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СЛИТЫЙ С НЕГЛИКОЗИЛИРОВАННЫМ КРИСТАЛЛИЗУЮЩИМСЯ 

ФРАГМЕНТОМ IgG1 ЧЕЛОВЕКА: ПОЛУЧЕНИЕ 
И ОЦЕНКА ИММУНОГЕННОСТИ
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Рассмотрены варианты генетических конструкций, кодирующих слитый белок рецепторсвязываю-
щего домена (RBD) белка шипа (S-белка) SARS-CoV-2 и кристаллизующегося фрагмента (Fc) им-
муноглобулина человека (белок RBD-Fc). Наибольший уровень секреции целевого белка клетками
яичника китайского хомячка (CHO) регистрировали при использовании сигнального пептида S-белка
и полноразмерного RBD, содержащего два сайта N-гликозилирования. Используя двухстадийную
геномную амплификацию, мы получили поликлональную линию-продуцент RBD-Fc. Очищенный
белок RBD-Fc использовали для трехкратной иммунизации мышей. Методом иммуноферментного
анализа в сыворотках крови иммунизированных мышей определены титры анти-RBD-антител, ко-
торые достигали высоких значений (вплоть до 1 : 195000 в зависимости от адъюванта). Таким обра-
зом, подтверждена возможность использования очищенного рекомбинантного белка RBD-Fc в ка-
честве потенциального иммуногена для разработки вакцин против SARS-CoV-2.
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Рецепторсвязывающий домен (RBD) белка
шипа (S-белка) коронавируса-2 тяжелого острого
респираторного синдрома (SARS-CoV-2) – это
ключевой компонент вириона, ответственный
за связывание вирусных частиц с рецептором ‒ ан-
гиотензинконвертирующим ферментом-2 (ACE2) ‒
на поверхности хозяйской клетки. В результате
этого взаимодействия вирус проникает в клетку и
продолжает свой инфекционный цикл. В боль-

шинстве случаев вируснейтрализующие антите-
ла, блокирующие инфекционную способность
вирусных частиц, взаимодействуют именно с
RBD S-белка [1]. Классические субъединичные
вакцины, содержащие RBD, могут быть исполь-
зованы для регулярной повторной иммунизации
против вызываемого SARS-CoV-2 заболевания ‒
COVID-19. Ожидается, что такого рода вакцины
будут наиболее безопасными, так как полностью
исключают интеграцию генетического материала
вируса в геном реципиента и его контакт с иммуно-
генными вспомогательными компонентами век-
торных вакцин [2, 3].

RBD S-белка слабо гликозилирован (не менее
трех олигосахаридных цепей) и экспонирован на

Список сокращений: а.о. – аминокислотные остатки; ОРС –
открытая рамка считывания; ЭР – эндонуклеаза рестрик-
ции; ACE2 – ангиотензинконвертирующий фермент-2;
CHO (Chinese hamster ovary) – яичник китайского хомяч-
ка; LPS (lipopolysaccharide) – липополисахарид; MTX
(methotrexate) – метотрексат; RBD (receptor-binding do-
main) – рецепторсвязывающий домен.
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поверхности вириона, поэтому у инфицирован-
ных SARS-CoV-2 к нему вырабатываются антите-
ла [4]. Однако введение рекомбинантного RBD
вызывало сравнительно слабый иммунный ответ у
мышей [3]. В ряде работ показано, что иммуноген-
ность RBD можно существенно усилить, если ис-
пользовать рекомбинантный белок RBD-Fc, в
котором RBD слит с кристаллизующимся фраг-
ментом (Fc) человеческого иммуноглобулина под-
класса G1 (IgG1) [3, 5–7]. Слитие с Fc широко ис-
пользуют в биотехнологии, так как это позволяет
многократно увеличить время жизни целевого
белка в системной циркуляции. Кроме того, на-
личие Fc иногда повышает растворимость и
стабильность целевого белка, а также позволяет
легко выделять белок методом аффинной хрома-
тографии на стандартном промышленном сор-
бенте [8].

В составе RBD S-белка SARS-CoV-2 присутству-
ют два N-связанных олигосахарида и, по крайней
мере, один О-связанный олигосахарид, располо-
женные вблизи N-конца этого домена [9]. Сохране-
ние нативного профиля гликозилирования RBD
при гетерологичной экспрессии необходимо для
использования этого белка в качестве вакцинного
иммуногена. По-видимому, негликозилированный
вариант RBD, получаемый в бактериальной систе-
ме, не способен к корректному сворачиванию и ин-
дукции высоких титров нейтрализующих антител, а
гипергликозилированный RBD, получаемый в
дрожжевых клетках, содержит высокоиммуно-
генные олигоманнозные цепи, которые искажа-
ют профиль иммунного ответа. Кроме того, дег-
ликозилированные вирионы SARS-CoV-2 теряют
способность инфицировать клетки [10].

В задачи представленной работы входило по-
лучение линии клеток яичника китайского хо-
мячка (CHO), эффективно продуцирующей гли-
козилированный слитный белок RBD-Fc, и его
характеристика с точки зрения молекулярной
структуры и иммуногенности.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Молекулярное клонирование

Открытая рамка считывания (ОРС), кодирую-
щая целевой полипептид RBD-Fc, содержала сле-
дующие блоки: сигнальный пептид S-белка SARS-
CoV-2 (аминокислотные остатки (а.о.) 1–14),
RBD (319–541 а.о. в полноразмерном S-белке)
beta-варианта SARS-CoV-2 (B.1.351) и Fc человече-
ского IgG1 (с аминокислотными заменами C220S,
C226S, C229S, N297H). Нуклеотидную последо-
вательность, в которой данная ОРС предварялась
консенсусной последовательностью Козак и бы-
ла фланкирована сайтами узнавания эндонуклеаз

рестрикции (ЭР), синтезировали в ООО “Кло-
нинг Фасилити” (Россия), клонировали в Т-век-
тор pAL2-Т (ЗАО “Евроген”, Россия), секвениро-
вали и переносили в плазмиду p1.1-Tr2-eGFP
(GenBank: MW187857) на место ОРС, кодирую-
щей белок eGFP, по сайтам ЭР AbsI и AsuNHI. По-
лученную плазмиду p1.1-Tr2-V-RBDv2-Fc (рис. S1,
Дополнительный материал) повторно секвениро-
вали с использованием праймеров к вектору,
описанному в работе [11]. Фрагменты, кодирую-
щие различные варианты N-концевой части RBD
с сигнальным пептидом, клонировали в Т-вектор
pAL2-Т (ЗАО “Евроген”), секвенировали, а затем
переносили в плазмиду p1.1-Tr2-V-RBDv2-Fc по
сайтам AbsI и AgeI. От примеси акцепторной плаз-
миды избавлялись, обрабатывая лигазную смесь
ЭР EcoRV. Полученные плазмиды секвенировали
с тех же праймеров и использовали для трансфек-
ции клеток CHO.

В работе использовали олигонуклеотиды, реа-
генты для ПЦР, наборы Plasmid Miniprep Purifica-
tion и PCR Clean-Up System производства ЗАО “Ев-
роген”, а также ЭР производства ООО “СибЭн-
зим” (Россия).

Получение поликлональных линий-продуцентов
Для разработки линий использовали культу-

ральную среду ProCHO5 (Lonza, Швейцария) с
добавлением 8 мМ глутамина в виде смеси доба-
вок глутамина и аланилглутамина (“ПанЭко”,
Россия). Проводили трансфекцию четырех типов
конструкций, кодирующих различные вариан-
ты транслируемого полипептида (табл. 1) мето-
дом электропорации на аппарате Neon (Invitro-
gen, США) в режиме 1700 В, 10 мс, в соотноше-
нии 50 мкг ДНК/107 клеток. Первичную селекцию
стабильно трансфицированных клеток проводили
при концентрации метотрексата (MTX) 200 нМ, а
последующую амплификацию целевых генов ‒ в
присутствии 2 мкМ MTX до восстановления жиз-
неспособности клеток >85%, после чего ампли-
фикацию повторяли в присутствии 8 мкМ MTX.
Стабильную линию клеток получали при культи-
вировании в присутствии MTX с пассированием
каждые 3–5 сут ‒ до восстановления жизнеспо-
собности клеток >90%.

Культивирование клеточной 
линии-продуцента целевого белка

Клетки CHO культивировали в 250-миллилит-
ровых колбах Эрленмейера с 60 мл среды ProCHO5,
содержащей дополнительно 4 мМ глутамин и 4 мМ
аланилглутамин, при 37°C и 5% CO2 и перемеши-
вании со скоростью 110 об/мин при амплитуде ка-
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чалки 12 мм. Посевная концентрация составляла
3 × 105 клеток/мл. При снижении содержания
глюкозы в среде ниже 10 мМ ее концентрацию од-
нократно увеличивали на 20 мМ добавлением сте-
рильного 40%-ного раствора глюкозы для инъек-
ций. Клетки культивировали в течение 8 сут ‒ до
падения жизнеспособности ниже 60%.

Очистка целевого белка
RBD-Fc выделяли из кондиционированной

среды методом аффинной хроматографии на ко-
лонке, содержащей сорбент MabSelect SuRe
(Cytiva, США). Элюцию проводили цитратным
буфером (100 мМ цитрата натрия, рН 3.2). Собран-
ный элюат сразу нейтрализовали 1 М карбонатным
буфером (рН 9.8) до рН 7.5 и переводили в фос-
фатно-солевой буфер (PBS: 137 мМ NaCl, 2.7 мМ
KCl, 10 мМ фосфат натрия, pH 7.3‒7.5) с исполь-
зованием центрифужных концентраторов Vivaspin
30000 MWCO (Sartorius, Германия). Концентра-
цию белка определяли по оптическому поглоще-
нию при 280 нм на спектрофотометре BioPhoto-
meter (Eppendorf, Германия). Сконцентрирован-
ный препарат RBD-Fc замораживали и хранили
при ‒70°С. Также в работе использовали ранее по-
лученные варианты RBD без Fc: Wuhan-Hu-1 [12]
и beta (B.1.351) [13].

Дегликозилирование целевого белка
Для анализа N-гликозилирования полученно-

го белка RBD-Fc использовали пептид-N-глико-
зидазу F (PNGase F; New England Biolabs, США).
После инкубации RBD-Fc с ферментом согласно
рекомендациям производителя смесь анализиро-
вали методом электрофореза по Лэммли.

Аналитическая гель-фильтрация
Олигомерное состояние полученного препа-

рата RBD-Fc оценивали методом аналитической

гель-фильтрации на колонке Superdex 200 10/300
GL (GE Healthcare, США) в PBS со скоростью по-
тока 0.5 мл/мин. В качестве стандартов молеку-
лярной массы использовали набор белков этого
же производителя.

Иммунизация мышей

Самок мышей линии (CBA×C57B1/6) F1 ве-
сом 16–18 г из питомника “Андреевка” ФГБУН
“Научный центр биомедицинских технологий”
ФМБА России содержали на стандартном рацио-
не в условиях вивария ФГБУ “НМИЦ онкологии
им. Н.Н. Блохина” Минздрава России. Живот-
ных иммунизировали подкожно 3 раза с интерва-
лом 3 недели, по 15 мкг RBD-Fс/мышь. Иммуно-
ген вводили совместно с различными адъювантами:
полным адъювантом Фрейнда; очищенным липо-
полисахаридом (LPS) Shigella flexneri 2a, не проявля-
ющим свойств эндотоксина [14]; смесью гидрокси-
да алюминия и LPS S. flexneri 2a (LPS + Al(OH)3). В
группе сравнения иммуноген вводили без адъ-
юванта в физиологическом растворе. В каждой
группе было по 10 мышей. Кровь отбирали из ре-
троорбитального синуса на 7 сутки после третьей
инъекции и получали сыворотки.

Иммуноферментный анализ

Для оценки содержания целевого белка,
RBD-Fc, в культуральной жидкости использова-
ли иммуноферментный анализ в сэндвич-варианте.
96-луночные планшеты сенсибилизовали мыши-
ными моноклональными антителами к γ-цепи IgG
человека (XG36; ООО “Хема”, Россия), наносили
культуральную жидкость и инкубировали в тече-
ние 1 ч при 37°С. Для детекции белка RBD-Fc ис-
пользовали конъюгированные с пероксидазой
хрена (HRP) моноклональные антитела мыши к
IgG человека (T271X; ООО “Хема”) в разведении
1 : 20000. В качестве субстрата HRP использовали
готовый раствор 3,3',5,5'-тетраметилбензидина

Таблица 1. Характеристика поликлональных продуцентов при различных вариантах транслируемого полипеп-
тида RBD-Fc 
Table 1. Characteristics of polyclonal producing lines with different variants of the translated RBD-Fc polypeptide

a V ‒ сигнальный пептид S-белка SARS-CoV-2; T ‒ сигнальный пептид тканевого активатора плазминогена. 
a V, signal peptide of SARS-CoV-2 S-protein; T, signal peptide of tissue plasminogen activator..

Плазмида Транслируемый полипептидa Границы RBD, а.о. Продуктивность, пг/клетка

p1.1-Tr2-V-RBDv2-Fc V-RBDv2-Fc 319–541 0.654 ± 0.015

p1.1-Tr2-V-RBDv3-Fc V-RBDv3-Fc 331–541 0.046 ± 0.001

p1.1-Tr2-T-RBDv2-Fc T-RBDv2-Fc 319–541 0.407 ± 0.009

p1.1-Tr2-T-RBDv3-Fc T-RBDv3-Fc 331–541 0.507 ± 0.124
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гидрохлорида (ООО “Биотест Системы”, Россия),
реакцию останавливали через 15 мин 10%-ным рас-
твором серной кислоты.

Для определения титра анти-RBD-антител в
сыворотках крови иммунизированных мышей на
96-луночном планшете иммобилизовали очи-
щенный рекомбинантный белок RBD (не слитый
с Fc) SARS-CoV-2 вариантов Wuhan и beta. Иссле-
дуемые и контрольные образцы анализировали в
двух повторах. Для детекции использовали конъ-
югированные с HRP поликлональные козьи ан-
титела к IgG мыши (A4416; Sigma, США) в разве-
дении 1 : 10000. Детекцию проводили, как описано
выше. Титром считали такое разведение сыворот-
ки, при котором средняя оптическая плотность бы-
ла выше, чем средняя оптическая плотность для сы-
воротки интактных животных в разведении 1 : 25.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее мы продемонстрировали возможность
получения RBD S-белка SARS-CoV-2 с высоким
выходом в клетках CHO [12] с использованием
сигнального пептида тканевого активатора плаз-

миногена и экспрессионных конструкций на ос-
нове промотора фактора элонгации трансляции-
1α китайского хомячка [11]. В представленной
здесь работе нами использован тот же экспресси-
онный вектор и несколько вариантов гена, коди-
рующего целевой белок RBD-Fc (рис. 1). Все они
включали RBD beta-изолята вируса (B.1.351), ко-
торый отличается от варианта Wuhan-Hu-1 тремя
мутациями в зрелом RBD: K417N, E484K и N501Y ‒
и повышенным сродством к ACE2.

В то время как гликозилирование RBD необ-
ходимо для использования его в качестве имму-
ногена, в том числе для вакцинных препаратов,
гликозилирование Fc, наоборот, нежелательно. В
связи с этим во всех вариантах слитные белки
RBD-Fc содержали Fc IgG1 человека, в котором
мутация N297H предотвращает его N-гликозили-
рование. Кроме того, мутации C220S, C226S и
C229S предотвращают образование дисульфид-
ных связей между двумя Fc [15, 16]. Хотя прототи-
пы анти-SARS-CoV-2-вакцин на основе слитных
белков с ковалентно димеризующимся Fc дикого
типа [5] дают высокий титр нейтрализующих ан-
тител, слитные белки со слабо димеризующимся

Рис. 1. Схема доменной организации S-белка SARS-CoV-2 и его рекомбинантных фрагментов – вакцинных кандида-
тов. Обозначения: SP – сигнальный пептид; S1 и S2 – субъединицы S-белка; S2' – сайт протеолитического расщепле-
ния, который становится доступным после расщепления на стыке доменов S1/S2; NTD – N-концевой домен;
SD1/SD2 – субдомены 1 и 2 субъединицы S1; TM – трансмембранный участок; HR1 и HR2 – гептадные повторы субъ-
единицы S2; Fc – негликозилированный кристаллизующийся фрагмент тяжелой цепи IgG человека; TSP – сигналь-
ный пептид тканевого активатора плазминогена человека. Цифрами обозначены позиции аминокислотных остатков
в полноразмерном S-белке варианта Wuhan-Hu-1 SARS-CoV-2. 
Fig. 1. Scheme of domain organization of the SARS-CoV-2 spike protein and its recombinant fragments – vaccine candidates. De-
scription: SP – signal peptide; S1 and S2 – the spike protein subunits; S2' – the proteolytic cleavage site which becomes exposed
after the cleavage at the S1/S2 junction; NTD – N-terminal domain; RBD – receptor-binding domain; SD1/SD2 – subdomains
1 and 2 of the S1 subunit; TM – transmembrane region; HR1 and HR2 – heptad repeats of the S2 subunit; Fc – non-glycosylated
crystallizable fragment of human IgG heavy chain; TSP – signal peptide of human tissue plasminogen activator. The amino acid
residues positions in the full-size spike protein of the SARS-CoV-2 Wuhan variant are marked with numbers.
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Fc более пригодны для производства в промыш-
ленных масштабах и не требуют дополнительной
очистки от примеси некорректно сформирован-
ного ковалентного димера.

Мы протестировали два варианта RBD: полно-
размерный (с двумя сайтами N-гликозилирова-
ния) и укороченный с N-конца (с одним сайтом).
Также использовали два варианта N-концевого
сигнального пептида, который отщепляется при
секреции рекомбинантного белка в культуральную
среду и поэтому отсутствует в целевом продукте. В
первом случае это нативный пептид S-белка SARS-
CoV-2, во втором – сигнальный пептид тканевого
активатора плазминогена человека: MDAMKRGL-
CCVLLLCGAVFVSA (рис. 1). Сконструированны-
ми плазмидами p1.1-Tr2-V-RBDv2-Fc (8114 п.н.),
p1.1-Tr2-T-RBDv2-Fc (8138 п.н.), p1.1-Tr2-V-
RBDv3-Fc (8078 п.н.) и p1.1-Tr2-T-RBDv3-Fc
(8102 п.н.) трансфицировали клетки CHO и по-
лучали стабильные линии-продуценты, характе-
ристики которых приведены в табл. 1.

В дальнейшей работе использовали тот вари-
ант полипептида, который обеспечивал наиболь-
шую продуктивность, то есть полноразмерный
RBD, несущий нативный сигнальный пептид
S-белка SARS-CoV-2 (V-RBDv2). Проводили
двухстадийную амплификацию трансгенов в ге-
номе клеток-продуцентов в присутствии возрас-
тающих концентраций MTX и полученную поли-

клональную популяцию использовали для нара-
ботки целевого белка без клонирования клеток.
Выделение RBD-Fc из кондиционированной среды
проводили методом аффинной хроматографии.
Конечный выход очищенного RBD-Fc составил
60 мкг с 1 мл культуральной среды.

Полученный препарат RBD-Fc анализировали
методом гель-электрофореза по Лэммли (рис. 2a).
Его подвижность в геле соответствовала молеку-
лярной массе около 50 кДа в невосстанавливаю-
щих условиях и около 58 кДа в восстанавливаю-
щих, то есть в присутствии дитиотреитола. Это
было вполне ожидаемо, так как RBD содержит
4 дисульфидных мостика, которые формируют
более компактную пространственную структу-
ру [17]. Электрофоретическая подвижность об-
разца RBD-Fc, обработанного пептид-N-глико-
зидазой F, была больше, чем необработанного
белка. Таким образом, получено прямое доказа-
тельство наличия N-гликанов в молекуле проду-
цируемого клетками СНО целевого белка. Мето-
дом аналитической гель-фильтрации молеку-
лярная масса RBD-Fc была оценена как 147 кДа
(рис. 2b), что соответствует димерной форме бел-
ка. Следовательно, RBD-Fc в физиологических
условиях существует в форме нековалентного
димера.

Иммуногенность очищенного RBD-Fc опре-
деляли по образованию специфических антител у

Рис. 2. Анализ очищенного препарата RBD-Fc методом гель-электрофореза по Лэммли (а) и методом гель-фильтра-
ции (b). Обозначения: М – маркеры молекулярной массы белков; no DTT – препарат RBD-Fc в невосстанавливающих
условиях; ‒PNGase F и +PNGase F – препарат RBD-Fc в восстанавливающих условиях соответственно до и после об-
работки пептид-N-гликозидазой F. 
Fig. 2. Analysis of the purified RBD-Fc by Laemmli gel-electrophoresis (а) and by gel-filtration (b). М – markers of protein mo-
lecular mass; no DTT – RBD-Fc under non-reducing conditions; ‒PNGase F and +PNGase F – RBD-Fc under reducing con-
ditions, before and after the treatment with peptide N-glycosidase F, respectively.
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мышей. Использовали TLR-специфичный адъ-
ювант – LPS S. flexneri 2a [14] ‒ в присутствии и в
отсутствие стандартного носителя Al(OH)3; в ка-
честве положительного контроля использовали
полный адъювант Фрейнда [18–20], в качестве
группы сравнения – отсутствие адъюванта. Обра-
зование высокого титра анти-RBD-IgG регистри-
ровали во всех группах мышей после третьего введе-
ния антигена (рис. 3). Хотя для иммунизации ис-
пользовали RBD-Fc beta-варианта SARS-CoV-2,
наблюдалась перекрестная реактивность: анти-
RBD-антитела также взаимодействовали с RBD
варианта Wuhan-Hu-1, хотя и с меньшей аф-
финностью.

Использование в качестве адъювантов LPS
S. flexneri 2a и LPS S. flexneri 2a + Al(OH)3 досто-
верно усиливало иммуногенность белка RBD-Fc:
титры анти-RBD-антител были выше, чем в груп-
пе сравнения, и сходными с группой положитель-
ного контроля. Таким образом, при использова-
нии RBD-Fc в качестве иммуногена LPS из S. flex-
neri 2a можно считать достаточно эффективным
адъювантом, причем даже в отсутствие корпуску-
лярного носителя Al(OH)3. Последнее обстоятель-
ство значительно упрощает технологический про-
цесс наработки вакцины. Следует заметить, что вы-
сокий титр антител, индуцированный у мышей
очищенным рекомбинантным белком RBD-Fc,
подтверждает возможность его использования в
качестве вакцинного антигена. Дальнейшая ра-
бота будет посвящена подбору оптимальной дозы
антигена и адъювантной композиции.
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Receptor-Binding Domain of SARS-CoV-2 Spike Protein Fused to a Non-Glycosylated 
Crystallizable Fragment of Human IgG1: Obtaining and Assessment of Immunogenicity
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Abstract—Variants of genetic constructs are discussed which encode the receptor-binding domain (RBD) of
SARS-CoV-2 spike protein fused with a crystallizable fragment (Fc) of human immunoglobulin (RBD-Fc
protein). The highest secretion level of the target protein by Chinese hamster ovary (CHO) cells was registered
in the variant containing the S protein signal peptide and the full-length RBD with two N-glycosylation sites.
We used two-stage genomic amplification to obtain an RBD-Fc-producing polyclonal cell line. The purified
RBD-Fc protein was used for triple immunization of mice. High titers of anti-RBD-antibodies in blood sera
of immunized mice (up to 1 : 195000 depending on the adjuvant) were shown by enzyme-linked immunosor-
bent assay. Thus, the possibility of using purified recombinant RBD-Fc as a potential immunogen for the de-
velopment of an anti-SARS-CoV-2 vaccine has been confirmed.

Keywords: receptor-binding domain, spike protein, SARS-CoV-2, expression, CHO cells, immunogenicity, mice
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