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ИЗУЧЕНИЕ АДЪЮВАНТНЫХ СВОЙСТВ 

БЕТА-ГЛЮКАНОВ ИЗ ДРОЖЖЕЙ 

SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Е.А. Волосникова, Д.Н. Щербаков, Н.В. Волкова, Т.И. Есина, А.В. Зайковская, 

Г.Г. Шимина, Е.Д. Даниленко

ФБУН Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, Новосибирская 

область, п. Кольцово, Россия

Резюме. Для увеличения эффективности и иммуногенности вакцин, особенно субъединичных, необходимо 

использование адъювантов. Полисахариды в силу своей безопасности и биосовместимости являются жела-

тельными кандидатами для создания вакцинных адъювантов. Наша работа посвящена разработке способа 

получения препарата бета-глюканов из клеточной стенки дрожжей Saccharomyces cerevisiae и изучению их адъ-

ювантных свойств. Высокой чистоты полученного препарата и отсутствия токсичности удалось достичь, ис-

пользуя при очистке ферментные комплексы целлюлазы и протеазы в сочетании с обработкой ультразвуком 

с частотой 22 кГц. Разработанная схема позволяет получать препарат бета-глюканов с выходом до 2 г из 100 г 

биомассы влажных клеток Saccharomyces cerevisiae. Для изучения адъювантных свойств бета-глюканов ис-

пользовали 50 самцов мышей линии BALB/c массой 16–18 г. Иммунизацию проводили двукратно с интерва-

лом 14 суток, внутримышечно по 200 мкл на животное. В качестве антигена для иммунизации использовали 

рекомбинантный белок RBD (рецептор-связывающий домен поверхностного S-белка коронавируса SARS-

CoV-2, вариант (Wuhan-Hu-1) и B.1.617.2 (Delta)) в дозе 50 мкг на животное. Группе положительного контро-

ля вводили антиген с гидроокисью алюминия. В качестве отрицательного контроля использовали мышей, 

которым вводили физиологический раствор. Титры специфичных антител в сыворотках крови определяли 

методом иммуноферментного анализа с использованием в качестве антигена рекомбинантного RBD поверх-

ностного белка SARS-CoV-2 (вариант (Wuhan-Hu-1) и B.1.617.2 (Delta)) и рекомбинантного спайкового белка 

(вариант Wuhan-Hu-1), B.1.617.2 (Delta) и B.1.1.529 (Omicron)). Титр вируснейтрализующих антител определяли 

при помощи реакции вируснейтрализации с использованием штаммов вируса SARS-CoV-2: Wuhan–hCoV-19/

Australia/VIC01/2020 (WuhanHu-1), Delta–hCoV-19/Russia/PSK-2804/2021 (Delta (B.1.617.2)) и Omicron 1–hCoV-

19/Russia/Moscow171619–031221/2021 (Omicron (B.1.1.529)). В ходе работы показано, что бета-глюканы облада-

ют способностью усиливать выработку специфических и вируснейтрализующих антител у мышей, иммуни-

зированных RBD. Титры специфических и вируснейтрализующих антител сравнимы с их уровнем в группе, 

иммунизированной RBD с Al(OH)3. В эксперименте на белых аутбредных мышах ICR показано, что препарат 

относится к практически нетоксичным веществам. Таким образом, можно заключить, что использование 
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бета-глюканов в качестве адъювантов может стать альтернативой адъювантам на основе солей алюминия, при 

этом бета-глюканы являются биосовместимыми, биодеградируемыми и нетоксичными веществами, а произ-

водство их не отличается трудоемкостью.

Ключевые слова: адьювант, бета-глюканы, белок S, иммунный ответ, мыши, иммунизация.

STUDY OF THE ADJUVANT PROPERTIES OF BETA-GLUCANS FROM SACCHAROMYCES 

CEREVISIAE YEAST

Volosnikova E.A., Shcherbakov D.N., Volkova N.V., Esina T.I., Zaikovskaya A.V., Shimina G.G., Danilenko E.D.

State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Novosibirsk Region, Koltsovo, Russian Federation

Abstract. To increase the effectiveness and immunogenicity of modern vaccines, especially subunit ones, it is required to use 

adjuvants. Polysaccharides, due to their safety and biocompatibility, are desirable candidates for the creation of vaccine 

adjuvants. The aim of our study was to develop a method for obtaining beta-Glucans from the yeast Saccharomyces cerevisiae 

cell wall, and evaluate their adjuvant properties. The high purity and non-toxicity of the resulting preparation was achieved 

by using enzyme complexes of cellulase and protease in combination with ultrasound (22 kHz) at the purification stage. 

The developed scheme allows for the yield of beta-Glucans up to 2 g from 100 g of the biomass of wet cells. The adjuvant 

properties of beta-Glucans were studied in 50 male BALB/c mice, weighing 16–18 g. Immunization was performed twice, 

with a 14-day interval, intramuscularly, 200 μl per animal. The recombinant receptor-binding domain (RBD) of the surface 

S protein of the SARS-CoV-2 virus (Wuhan-Hu-1 and B.1.617.2 (Delta)) was used as an antigen, at a dose of 50 μg per animal. 

A positive control group was administered with the antigen combined with aluminum hydroxide. As a negative control, mice 

injected with the saline solution were used. The titers of specific antibodies in the blood sera were determined by ELISA 

assays. RBD (Wuhan-Hu-1 and Delta), and S protein (Wuhan-Hu-1, Delta and Omicron) were used as antigens. The titers 

of virus-neutralizing antibodies were measured in neutralization tests using SARS-CoV-2 virus strains Wuhan-Hu-1, Delta 

(B.1.617.2) and Omicron (B.1.1.529). The results of the study have shown that beta-Glucans have the ability to enhance 

the production of specific and virus-neutralizing antibodies in mice immunized with RBD. The titers of specific and virus 

neutralizing antibodies are comparable to their levels in the group immunized with RBD and Al(OH)3. It has been found 

in the experiments in white outbred ICR mice that the preparation belongs to practically non-toxic substances. Therefore, 

it can be concluded that the use of beta-Glucans could become a preferable alternative to the conventional adjuvants based 

on aluminum salts, being biocompatible, biodegradable and non-toxic substances of low labor-intensive production.

Key words: adjuvant, beta-Glucans, S protein, immune response, mice, immunization.

Введение

Субъединичные вакцины занимают важ-

ное место в системе современной вакцино-

профилактики. Обязательным компонентом 

таких вакцин, обеспечивающим повышение 

их иммуногенности, являются адъюванты. 

Классическими адъювантами, которые по-

прежнему широко используются при разра-

ботке новых вакцин, являются адъюванты 

на основе солей алюминия. В то же время не-

обходимость индукции, помимо гуморального, 

клеточного звена иммунитета, снижения по-

бочных эффектов вакцин, заставляют искать 

другие варианты адъювантных систем.

Известно, что многие полисахариды, такие 

как альфа-, бета-глюканы, маннан и хито-

зан, обладают адъювантными свойствами [7, 

6]. Адъюванты на основе полисахаридов со-

вместимы с антигенами, полученными при 

помощи разных экспрессионных систем, без-

опасны, характеризуются минимальным ри-

ском образования токсических метаболитов, 

хорошо переносятся, кроме того, относитель-

но легко нарабатываются в производственных 

масштабах [3].

Бета-глюканы — это группа полисахаридов, 

присутствующая во многих видах организмов, 

таких как грибы, дрожжи, овес, ячмень, мор-

ские водоросли, и обладающая разнообразной 

биологической активностью. При использова-

нии бета-глюканов в качестве адъювантов было 

обнаружено, что в организме они распознаются 

целым рядом рецепторов, таких как дектин-1, 

рецептор комплемента 3 (CR3), CD5, лактозил-

церамид и др. [8].

Цель данной работы заключалась в разра-

ботке способа получения бета-глюканов из кле-

точных стенок Saccharomyces cerevisiae, изучении 

их адъювантных и токсических свойств.

Материалы и методы

Получение бета-глюканов. Для получения 

препарата бета-глюканов использовали био-

массу клеток Saccharomyces cerevisiae Y-448. 

Клетки подвергали механическому разруше-

нию с помощью бус баллотини. Клеточный де-

брис растворяли и подвергали ферментативно-

му гидролизу, для чего к растворенному дебри-

су добавляли 40 г «Протосубтилин Г3Х» и 3 мл 

«ЦеллоЛюксА» (ООО ПО «Сиббиофарм»), гид-
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ролиз вели 15 часов при 60°С. Смесь охлажда-

ли до температуры 20°С и центрифугировали 

(12 000g, 20 мин, 20°С). Осадок, содержащий 

целевой продукт бета-глюканов, отмывали 1%-

ным раствором додецилсульфата натрия, деио-

низованной водой пятикратно и трижды под-

вергали воздействию ультразвука с частотой 

22 кГц/с (5 мин). Далее проводили щелочной 

гидролиз и полупродукт отмывали деионизо-

ванной водой. Готовый продукт суспендиро-

вали в 50 мл деионизованной воды, разливали 

и сушили в термостате при 50°С.

Иммунизация животных. В качестве анти-

гена для иммунизации использовали реком-

бинантный белок RBD (рецептор-связываю-

щий домен поверхностного S-белка корона-

вируса SARS-CoV-2, вариант B.1.617.2 (Delta)), 

полученный в ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 

Роспотребнадзора с использованием клеток 

CHO-K1. Изучение адъювантных свойств про-

водили на самцах мышей линии BALB/c массой 

16–18 г, полученных из питомника ФБУН ГНЦ 

ВБ «Вектор» Роспотребнадзора (р.п. Кольцово 

Новосибирской области). Условия их содержа-

ния и проведения экспериментов были выпол-

нены в соответствии с Федеральным законом 

«Об ответственном обращении с животны-

ми и о внесении изменений в отдельные за-

конодательные акты Российской Федерации» 

от 27.12.2018 № 498-ФЗ.

Первой группе животных внутримышечно, 

двукратно с интервалом 14 суток, вводили бе-

лок RBD, второй и третьей — RBD с препара-

том бета-глюканов в дозе 1 мг или 50 мкг в объ-

еме 0,2 мл на мышь. В качестве положитель-

ного контроля использовали мышей, которым 

по аналогичной схеме внутримышечно вводи-

ли белок RBD и гидроокись алюминия Al(OH)3 

в дозе 250 мкг. В качестве отрицательного кон-

троля использовали мышей, которым вводили 

200 мкл физиологического раствора. Для опре-

деления титров специфических и вируснейтра-

лизующих антител через 10 суток после второй 

иммунизации из ретроорбитального синуса от-

бирали образец крови, как описано в [1].

Анализ титров специфических антител. 

Титры специфических антител в сыворотках 

крови определяли методом иммуноферментно-

го анализа. В качестве антигена использовали 

рекомбинантный RBD поверхностного белка 

SARS-CoV-2 (вариант (Wuhan-Hu-1) и B.1.617.2 

(Delta)) и рекомбинантный спайковый белок (ва-

риант (Wuhan-Hu-1), B.1.617.2 (Delta) и B.1.1.529 

(Omicron)). Сорбцию антигенов (200 нг/лунку) 

проводили в буфере 0,1 М NaHCO3. Для выяв-

ления антител использовали конъюгат анти-

мышиных антител с пероксидазой хрена в ра-

бочем разведении 1:2000 (SigmaAldrich, США). 

Для регистрации уровня оптической плотно-

сти после добавления субстрата и остановки 

реакции использовали мультимодальный ри-

дер Thermo Scientific Varioskan LUX при длине 

волны 450 нм. Титр определяли по значению 

максимального разведения, при котором сиг-

нал оптической плотности превышал значение 

оптической плотности лунок с отрицательным 

контролем более, чем в три раза.

Анализ титров вируснейтрализующих анти-

тел. Титры вируснейтрализующих антител 

определяли при помощи реакции вирусней-

трализации. С этой целью были использованы 

штаммы вируса SARS-CoV-2 Wuhan–hCoV-

19/Australia/VIC01/2020 (Wuhan-Hu-1), Delta–

hCoV-19/Russia/PSK-2804/2021 (Delta (B.1.617.2)) 

и Omicron 1–hCoV-19/Russia/Moscow171619-031221/

2021 (Omicron (B.1.1.529)), полученные из Госу-

дарственной коллекции возбудителей вирус-

ных инфекций и риккетсиозов ФБУН ГНЦ 

ВБ «Вектор» Роспотребнадзора. К сывороткам 

в разных разведениях добавляли вирус в равной 

пропорции 1:1 и инкубировали 1 час при 37°С. 

Затем смесь вируса и сыворотки наносили в ду-

блях на монослой культуры клеток Vero в объ-

еме 100 мкл/лунку. Учет результатов проводили 

визуально. Любое специфическое поражение 

культуры клеток в лунке учитывали как цито-

патическое действие (ЦПД). Титром считали 

последнее разведение, при котором регистриро-

вали защиту монослоя культуры клеток в лун-

ках от ЦПД вируса. В качестве положительного 

контроля использовали 20-кратное разведение 

образца сыворотки крови реконвалесцента 

COVID-19 с ранее установленным тит ром 1:80. 

В качестве отрицательного контроля использо-

вали питательную среду.

Статистический анализ. Статистический 

анализ проводился с использованием про-

граммного обеспечения GraphPad Prism 8.0, при 

этом p < 0,05 считали показателем статистичес-

кой значимости. Статистическую значимость 

различий среди разных групп животных опре-

деляли с помощью двустороннего непараме-

трического U-критерия Манна–Уитни с 95% 

доверительным интервалом или критерия 

Краскела–Уоллиса (для более чем двух групп).

Метод определения параметров летальных 

доз. В эксперименте использовали 21 самца бе-

лых аутбредных мышей ICR возрастом 7–8 не-

дель, с массой тела 18–20 г. Исследование про-

водили экспресс-методом определения сред-

ней эффективной дозы и ее ошибки по методу 

Прозоровского [5]. Препарат вводили мышам 

однократно внутрибрюшинно в дозах 2,0; 1,58; 

1,26; 1,0; 0,79; 0,631; 0,51 мг/кг. В течение первых 

суток и один раз в день в течение 14 суток после 

введения проводили подсчет павших, живот-

ных взвешивали (весы электронные SCOUTII, 

OHAUS, США) и проводили клинический ос-
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мотр. Клинический осмотр включал оценку 

следующих параметров: темперамент (вялость, 

агрессия), состояние шерстного покрова (выпа-

дение, взъерошенность), состояние глаз (конъ-

юнктивит, слезотечение, помутнение), моче-

испускание (потемнение, осветление), экскре-

ция (диспепсия).

Результаты и обсуждение

Адъювантная активность природных поли-

сахаридов хорошо известна и является пред-

метом продолжающихся исследований. Одним 

из таких природных полимеров являются бета-

глюканы из клеточных стенок дрожжей. В ра-

боте для получения препарата бета-глюканов, 

наряду со стандартным подходом, были ис-

пользованы ферментные комплексы целлюла-

зы и протеазы в сочетании с обработкой уль-

тразвуком. Оптимизация процесса позволила 

получить препарат бета-глюканов высокой сте-

пени чистоты с выходом до 2 г из 100 г биомассы 

влажных клеток Saccharomyces cerevisiae.

Оценка адъювантной активности препарата 

бета-глюканов на лабораторных мышах, им-

мунизированных белком RBD, показала, что 

Рисунок. Анализ гуморального ответа мышей после двукратной иммунизации RBD в комплексе 

с бета-глюканами

Figure. Analysis of humoral immune response in mice after a double immunization with RBD in combination with 
beta-Glucans
Примечание. А — обратный титр специфических антител, в качестве антигенов использованы RBD вариантов Wuhan-
Hu-1 и Delta (B.1.617.2) и спайковые S-белки вариантов Wuhan-Hu-1, Delta (B.1.617.2) и Omicron (B.1.1.529). Б — обратный 
титр вируснейтрализующих антител против штаммов вируса SARS-CoV-2: Wuhan–hCoV-19/Australia/VIC01/2020 (Wuhan-
Hu-1), Delta-hCoV-19/Russia/PSK-2804/2021 (Delta (B.1.617.2)) и Omicron 1–hCoV-19/Russia/Moscow171619–031221/2021 
(Omicron (B.1.1.529)).
Note. A, reverse titers of the specific antibodies against S proteins of Wuhan (Wuhan-Hu-1), Delta (B.1.617.2) and Omicron 
(B.1.1.529) virus variants. B, reciprocal titers of the virus-neutralizing antibodies against SARS-CoV-2 virus strains: Wuhan–hCoV-
19/Australia/VIC01/2020 (Wuhan-Hu-1), Delta–hCoV-19/Russia/PSK-2804/2021 (Delta (B.1.617.2)), and Omicron 1–hCoV-19/
Russia/Moscow171619–031221/2021 (Omicron (B.1.1.529)).
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бета-глюканы обладают способностью усили-

вать выработку специфических и вируснейтра-

лизующих антител. В группе мышей, которым 

вводили адъювант в дозе 50 мкг, средний об-

ратный титр специфических антител против 

гомологичного антигена (RBD, вариант Delta) 

составлял 178 740. В группе, получившей адъ-

ювант в дозе 1 мг, этот показатель был на по-

рядок выше и составил 1 115 370. Полученные 

значения среднего обратного титра антител 

животных опытных групп близки к значениям 

параметра в группе, иммунизированной RBD 

с Al(OH)3 (рис., А), при этом для дозы 1 мг они 

были несколько выше. Сходную картину на-

блюдали при тестировании сывороток с ис-

пользованием RBD гетерологичного варианта 

Wuhan-Hu-1. Картина значительно не изменя-

лась и при тестировании с использованием пол-

норазмерных S-белков SARS-CoV-2, хотя в слу-

чае варианта Omicron наблюдалось снижение 

обратных титров в опытных группах мышей.

Анализ вируснейтрализующей активности 

сывороток показал, что титры нейтрализующих 

антител в крови мышей, иммунизированных 

RBD в сочетании с бета-глюканами, в отно-

шении штаммов hCoV-19/Australia/VIC01/2020 

(Wuhan) и hCoV-19/Russia/PSK-2804/2021 (Delta) 

сравнимы, в то время как в отношении hCoV-

19/Russia/Moscow171619-031221/2021 (Omicron) 

существенно ниже (рис., Б). Титры вирусней-

трализующих антител в группе мышей, им-

мунизированной только RBD, были ниже, чем 

в группах с адъювантом. При этом наблюдалась 

схожая тенденция повышения значений пока-

зателя при увеличении дозы адъюванта с 50 мкг 

до 1 мг. Как и в случае специфических антител, 

титры вируснейтрализующих антител были 

сравнимы с их уровнем в группе, иммунизиро-

ванной RBD с Al(OH)3.

Анализ токсичности препарата бета-глюка-

нов показал, что среднесмертельная доза пре-

парата (ЛД50) составила 1,12 (1,0–1,26) г/ кг, мак-

симально переносимая доза (МПД) — 0,79 г/кг, 

а летальная доза (ЛД100) — 1,58 г/кг. В соответ-

ствии с классификацией токсичности веществ 

при введении в брюшную полость животного 

(по К.К. Сидорову) [2, 4] можно констатиро-

вать, что препарат относится к практически не-

токсичным веществам.

Заключение

В результате данной работы разработана схе-

ма получения препарата бета-глюканов из кле-

точных стенок дрожжей Saccharomyces cerevisiae. 

Исследованы адъювантные свойства получен-

ного препарата и показано, что наибольшая адъ-

ювантная активность достигается при использо-

вании дозы бета-глюканов 1 мг/мышь. Обратные 

титры специфических антител крови мышей, 

иммунизированных RBD в сочетании с пре-

паратом бета-глюканов, были сравнимы или 

превышали титры антител в группе животных, 

иммунизированных RBD с гидроксидом алю-

миния. Сыворотки крови, полученные от жи-

вотных, иммунизированных RBD либо RBD 

в сочетании с бета-глюканами, нейтрализовали 

как гомологичные, так и гетерологичные штам-

мы SARS-CoV-2. Исследование токсических 

свойств препарата бета-глюканов показало, что 

препарат может быть отнесен к классу практиче-

ски нетоксичных веществ.
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