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Резюме. Защитные свойства долговременной иммунологической памяти после вакцинации от COVID-19 ха-

рактеризуются нейтрализующей активностью сывороточных антител и антител, секретируемых В-клетками 

памяти при повторной встрече с антигеном. Соматические гипермутации, происходящие генах иммуноглобу-

линов В-клеток памяти — один из механизмов повышения аффинности антител. В настоящий момент вопрос 

влияния повторной вакцинации от COVID-19 векторными вакцинами на созревание аффинности антите, 

секретируемых активированными В-клетками памяти остается малоизученным. Целью настоящей работы 

было определить, как ревакцинация от COVID-19 влияет на аффинность RBD-специфических IgG-антител, 

секретируемых В-клетками памяти. Материалы и методы. В-лимфоциты были выделены из периферических 

мононуклеарных клеток крови добровольцев, прошедших ревакцинацию от COVID-19 Спутником V или 

Comirnaty. В-лимфоциты были стимулированы in vitro с помощью CD40L, экспрессированного на поверх-

ности фидерных клеток А549, и IL-21. Образцы супернатантов были сконцентрированы в 8 раз с помощью 

центрифужных концентраторов. Уровень IgG-антител, специфических к RBD дикого типа, был определен 

методом иммуноферментного анализа (ИФА). Индекс авидности поликлональных антител от стимулиро-

ванных В-лимфоцитов in vitro был определен методом ИФА в присутствии 7М мочевины. Результаты. В по-

лученных супернатантах от стимулированных В-клеток памяти определяли уровень IgG-антител, специ-

фичных к RBD дикого типа, методом иммуноферментного анализа (ИФА). Только для 12% образцов был 

получен сигнал, превосходящий пороговый уровень детекции. В связи с этим, образцы супернатантов были 

сконцентрированы в 8 раз с помощью центрифужных концентраторов. После концентрирования уровень 

анти-RBD IgG-антител удалось определить для 82% образцов. Для определения индекса авидности методом 

ИФА в присутствии мочевины предварительно была подобрана концентрация хаотропного агента. Было вы-

брано по 3 образца с высоким и низким содержанием специфических антител. Было показано, что индекс 
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авидности антител уменьшается с увеличением концентрации мочевины для образцов с низким содержанием 

антител, а для образцов с высоким содержанием этот показатель не меняется. Для дальнейшего определения 

индекса авидности в образцах супернатантов была выбрана концентрация мочевины 7М. Было показано, что 

несмотря на общее увеличение количества антиген-специфических IgG-антител, полученных от стимули-

рованных В-клеток памяти, изменения авидности этих антител через Полученные результаты вносят вклад 

в понимание механизмов созревания В-клеток памяти после многократной вакцинации от COVID-19 и могут 

быть полезны для принятия решения о стратегии повторной вакцинации.

Ключевые слова: авидность антител, RBD-специфические антитела, В-клетки памяти, вакцинация, COVID-19, Спутник V.

THE AVIDITY OF VIRUS-SPECIFIC ANTIBODIES OBTAINED FROM IN VITRO STIMULATED MEMORY 

B CELLS DOES NOT CHANGE ONE MONTH AFTER BOOSTER WITH SPUTNIK V OR COMIRNATY
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Abstract. The protective properties of long-term immunological memory after vaccination against COVID-19 are 

characterized by the neutralizing activity of serum antibodies and antibodies secreted by memory B cells upon repeated 

encounter with the antigen. Somatic hypermutations occurring in the immunoglobulin genes of memory B cells are one 

of the mechanisms for increasing the affinity of antibodies. At the moment, the effect of booster vaccination against 

COVID-19 with vector vaccines, on the maturation of memory B cells remains poorly understood. The purpose of this 

work was to determine how COVID-19 booster affects the affinity of RBD-specific IgG antibodies secreted by memory 

B cells. B lymphocytes were isolated from peripheral mononuclear blood cells of volunteers who had been revaccinated 

against COVID-19 with Sputnik V or Comirnaty. B cells were stimulated in vitro with CD40L expressed on the surface 

of A549 feeder cells and IL-21. Supernatants were concentrated 8-fold using centrifugal concentrators. In the obtained 

supernatants from stimulated memory B cells, the level of IgG antibodies specific to wild-type RBD was determined 

by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). To determine the avidity index, ELISA with 7M urea was provided. 

It was shown that despite a general increase in the amount of antigen-specific IgG antibodies obtained from stimulated 

memory B cells, there was no change in the avidity of these antibodies one month after booster in both groups of donors. 

The obtained results contribute to the understanding of the mechanisms of memory B cell maturation after booster 

vaccinations against COVID-19 and may be useful for deciding on the strategy of booster vaccination.

Key words: avidity of antibodies, RBD-specific antibodies, memory B cells, vaccination, COVID-19, Sputnik V.

Введение

Во время пандемии COVID-19 долгое время 

во многих странах применялась стратегия вак-

цинации с повторным введением одной и той 

же вакцины, основанной на диком типе SARS-

CoV-2. Долговременная иммунная память 

обеспечивается антителами, которые кон-

ститутивно секретируются плазматическими 

В-клетками [4, 15], а также В-клетками памяти, 

которые находятся в состоянии покоя до мо-

мента повторной встречи с антигеном [10, 11]. 

Специфические В-клетки памяти циркулиру-

ют в организме человека минимум в течение 

года после вакцинации от COVID-19 [9]. Ранее 

нами было показано, что В-клетки памяти че-

рез полгода после вакцинации Спутником V, 

при стимуляции in vitro сохраняют способ-

ность секретировать нейтрализующие анти-

тела против SARS-CoV-2 как дикого типа, 

так и вариантов Дельта и Омикрон ВА.1 [2]. 

Информации о функциональной активности 

В-клеток памяти, сформированных после не-

скольких повторных вакцинаций, к настояще-

му моменту недостаточно для формирования 

целостного понимания процесса созревания 

В-клеток памяти.

В-клетки подвергаются соматическим гипер-

мутациям в зародышевых центрах лимфоузлов. 

В результате этого процесса может повышать-

ся аффинность и нейтрализующей активность 

секретируемых антител. Кроме того, может из-

меняться кросс-реактивность антител в отно-

шении вариантов SARS-CoV-2. Соматические 

гипермутации происходят в течение полугода 

после перенесенного COVID-19 [14], а также 

после двукратной вакцинации мРНКовыми 

вакцинами, хотя и в меньшей степени, что мо-

жет быть связано с недостаточным временным 

интервалом между повторным введением вак-

цины [5, 12]. Меньше известно о созревании 

аффинности антител после вакцинации век-

торными вакцинами, такими как: Спутник V 

и ChAdOx1.

Авидность сывороточных антител обыч-

но определяют методом иммуноферментного 

анализа в присутствии хаотропного агента — 

мочевины. Поскольку сывороточные антитела 
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имеют поликлональную природу, используют 

термин авидность, который по сути отражает 

совокупные взаимодействия специфических 

антител разной аффинности с целевым антиге-

ном. Ранее с помощью этого метода было пока-

зано, что инфекция SARS-CoV-2 и вакцинация 

против COVID-19 (как мРНКовыми вакцина-

ми, так и Спутником V) индуцируют увеличе-

ние авидности сывороточных антител [1, 8, 13].

В настоящей работе мы применили ме-

тод определения авидности для RBD-специ-

фических IgG-антител, полученных от стиму-

лированных in vitro В-клеток памяти. В отличие 

от ряда работ, в которых созревание В-клеток 

памяти оценивают путем секвенирования ге-

нов иммуноглобулинов с количественным 

подсчетом мутаций [7, 14], мы анализирова-

ли антитела, непосредственно секретируемые 

В-клетками памяти при стимуляции in vitro. 

В исследовании приняли участие доноры, про-

шедшие гомологичную ревакцинацию вак-

циной Спутник V или гетерологичную вак-

циной Comirnaty. Мы показали, что через 

месяц после ревакцинации в крови доноров 

увеличивается количество В-клеток памяти, 

которые при стимуляции in vitro секретирова-

ли RBD-специфический иммуноглобулин G. 

При увеличения авидности антител не наблю-

далось. Это может свидетельствовать об отбо-

ре В-клеток памяти, секретирующих антитела 

с определенной аффинностью, специфичных 

к RBD дикого типа, а также о том, что процесс 

созревания В-клеток памяти происходит в те-

чение более длительного промежутка времени.

Материалы и методы

В настоящее исследование вошли 17 чело-

век, которые прошли полный курс вакцина-

ции от COVID-19 Спутником V. Через полгода 

после вакцинации 12 из них были ревакцини-

рованы Спутником V, а 5 — мРНКовой вакци-

ной Comirnaty (Pfizer/BioNTech). Исследование 

было выполнено в соответствии с требования-

ми Хельсинкской декларации Всемирной ме-

дицинской ассоциации «Этические принципы 

проведения научных медицинских исследо-

ваний с участием человека в качестве испыту-

емого». От каждого участника исследования 

было получено письменное информированное 

согласие. Протокол исследования рассмотрен 

и одобрен Этическим комитетом ФГБУ «ГНЦ 

Институт иммунологии» ФМБА России (про-

токол № 12–1, 29 декабря 2020 г.).

Образцы периферических мононуклеарных 

клеток (PBMC) были собраны до ревакцина-

ции (точка 1) и через месяц после ревакцина-

ции (точка 2). Клетки были выделены из цель-

ной крови, собранной в пробирки с гепарином, 

на градиенте фиколла и заморожены на –70°С, 

а затем перенесены на хранение в жидкий азот.

В-лимфоциты были выделены из разморо-

женных PBMC путем негативной магнитной се-

парации с помощью набора Dynabeads Untouched 

human B-cells (Thermo Fisher Scientific, США). 

В-клетки (5000 на лунку 96-луночного планше-

та) стимулировали в течение 7 дней в присут-

ствии CD40L, стабильно экспрессированного 

на клетках А549 (10 000 на лунку) и IL-21 (25 нг/

мл, PeproTech, США). Полученные супернатан-

ты собирали, аликвотировали и замораживали 

на –20°С. Концентрирование супернатантов 

проводили с помощью центрифужных концент-

раторов Amicon Ultra 100 kDa (Merck, Millipore, 

Ирландия). Необходимый объем супернатанта 

наносили в концентратор и центрифугировали 

при 3000g. Процедуру повторяли несколько раз 

до тех пор, пока объем супернатанта не умень-

шался в 8 раз.

Определение уровня RBD-специфических 

IgG-антител проводили с помощью набора анти-

SARS-CoV-2-IgG ИФА (Хема, Россия) согласно 

инструкциям производителя. Определение авид-

ности антител проводили с помощью того же на-

бора, но с дополнительной стадией. Каждый об-

разец супернатанта инкубировали параллельно 

в двух лунках. После инкубации с образцами лун-

ки отмывали. В одну из лунок наносили 100 мкл 

мочевины (Sigma-Aldrich, США), разведенной 

в фосфатно-солевом буфере (PBS), на 30 минут 

при комнатной температуре, в другую лунку — 

тот же объем PBS. Индекс авидности рассчитыва-

ли по формуле: (OD (с мочевиной) — OD (фон)) / 

(OD (без мочевины) — OD (фон)).

Статистическую обработку данных прово-

дили в программе GraphPad Prism версия 8.4.3 

(США). Значимость различий между выборка-

ми оценивали с помощью критерия Вилкоксона. 

Различия сравниваемых параметров считали 

статистически значимыми при p � 0,05. Данные 

на гистограммах показывают среднее значение 

и стандартное отклонение.

Результаты

Супернатанты, полученные от стимулиро-

ваных В-лимфоцитов in vitro с помощью IL-21 

и CD40L, тестировали на содержание  анти-

RBD IgG-антител методом ИФА. Только для 

12% образцов (точка 1 и 2) был получен сигнал, 

превосходящий пороговый уровень детекции. 

На следующем этапе мы сконцентрировали су-

пернатанты в 8 раз с помощью концентраторов 

Amicon Ultra. После концентрирования поло-

жительный сигнал детектировался в 82% образ-

цов супернатантов.

Уровень анти-RBD IgG-антител до ревак-

цинации составил 0,87 и 0,98 у.е. в группах ре-
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вакцинированных Спутником V и Comirnaty 

соответственно (рис. 1). Ревакцинация индуци-

ровала увеличение количества анти-RBD IgG-

антител в обеих группах доноров. Так, ревакци-

нация Спутником V индуцировала увеличение 

количества антител в 1,88 раз, а ревакцинация 

Comirnaty — в 2,14 раз.

Следующей задачей нашей работы было опре-

деление авидности антител, полученных от сти-

мулированных in vitro В-лимфоцитов. Индекс 

авидности определяли методом ИФА в присут-

ствии хаотропного агента — мочевины. На пер-

вом этапе необходимо было определить кон-

центрацию мочевины, подходящую для наших 

образцов. На основе полученных данных о ко-

личестве анти-RBD IgG-антител было отобрано 

по 3 супернатанта с наибольшим и наименьшим 

содержанием антител. Каждый из 6 отобранных 

образцов инкубировали в восьми лунках. После 

инкубации с образцами к четырем лункам добав-

ляли мочевину в концентрациях 3, 5, 7 или 9М, 

а к остальным четырем лункам — PBS. Были рас-

считаны средние индексы авидности для каждой 

концентрации мочевины. На рис. 2 показано, что 

с увеличением концентрации мочевины индекс 

авидности у супернатантов с низким содержани-

ем специфических антител снижается (средние 

значения по 3-м образцам составляют 0,42, 0,29, 

0,15, 0 для 3, 5, 7, 9М мочевины соответственно). 

Для образцов с высоким содержанием антител 

индекс авидности практически не меняется и со-

ставляет 0,91, 0,89, 0,88, 0,84 для 3, 5, 7, 9М мочеви-

ны соответственно. Таким образом, наибольшие 

отличия между образцами с высокой и низкой 

авидностью обнаруживаются при более высокой 

концентрации мочевины. Однако при использо-

вании 9М мочевины в лунках с образцами с низ-

ким содержанием антител индекс авидности был 

близок или равен нулю, поэтому для дальнейших 

экспериментов была выбрана концентрация мо-

чевины 7М.

Интересно, что несмотря на увеличение 

количества анти-RBD IgG-антител в супер-

натантах после ревакцинации обеими вакци-

нами, не произошло статистически значимого 

изменения индекса авидности в обеих группах 

(рис. 3). Изменение этого показателя в группе 

ревакцинированных Спутником V составило 

0,01 ед. (с 0,69 до 0,7), а в группе ревакциниро-

ванных Comirnaty — 0,1 ед. (с 0,74 до 0,84).

Рисунок 1. Увеличение уровня анти-RBD 

IgG-антител в супернатантах стимулированных 

В-лимфоцитов после ревакцинации

Figure 1. Increase in the level of anti-RBD IgG antibodies 
in the supernatants of stimulated B lymphocytes after 
revaccination
Примечание. А — уровень анти-RBD IgG-антител 
в супернатантах стимулированных В-лимфоцитов до (точка 
1) и после (точка 2) ревакцинации Спутником V. Б — уровень 
анти-RBD IgG-антител в супернатантах стимулированных 
В-лимфоцитов до (точка 1) и после (точка 2) ревакцинации 
Comirnaty. Результаты представлены как среднее значение 
(в условных единицах, у.е.) + стандартное отклонение. 
* — p < 0,05 (тест Вилкоксона).
Note. A — level of anti-RBD IgG antibodies in the supernatants 
obtained from stimulated B-lymphocytes before (point 1) 
and after (point 2) revaccination with Sputnik V. B — level 
of anti-RBD IgG antibodies in the supernatants obtained from 
stimulated B-lymphocytes before (point 1) and after (point 2) 
revaccination with Comirnaty. Data are shown as mean 
(in relative units, RU) + SD. * — p < 0.05 (Wilcoxon test).

А (A) Б (B)

Рисунок 2. Изменение индекса авидности 

супернатантов в зависимости от концентрации 

мочевины

Figure 2. Change in avidity index of supernatants 
depending on urea concentration
Примечание. Данные представлены как среднее 
значение индекса авидности, полученное от трех 
супернатантов, ±стандартное отклонение.
Note. Data are shown as the mean of the avidity index 
obtained from triplicate supernatants±SD.
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Обсуждение

Развитие защитного долговременного иммун-

ного ответа при вакцинации от COVID-19 зависит 

от качества и продолжительности циркуляции 

антиген-специфических антител, а также от ак-

тивации и созревания специфических В-клеток 

памяти. Качество антител характеризуется их 

аффинностью, способностью к нейтрализации 

антигена. Процессы созревания аффинности ан-

тител после многократной вакцинации остаются 

в значительной степени неизученными. К настоя-

щему моменту показано, что перенесенная ин-

фекция COVID-19 не в тяжелой форме, а также 

вакцинация приводят к увеличению авидности 

сывороточных антител [1, 8, 13]. Вероятно, это 

обусловлено, в первую очередь плазматически-

ми клетками в костном мозге, которые обычно 

секретируют более аффинные антитела, чем ак-

тивированные В-клетки памяти [6]. Ранее было 

показано, что после мРНКовой вакцинации наи-

большее увеличение соматических гипермута-

ций, приводящих к увеличению аффинности се-

кретируемых антител, наблюдается в популяции 

долгоживущих плазматических клетках костного 

мозга [7]. Созревание В-клеток памяти и измене-

ние аффинности секретируемых ими антител при 

стимуляции изучено в меньшей степени.

В настоящей работы было определено, как 

ревакцинация от Спутником V и Comirnaty 

влияет на аффинность антител, секретируемых 

В-клетками памяти. На первом этапе работы 

мы отметили, что количество антиген-специ-

фических В-клеток памяти, циркулирующих 

в крови до и после ревакцинации, относитель-

но невелико. Так, уровень RBD-специфических 

IgG-антител в большинстве образцов суперна-

тантов от стимулированных В-клеток памяти 

удалось определить только после предвари-

тельного концентрирования образцов в 8 раз. 

Было показано, что после ревакцинации обеи-

ми вакцинами увеличивается количество анти-

ген-специфических антител, секретируемых 

В-клетками памяти при стимуляции in vitro, 

что, по-видимому, связано с увеличением от-

носительного количества этих клеток в общем 

пуле В-лимфоцитов. Несмотря на увеличение 

количества специфических антител, их авид-

ность остается неизменной через месяц после 

ревакцинации Спутником V или Comirnaty.

На основе полученных данных можно сделать 

вывод о том, что уже после первой полной вакци-

нации Спутником V достигается максимальный 

порог аффинности антител к RBD дикого типа, 

которые могут быть секретированы активиро-

ванными В-клетками памяти. Кроме того, полу-

ченные результаты могут свидетельствовать о том, 

что процесс созревания аффинности происходит 

в течение более длительного времени, что согласу-

ется с ранее опубликованными данными [3, 7].

Полученные нами данные вносят вклад 

в представление об эволюции антиген-специ-

фических В-клеток памяти после повторной 

вакцинации от COVID-19 и могут быть полез-

ными при выборе стратегии вакцинации.
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Рисунок 3. Индекс авидности RBD-

специфических IgG-антител в супернатантах, 

полученных от стимулированных in vitro 

В-лимфоцитов

Figure 3. Avidity index of RBD-specific IgG antibodies 
in the supernatants of in vitro stimulated B lymphocytes 
after revaccination
Примечание. А — индекс авидности антител 
в супернатантах стимулированных В-лимфоцитов 
до (точка 1) и после (точка 2) ревакцинации Спутником V. 
Б — индекс авидности антител в супернатантах 
стимулированных В-лимфоцитов до (точка 1) и после 
(точка 2) ревакцинации Comirnaty. Результаты 
представлены как среднее значение + стандартное 
отклонение. ns — недостоверные отличия.
Note. A — Avidity index of RBD-specific IgG antibodies in the 
supernatants obtained from stimulated B-lymphocytes before 
(point 1) and after (point 2) revaccination with Sputnik V. 
B — Avidity index of RBD-specific IgG antibodies in the 
supernatants obtained from stimulated B-lymphocytes before 
(point 1) and after (point 2) revaccination with Comirnaty. Data 
are shown as mean + SD. ns — non-significant differences.
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