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Для многих вирусов, кроме основной, находят дополнительную клеточную мишень, способствующую адге�
зии вируса к клетке; часто эту роль играют гликаны. Для SARS�CoV�2 основным рецептором является пеп�
тидный мотив белка ACE2. Мы изучили взаимодействие рекомбинантного белка S SARS�CoV�2 с широким
набором гликоконъюгатов, который включал различные сиалилированные, сульфатированные и другие
гликаны, и обнаружили, что этот белок способен связывать некоторые (но не все) гликаны семейства лак�
тозаминов. Так как действие нейраминидазы вируса гриппа приводит к демаскировке лактозаминовых це�
пей, мы предполагаем, что параллельное инфицирование вирусом гриппа усилит адгезию SARS�CoV�2 к
респираторному эпителию.
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РЕКОМБИНАНТНЫЙ S�БЕЛОК SARS�CoV�2 in vitro СПОСОБЕН
СВЯЗЫВАТЬ ГЛИКАНЫ СЕМЕЙСТВА ЛАКТОЗАМИНА
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ВВЕДЕНИЕ

Ключевая роль в адгезии коронавирусов
(CoV) к клетке�хозяину приписывается вирус�
ному S�белку, который представляет собой го�
мотример, каждый из мономеров которого сос�
тоит из двух субъединиц, S1 и S2. Субъедини�
ца S2 заякорена в вирусной мембране и отвечает
за слияние с клеткой�хозяином [1, 2]. Эктодо�
мен S1 состоит из четырех субдоменов
(S1A–S1D), каждый из которых может играть
рецептор�связывающую роль, но до сих пор не�
ясно, действуют ли они совместно или по от�
дельности [3]. В вирусе MERS�CoV субдо�
мен S1B отвечает за взаимодействие с дипепти�
дилпептидазой�4 и имеет решающее значение
для проникновения в хозяйскую клетку, в то

время как лектиноподобный субдомен S1A свя�
зывает O�ацетилированный сиалогликан [4, 5].
В случае SARS�CoV�1 и SARS�CoV�2 субдо�
мен S1B распознает ангиотензинпревращаю�
щий фермент 2 (ACE2) [6]; в литературе не
встречается информации о специфичности дру�
гих субдоменов, хотя ACE2 не является един�
ственной возможной мишенью для белка S из
SARS�CoV�1 и SARS�CoV�2; в частности, это
гликопротеин CD147 [7, 8]. S�Белок других ко�
ронавирусов человека, таких как HKU1 и OC43,
а также бычий BCoV имеют лектиноподобный
домен S1A, который связывает 9�O�ацетилиро�
ванную сиаловую кислоту (Sia); это взаимодей�
ствие не является высокоаффинным, но тем не
менее способствует процессу проникновения
вируса ближе к его основной мишени [9]. Что
касается сиало�связывающей активности S�бел�
ка из SARS�CoV�2, данные противоречивы: в
работе Hao et al. [10] приводится отрицательный
вывод, однако есть и другие исследования, ука�
зывающие на возможность связывания с ганг�
лиозидами [11]. Следует отметить, что все поверх�
ностные белки SARS�CoV�2 сиалилированы,
особенно S�белок с его 22 сайтами гликозилиро�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ТФА – твердофазный метод
анализа; ACE2 – ангиотензинпревращающий фермент 2;
biot – биотин; CoV – коронавирус; Glyc – гликан;
LN – Galβ1�4GlcNAcβ; PAA – полиакриламид; PBS – фос�
фатный буферный раствор; PBS�T – PBS, содержащий
0,1% Tween 20; S – спайковый белок; Sia – сиаловая
кислота.
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вания. Поскольку вирус не должен связываться
с самим собой, очевидно, что его гликан�
узнающий белок не будет связывать такие ти�
пичные терминации углеводных цепей человека
с сиаловой кислотой, как Neu5Acα2�3Gal и
Neu5Acα2�6Gal; хотя нельзя исключить взаимо�
действия с O�ацетилированными сиалозидами,
редкими для эпителиальной клетки хозяина, и
это действительно имеет место для S�белка
MERS�CoV. Иными словами, если SARS�CoV�2
и обладает сиало�связывающей способностью,
то форма распознаваемой Sia должна отличать�
ся от обычных сиало�мотивов Neu5Acα2�3Gal и
Neu5Acα2�6Gal.

Было показано [12], что низкомолекулярный
гепарин обладает значительным противовоспа�
лительным действием при лечении пациентов с
COVID�19 за счет значительного снижения про�
воспалительного цитокина IL�6; кроме того,
считается, что гепарин может напрямую взаи�
модействовать с SARS�CoV�2. Гликозаминогли�
каны (ГАГ) могут действовать как факторы адге�
зии для аденовирусов, вирусов герпеса, папил�
ломавируса, цитомегаловируса и других, и эта
адгезия эффективно ингибируется растворимой
формой ГАГ [13]. Коронавирусы также не явля�
ются исключением – NL63 и SARS�CoV�1 (в
форме псевдовируса) используют ГАГ для адге�
зии к клетке�хозяина вместе с рецептором
ACE2 [14]. Тримерная форма S�белка пандеми�
ческого SARS�CoV�2 связывается с полнораз�
мерным гепарином с поразительной аффин�
ностью (40 пМ), что на несколько порядков луч�
ше, чем для S�белка MERS�CoV [15], присут�
ствие 2�O� и 6�O�сульфатов, по�видимому, важ�
но для связывания [16]. Принимая во внимание
все вышеперечисленное, мы исследовали глика�
новую специфичность рекомбинантного S�бел�
ка SARS�CoV�2, ожидая увидеть связывание с
дополнительными углеводными рецепторами –
сульфатированными или необычными (см. вы�
ше) сиалилированными гликанами млекопита�
ющих, но обнаружили высокоаффинное взаи�
модействие в первую очередь с гликанами лак�
тозаминового типа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Гликоконъюгаты Glyc�PAA�biot (где Glyc –
это гликан, PAA – полиакриламид, biot – био�
тин с C5�спейсером) с молекулярной мас�
сой 20 кДа, содержащие 20 мол% гликана и
5 мол% биотина, получены от «GlycoNZ», Но�
вая Зеландия.

Гомотример S�белка. Рекомбинантный три�
мерный S�белок коронавируса SARS�CoV�2 был

получен с использованием исходного экспрес�
сирующего плазмидного вектора SBW4G_S�
FdT4 («Вектор», Россия). Химерный ген, коди�
рующий эктодомен S�гликопротеина и домен
тримерного бета�пропеллера фибритина бакте�
риофага Т4 с С�концевой последовательностью
8�гистидиновой метки (His8�tag), контролирова�
ли промотором CAG. Временная экспрессия
достигалась трансфекцией трансплантирован�
ных клеток HEK293 (Институт цитологии РАН,
Россия) рекомбинантной плазмидой SBW4G_S�
FdT4. Очистку рекомбинантных белков прово�
дили с помощью аффинной хроматографии на
приборе Ni�NTASuperFlow («Qiagen», Герма�
ния). Чистота и целостность всех очищенных
рекомбинантных белков подтверждена SDS�
PAGE; молекулярная масса одной субъединицы
составляет 139 кДа, аминокислотная последова�
тельность приведена на рисунке в Приложении.

Скрининговый твердофазный анализ (ТФА).
S�Белок (5 мкг/мл в фосфатно�солевом буфе�
ре (PBS)) вносили в лунки планшета Nunc
MaxiSorp («Thermo Fisher», США) и инкубиро�
вали в течение ночи при комнатной температу�
ре, после чего раствор удаляли, а лунки высуши�
вали. Затем планшет промывали PBS, содержа�
щим 0,1% (w/v) Tween 20 (PBS�T, «Merck»,
США). Гликоконъюгаты Glyc�PAA�biot двукрат�
но, начиная с 10 мкг/мл, разбавляли раствором
для разведения сыворотки («Эпитек», Россия).
Планшет инкубировали с полученными раство�
рами 90 мин на шейкере («Elmi», Латвия)
при 37 °С, промывали и прибавляли по
100 мкл конъюгата пероксидазы хрена («Эпи�
тек», Россия) в разведении 1/20 в PBS�T, затем
инкубировали на термошейкере при 7 °С. План�
шет промывали PBS�T и прибавляли
по 100 мкл раствора тетраметилбензиди�
на («Thermo Fisher», США), после чего инкуби�
ровали 30 мин в темноте при комнатной тем�
пературе; цветную реакцию останавливали
5%�ной серной кислотой. С помощью микро�
планшетного ридера Bio�Rad Model 680 («Bio�
Rad», США) измеряли поглощение при длине
волны 450 нм.

Измерение констант диссоциации. Растворы
конъюгатов 11 гликанов, продемонстрировав�
ших наивысшую связывающую активность в
скрининговом ТФА, двукратно, начиная
с 10 мкг/мл, разбавляли раствором для разведе�
ния сыворотки («Эпитек», Россия) и вносили в
лунки 96�луночного стрипованного планшета
Nunc MaxiSorp («Thermo Fisher», США), покры�
того S�белком (см. выше). Стрипы инкубирова�
ли на шейкере при 37 °С; каждые 10 мин один из
стрипов промывали раствором PBS�T и поме�
щали в холодильник (4 °C). Через 100 мин все
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стрипы обрабатывали, как описано выше, и
сравнивали данные стрипов, различающихся
временем инкубации. Концентрация комплекса
гликан/S�белок описывается уравнениями вза�
имодействия лиганд–рецептор (уравне�
ния 1–4):

(1)

(2)

(3)

(4)

где [LR] – концентрация комплекса, [R]0 и
[L]0 – начальные концентрации гликана и S�
белка соответственно, k+ и k– – константы ско�
рости. Показатель k рассчитывали путем ап�
проксимации экспериментальной зависимости
концентрации комплекса гликан/S�белок от
времени функцией (1) с использованием пакета
программ OriginProс («OriginLab Corporation»,
США). Поскольку k определяли при нескольких
концентрациях конъюгата, при построении гра�
фика зависимости рассчитанных параметров k
от концентрации добавленных гликоконъюга�
тов было получено линейное уравнение (3).
Kd рассчитывали согласно уравнению (4).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Хотя наша группа широко использует глика�
новый эррей (printed glycan array, PGA) [17] для
изучения гликан�связывающих (включая вирус�
ные) белков, в случае профилирования специ�
фичности S�белка мы использовали ТФА, где S�
белок нанесен на полистироловый планшет, а
гликополимеры типа Glyc�PAA�biot связывают�
ся с иммобилизованным на планшете белком.
Хотя эта методология более хлопотная, и пред�
полагались проблемы с вкладом неспецифичес�
кого компонента из�за наличия избыточных ос�
татков биотина в Glyc�PAA�biot (в среднем их
количество составляет ~10 на одну цепь
PAA [18]), у этого «обратного» метода ожидалось
определенное преимущество – мы рассчитыва�
ли, что в этом анализе сравнение значений пог�
лощения связывания S�белка с различными гли�
канами должно дать нам надежные относитель�
ные значения аффинности, в то время
как PGA [19], где иммобилизованы лиганды, не
гарантирует равную степень иммобилизации ли�
ганда на твердой фазе. Всего с помощью ТФА

было исследовано взаимодействие со 155 глико�
конъюгатами, среди которых типичные для кле�
ток человека сиалогликаны, широкий спектр
сульфатированных гликанов, а также множество
олигосахаридов N�ацетилактозаминового типа,
гликаны, представляющие собой антигены груп�
пы крови ABH, и многие другие. Максимальное
значение поглощения в этой версии ТФА, кото�
рому можно доверять, составляет немногим бо�
лее 3, поэтому мы отнесли к сильным сигналам
значения, которые попадают в диапазон 2,0–3,2;
значения <1,0 мы расценивали как отсутствие
специфичекого связывания. Несмотря на то что
условия анализа были намеренно «настроены»
на усиление самых низких сигналов, он не выя�
вил какого�либо значительного взаимодействия
S�белка ни с сульфатированными, ни с обычны�
ми сиалилированными гликанами, т.е. имеющи�
ми в своем составе терминации Neu5Acα2�3Gal,
Neu5Acα2�6Gal или Neu5Acα2�6GalNAc, а так�
же структурные мотивы 9�NAc�Neu5Acα (9�
NAc�производные взяты как устойчивые миме�
тики соответствующих O�Ac сиалозидов). Един�
ственным сиалолигандом с обнаруженным вы�
сокоаффинным связыванием был дисахарид
Neu5Acα2�8Neu5Acα (№ 11, таблица), хотя тет�
расахарид ганглиозида GD2 (Neu5Acα2�
8Neu5Acα2�3Galβ1�4Glcβ) не обнаруживал свя�
зывания в нашем анализе, также как и трисаха�
рид Neu5Acα2�8Neu5Acα2�8Neu5Acα. Связыва�
ние дисахарида Neu5Acα2�8Neu5Acα, по�види�
мому, в основном обусловлено двумя карбок�
сильными группами (т.е. кулоновским взаимо�
действием, это согласуется с недавно опублико�
ванной статьей о связывании вируса с кластера�
ми моносахарида Neu5Ac [20]) двух остатков
Neu5Ac, случайно оказавшихся на таком рассто�
янии друг от друга, которое благоприятно для
взаимодействия с лектиноподобным участком;
следует отметить, что объемный заместитель R в
Neu5Acα2�8Neu5Acα�R (в том числе и в ганглио�
зидах, где R – внутреннее углеводное ядро) от�
меняет его. В таблице показаны все гликаны, об�
ладающие высокой связывающей активностью
(их значение поглощения было больше 2,0).

Примечательно, что среди 10 топовых глика�
нов 8 (в таблице показаны серым цветом) явля�
ются типичными лигандами для галектинов че�
ловека – олиголактозамины, гликановая часть
гликосфинголипида асиало�GM1, а также тет�
расахариды группы крови A (тип 4) и B (тип 4).
Если мы посмотрим на «гликаны второго уров�
ня», показавшие величину поглощения в диапа�
зоне 2,0–2,6, среди них четыре относятся к про�
изводным лактозамина, а два – к моносахариду
галактозе и ее сульфату по положению 3. То есть
тенденция S�белка связывать бета�галактозиды
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очевидна. Интересно, что незамещенный диса�
харид Galβ1�4GlcNAcβ (т.е. мономерный LN)
показал низкое связывание по сравнению с то�
повыми лактозаминами из таблицы, что также
характерно для галектинов человека [21].

Несомненное сходство паттернов распозна�
вания S�белка SARS�CoV�2 и галектинов мож�
но объяснить структурными особенностями S�
белка, а именно, тем что домен S1A различных
CoV (MERS�CoV, HCoV�OC43, BCoV и TGEV)
имеет специфический галектиновый фолд
[9, 22]. Однако до сих пор связывание с содер�
жащими галактозу гликанами – галектиновыми
лигандами – для них не было описано. Предпо�
лагается, что галектиновый фолд в S�белке эво�
люционно заимствован у клетки�хозяина в его
неполноразмерной форме и, следовательно, он
не функционирует как лектин. То есть этот до�
мен не способен связывать структурные моти�
вы, содержащие βGal, однако в ходе дальней�
шей эволюции у некоторых вирусов он настра�
ивался на распознавание других углеводных
мотивов [23, 24].

Не все топовые гликаны (таблица) структур�
но похожи на галектиновые лиганды. О дисиало�
зиде мы говорили выше. Что касается трисаха�
рида LeX (Galβ1�4(Fucα1�3)GlcNAcβ), известно,
что он не связывается ни с одним из галектинов
человека, но в то же время N�ацетиллактозамин
является его составной частью; поэтому узнава�
ние не совсем обычного лиганда не совсем обыч�
ным галектином не кажется нам удивительным.
Про трисахарид группы крови A (GalNAcα1�
3(Fucα1�2)Galβ) также известно, что он не явля�
ется галектиновым лигандом. Мы объясняем
факт его попадания в топовые лиганды следую�
щим образом: этот гликан отличается от других
лигандов использованного набора гликопроб
своей гидрофобностью, а именно, имеет спей�
сер – O(CH2)3NHCO(CH2)5NH�; тот же трисаха�
рид A, лишенный этой гидрофобности, оказался
плохим лигандом для S�белка. Мы считаем, что
наблюдаемое связывание трисахарида A на са�
мом деле является результатом успешной ком�
бинации двух «слагаемых» – неспецифическо�
го (гидрофобного) и специфического (GalNAcα),
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№

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20 

21

Структура гликанов, продемонстрировавших высокий уровень связывания с S�белком в ТФА (в его скрининговом
варианте)

Поглощение, ТФА

3,21

3,16

3,13

3,11

2,99

2,90

2,86

2,82

2,76

2,64

2,60

2,56

2,55

2,42

2,20

2,14

2,08

2,05

2,03

2,03

2,01

Структура и [тривиальное или короткое название] гликанов

GalNAcα1�3(Fucα1�2)Galβ1�3GalNAcβ [группоспецифический антиген A тип 4]

Galβ1�4GlcNAcβ1�6(Galβ1�3)GalNAcα [LN6TF]

Galβ1�4GlcNAcβ1�3Galβ1�4GlcNAcβ [LN2]

Galβ1�3GalNAcβ1�4Galβ1�4Glcβ [асиало GM1]

Galβ1�4GlcNAcβ1�6Galβ1�4GlcNAcβ [LN6′LN]

Galα1�3(Fucα1�2)Galβ1�3GalNAcβ [группоспецифический антиген B тип 4]

GalNAcα1�3(Fucα1�2)Galβ [Atri с гидрофобным спейсером]

GlcNAcα1�3GalNAcβ
Galα1�3Galβ1�4GlcNAcβ [антиген Galili]

GlcNAcβ1�3Galβ1�4GlcNAcβ
Neu5Acα2�8Neu5Acα [дисиалозид]

Galβ1�4(Fucα1�3)GlcNAcβ [антиген LeX]

GlcNAcβ1�4(Fucα1�6)GlcNAcβ
Galβ1�4GlcNAcβ1�3Galβ1�4GlcNAcβ1�3Galβ1�4GlcNAcβ [LN3, или антиген группы крови i]

GlcN(Gc)β
Galβ1�4GlcNAcβ1�6(Galβ1�4GlcNAcβ1�3)Galβ1�4GlcNAcβ [антиген группы крови I]

Galβ1�4GlcNAcβ1�3(GlcNAcβ1�6)Galβ1�4GlcNAcβ
Galβ1�4Galβ1�4GlcNAcβ
3�O�Su�Galβ
β�Gal

GlcNAcβ1�6(GlcNAcβ1�3)Galβ1�4GlcNAcβ [антиген Tk]

Примечание. Серым цветом выделены типичные лиганды галектинов.
Используемые сокращения: LN – Galβ1�4GlcNAc.



S�БЕЛОК SARS�CoV�2 СВЯЗЫВАЕТСЯ С ЛАКТОЗАМИНАМИ

последнее является относительно слабым, и по�
этому недостаточным для проявления сродства
к S�белку без «помощи» необычного спейсера.
Обнаруженная способность распознавать гли�
каны с концевым фрагментом глюкозамина,
например GlcNAcα1�3GalNAcα, а также другие
гликаны, не принадлежащие к семейству лактоз�
аминов (см. выше), на первый взгляд не уклады�
вается в гипотезу галектино�подобного сайта
связывания S�белка. Тем не менее нам известны
примеры, когда замена одной или двух амино�
кислот в лектине не просто отменяет связыва�
ние углеводов, но приводит к способности рас�
познавать другой гликан [25]. В нашем случае
прямая разница в аминокислотной последова�
тельности очень велика (данные не показаны) –
речь идет только о сходстве фолдов. Таким обра�
зом, различие между S�белком и галектином,
распознающим гликаны, само по себе не удиви�
тельно; но удивительным является «возвраще�
ние» галектинового фолда в S�белке последнего
коронавируса к способности связывать типич�
ные галектиновые лиганды, утраченной други�
ми коронавирусами.

Мы провели дополнительное исследование с
помощью такого же ТФА, но в кинетическом ре�
жиме (см. Материалы и методы), чтобы оценить
аффинность взаимодействия рекомбинантного
S�белка по отношению к 11 топовым глико�
конъюгатам. Наибольшее сродство было обна�
ружено для дисиалозида (Kd = 10 нМ, все значе�
ния относятся к гликану, а не к его полимерно�
му конъюгату) и Galβ1�4GlcNAcβ1�6(Galβ1�
3)GalNAcα (LN6TF) с Kd = 20 нМ. Значения Kd

для ACE2 в литературе варьируют от 1,2 нМ [2]
до 95 нМ [26]. Конечно, было бы некорректно
напрямую сравнивать эти данные, полученные в
совершенно разных экспериментальных систе�
мах; тем не менее измеренные значения Kd

предполагают возможность вклада углеводной
рецепции in vivo. Конечно, особенно важно
знать, какие гликаны являются реальными или

потенциальными/дополнительными мишенями
вируса на респираторном эпителии. На основа�
нии полученных данных можно предположить,
что это N�ацетиллактозаминовый гликан в со�
ставе О�цепи гликопротеина, поскольку тетра�
сахарид, показавший одно из лучших значе�
ний Kd, – это LN6TF, тогда как типичные для N�
цепей олиголактозаминовые гликаны продемо�
нстрировали меньшее сродство.

Большинство лактозаминовых мотивов на
клетках легочного эпителия маскируются при�
соединенной к ним сиаловой кислотой; поэтому
маловероятно, что у здорового человека допол�
нительное сродство вируса (к лактозаминам)
внесет значительный вклад в его первичную ад�
гезию. Однако под действием нейраминидазы,
которая присутствует в составе многих патоге�
нов (в первую очередь вируса гриппа), остат�
ки Sia элиминируются, тем самым обнажая ос�
татки лактозаминов. Это позволяет нам выдви�
нуть гипотезу об усилении адгезии (и, следова�
тельно, повышенной вирулентности) SARS�
CoV�2 при параллельном инфицировании пато�
генами, имеющими мощную нейраминидазу.

Финансирование. Работа выполнена при фи�
нансовой поддержке Российского фонда фунда�
ментальных исследований (грант № 20�04�
60335).
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Дополнительные материалы. Приложение к
статье на английском языке опубликовано на
сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) (http://
protein.bio.msu.ru/biokhimiya/) и на сайте изда�
тельства Springer (https://link.springer.com/journal/
10541), том 86, вып. 3, 2021.
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RECOMBINANT S PROTEIN OF SARS�CoV�2 in vitro IS CAPABLE
OF BINDING GLYCANS OF THE LACTOSAMINE FAMILY

A. B. Ryzhikov1, G. S. Onkhonova1, I. R. Imatdinov1, E. V. Gavrilova1, R. A. Maksyutov1,
E. A. Gordeeva2, G. V. Pazynina2, I. M. Ryzhov2, N. V. Shilova2,3, and N. V. Bovin2*

1 State Research Center of Virology and Biotechnology VECTOR, Rospotrebnadzor,
630559 Koltsovo, Novosibirsk Region, Russia

2 Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,
117997 Moscow, Russia; EHmail: professorbovin@yandex.ru
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Federation, 117997 Moscow, Russia

Many viruses, beside binding to their main cell target, interact with other molecules that promote virus adhesion to
the cell; often, these additional targets are glycans. The main receptor for SARS�CoV�2 is a peptide motif in the ACE2
protein. We studied interaction of the recombinant SARS�CoV�2 spike (S) protein with an array of glycoconjugates,
including various sialylated, sulfated, and other glycans, and found that the S protein binds some (but not all) glycans
of the lactosamine family. We suggest that parallel influenza infection will promote SARS�CoV�2 adhesion to the res�
piratory epithelial cells due to the unmasking of lactosamine chains by the influenza virus neuraminidase.

Keywords: SARS�CoV�2, spike glycoprotein, glycoconjugates, lactosamine


