с  — контрольные образцы без индукции. * p < 0,001
Figure. SDS-PAGE analysis: a — of inductor concentration and induction time effects on the intensity of N protein expression 
of the Wuhan strain (lane 1 — 0.1 mM IPTG, lane 2 — 0.5 mM IPTG); b  — of ethanol addition effects on the induction 
of expression of N proteins; c  — of purified N  proteins; d  — SARS-CoV-2 virus-specific IgG antibody titers measured in 
ELISA based on recombinant N proteins. The  data are given as mean values ± standard error means showed by error bars. 
IPTG  — isopropylthiogalactoside; c — control samples without induction. * p < 0.001
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BioMaster RT-PCR Premium Kit и клонирова-
ли в экспрессионный вектор pETDuet-1 по ре-
стрикционным сайтам BamHI и NotI, добавляя 
к N-концевой части экспрессируемых белков 
полигистидиновый таг. Трансформированные 
плазмидами клетки Escherichia coli штам-
ма  BL21  (DE3) культивировали в среде LB, со-
держащей 100 мкг/мл ампициллина и 0,1 мМ 
изопропилтиогалактозида (ИПТГ). Полученную 
биомассу ресуспендировали в буфере, содержа-
щем 100 мкг/мл лизоцима, и лизировали ультра-
звуком. Осветленный при 16 000 g лизат наносили 
на колонку с заряженным ионами Co2+ сорбен-
том His-Bind (Novagen, США), уравновешенную 
ресуспендирующим буфером с добавлением 5 мМ 
имидазола. Очистку белков проводили при ско-
рости потока 0,5 мл/мин, для элюции исполь-
зовали ресуспендирующий буфер, содержащий 
200 мМ имидазола. 

Электрофоретический анализ полученных 
фракций и лизатов проводили в невосстанав-
ливающих условиях, используя 12,5 % разреша-
ющий акриламидный гель. Результаты визуали-
зировали стандартным окрашиванием Кумасси 
G-250 либо методом иммуноблоттинга, осущест-
вляя влажный перенос белков на нитроцеллю-
лозную мембрану с диаметром пор 0,45 мкм. 
После обработки 5 % сухим обезжиренным мо-
локом в течение 1 ч при 37 °C мембрану выдер-
живали в растворе антиполигистидиновой пробы 
(1 : 10000, Thermo Fischer, США) и далее после 
трехкратной отмывки проявляли 0,05 % раство-
ром диаминобензидина (Sigma, США), содержа-
щим 1 % перекиси водорода.

Для исследования возможности использова-
ния очищенных белков как основы для созда-
ния иммуноферментных тест-систем проводили 
их сорбцию при концентрации 1,5 мкг/мл в те-
чение 16–18 ч при 4 °C. Затем, после трехкрат-
ной отмыв ки фосфатным буфером, содержащим 
0,05 % Твин-20, в лунки вносили 5 % раствор 
обезжиренного сухого молока. Инкубацию про-
водили в течение 1 ч при 37 °C, после чего вноси-
ли по 50 мкл растворов исследуемых сывороток 
и также проводили часовую инкубацию. После 
трехкратной отмывки в лунки вносили по 50 мкл 
антител козы против IgG человека, конъю-
гированных с пероксидазой хрена (1 : 3000). 
Спустя 1  ч проводили финальную отмывку 
и регистрировали иммуноферментную реакцию 
с исполь зованием тетраметилбензидина и ридера 
для микропланшета при длине волны 450 нм. 
За конечный титр принимали последнее разведе-
ние сыворотки, где оптическая плотность вдвое 
превышала средний уровень фоновых  лунок.

Статистическую обработку данных выполняли 
в программе GraphPad Prism 6.0. Для проверки 
нормальности распределения использовали тест 

Шапиро – Уилка. Значимость различий между 
группами оценивали однофакторным дисперси-
онным анализом по Краскелу – Уоллису с апо-
стериорным критерием Данна. Достоверность 
различий признавали при p < 0.05.

Результаты 

Исследование влияния различных концентра-
ций индуктора синтеза рекомбинантных белков 
и времени культивирования на интенсивность 
синтеза N-белка коронавируса линии Wuhan 
(см.  рисунок, а) показало, что индукция проис-
ходит при добавлении минимального количества 
ИПТГ (0,1 мМ). Аналогичные результаты полу-
чены при анализе влияния временного факто-
ра на индукцию экспрессии N-белков штаммов 
остальных линий при добавлении 0,1 мМ ИПТГ. 
Добавление этанола в культуру клеток-про-
дуцентов N-белка различных штаммов SARS-
CoV-2 до конечной концентрации 3 % не повли-
яло на интенсивность синтеза как в течение 4 ч 
при добавлении 0,1 мМ ИПТГ, так и в течение 
20 ч при добавлении 0,5 мМ индуктора (см. рису-
нок, b). Электрофоретический анализ очищенных 
белков пяти исследованных штаммов представлен 
на рисунке, c. Его результаты хорошо согласуют-
ся с данными иммуноблоттинга (см. рисунок, d).

Вирусспецифические антитела против N  бел-
ков SARS-CoV-2 различных генетических линий 
обнаружены во всех экспериментальных группах 
(см. рисунок, e). Однако титры противовирус-
ных антител у реконвалесцентов оказались в не-
сколько раз выше по сравнению с таковыми 
у доноров из контрольной экспериментальной 
группы (p < 0,001).

Обсуждение

В настоящее время использование серологи-
ческих методов в диагностике COVID-19 — рас-
пространенный общепринятый подход, посколь-
ку он дает возможность оценить интенсивность 
генерации противовирусных антител и, следова-
тельно, степень активации гуморального проти-
вовирусного иммунитета при минимальных за-
тратах времени и средств [10]. Этот показатель 
коррелирует с индивидуальной и социальной 
защищенностью в случае будущего заражения, 
поэтому может быть использован как для оценки 
рисков у отдельных лиц, так и для анализа вы-
работки коллективного иммунитета [11]. 

С появлением новых штаммов SARS-CoV-2 
требуется разработка тест-систем, пригодных 
для детекции антител к белкам эволюциони-
рующих вирусов. Поскольку шиповый белок 
коронавируса крайне мутабельный [12], хоро-
шей альтернативой представляется разработка 
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диагностических инструментов на основе более 
консервативного антигена. 

Качество и выход антигена во многом 
обуслов ливает экономичность, специфичность 
и чувствительность разработанных на его осно-
ве тест-систем. В этой связи после получения 
продуцентов N-белков мы провели анализ 
влияния различных факторов (температуры, 
концентрации индуктора, продолжительности 
индукции, присутствия этанола) на интенсив-
ность синтеза антигенов. Эффективная индук-
ция была достигнута при использовании 0,1 мМ 
ИПТГ уже через 1 ч культивирования при 37 °C 
(см.  рисунок, а). Значительного влияния при-
сутствия 3 %  этанола (что способствует уве-
личению выхода некоторых рекомбинантных 
белков  [13]) при различных концентрациях 
индук тора при 20  или 37 °C на интенсивность 
экспрессии выявлено не было (см. рисунок, b). 
Используя 100 мл бактериальных культур, выра-
щенных в присутствии 0,1 мМ ИПТГ в течение 
2 ч при 37 °C, мы получили 1 мг высокоочи-
щенных N-белков (см. рисунок, c), идентифи-
цированных методом иммуноблоттинга (см. ри-
сунок, d). Эти данные отражают экономичность 
получения анти генов, распознавание которых 
противовирусными анти телами свидетельствует 
о корректности фолдинга белков и о возмож-
ности создания на их основе релевантных имму-
ноферментных тест-систем (см.  рисунок, e).

Анализ сывороток доноров позволил выявить 
не только кросс-реактивность противовирусных 
антител по отношению к антигенам SARS-CoV-2 
различных генетических линий, но и наличие 
низкого титра у добровольцев контрольной груп-
пы, не имевших COVID-19 в анамнезе и у кото-
рых не выявлялись антитела к шиповому белку 
коронавируса. Эти явления объяснимы с учетом 
консервативности структуры и последовательно-
сти бетакоронавирусных N-белков [5], контакт 
с которыми в последнем случае мог произойти 
в результате сезонной инфекции. Для детальной 
характеристики предложенных тест-систем будут 
проведены дополнительные исследования с рас-
ширенными экспериментальными группами.

Выводы

1. Оптимизированы условия получения реком-
бинантных N белков SARS-CoV-2 различных 
генетических линий.

2. Показана возможность создания на основе 
очищенных рекомбинантных N белков имму-
ноферментных тест-систем.

3. Обнаружена кросс-реактивность противови-
русных антител по отношению к антигенам 
различных генетических линий нового коро-
навируса.
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