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ИНТРАНАЗАЛЬНАЯ ИММУНИЗАЦИЯ РЕКОМБИНАНТНЫМ 
БЕЛКОМ НА ОСНОВЕ М2е-ПЕПТИДА И ФРАГМЕНТА 
ВТОРОЙ СУБЪЕДИНИЦЫ ГЕМАГГЛЮТИНИНА ВИРУСОВ 
ГРИППА А ИНДУЦИРУЕТ КРОСС-ПРОТЕКТИВНЫЙ 
ГУМОРАЛЬНЫЙ И Т-КЛЕТОЧНЫЙ ОТВЕТ У МЫШЕЙ
Шуклина М.А., Степанова Л.А., Ковалева А.А., Коротков А.В., 
Шалджян А.А., Зайцева М.В., Елецкая Е.И., Цыбалова Л.М.
ФГБУ «Научно-исследовательский институт гриппа имени А.А. Смородинцева» Министерства 
здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Создание вакцин с широким спектром защиты является одной из приоритетных задач 
в области профилактики гриппа. В последнее время интерес исследователей вызывают консерва-
тивные фрагменты белков вируса гриппа (M1, M2, NP, вторая субъединица гемагглютинина HA2) 
как объект разработки рекомбинантных вакцин широкого спектра действия. Сложность в разработке 
вакцин на основе таких фрагментов заключается в их низкой иммуногенности. Однако присоедине-
ние слабоиммуногенных антигенов к белку-носителю позволяет значительно усилить их иммуноген-
ность. Был разработан кандидатный вакцинный белок Flg-HA2-2-4M2e, содержащий два высококон-
сервативных вирусных антигена (эктодомен белка M2 – М2е и участок 76-130 второй субъединицы 
НА2), слитых с белком-носителем флагеллином. Флагеллин – белок жгутиков бактерий, является 
естественным лигандом Toll-подобного рецептора 5 (TLR-5) и обладает сильной адъювантной актив-
ностью при различных способах введения. Цель настоящего исследования состояла в оценке форми-
рования гуморального и Т-клеточного иммунного ответа и широты протективного действия кандидат-
ного вакцинного белка Flg-HA2-2-4M2e при введении мышам. Мышей иммунизировали трехкратно 
интраназально с двухнедельными интервалами. Через две недели после последней иммунизации жи-
вотных заражали летальной дозой (5 LD50) вирусов, относящихся к обеим филогенетическим группам 
(A/California/07/09 (H1N1)pdm09 или A/Shanghai/2/2013 (H7N9)). Полученные результаты показали 
формирование выраженного М2е-специфического гуморального ответа (сывороточных IgG и IgA) 
у иммунизированных мышей. Иммунизация приводила также к формированию M2e- и вирус-специ-
фических CD4+ и CD8+T-клеток в легких, которые продуцировали TNFα и IFNγ. Выявлено фор-
мирование антиген-специфических эффекторных и центральных Т-клеток памяти в легких мышей 
опытной группы. Формирование кросс-протективного защитного иммунитета у иммунизированных 
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мышей было продемонстрировано на модели летальной гриппозной инфекции. Опытные животные 
были практически полностью защищены (90-100% выживаемость) от высокой дозы пандемического 
вируса A/H1N1pdm09 и высокопатогенного вируса гриппа птиц A/H7N9. Второй задачей была оцен-
ка иммунного ответа на сублетальную инфекцию вирусом гриппа у иммунизированных животных. 
Мыши контрольной и опытной групп были инфицированы дозой MID100 вируса гриппа А/Aichi/2/68 
(H3N2). Было показано, что у иммунизированных мышей, по сравнению с контрольными, в ответ 
на сублетальное инфицирование изменился профиль иммунного ответа иммуноглобулинами – в 10 
раз увеличилась доля IgG2a, более оптимальных в защите от инфекции. Полученные результаты по-
казали, что рекомбинантный белок Flg-HA2-2-4M2e является перспективным кандидатом для раз-
работки универсальной вакцины нового поколения, формирующий протективный гуморальный 
и Т-клеточный ответ на консервативные вирусные эпитопы и защищающий от вирусов гриппа А обе-
их филогенетических групп.

Ключевые слова: вирус гриппа, рекомбинантная вакцина, эктодомен белка М2, НА2, иммунный ответ, гемагглютинин

INTRANASAL IMMUNIZATION WITH A RECOMBINANT 
PROTEIN BASED ON THE M2e PEPTIDE AND SECOND 
SUBUNIT OF INFLUENZA A VIRAL HEMAGGLUTININ 
FRAGMENT INDUCES A CROSS-PROTECTIVE HUMORAL AND 
T CELL RESPONSE IN MICE
Shuklina M.A., Stepanova L.A., Kovaleva A.A., Korotkov A.V., 
Shaldzhyan A.A., Zaitseva M.V., Eletskaya E.I., Tsybalova L.M.
Smorodintsev Research Institute of Influenza, Ministry of Health of the Russian Federation, St. Petersburg,  
Russian Federation

Abstract. Development of vaccines with a broad-spectrum of protection is one of the priorities in the 
programs of influenza prevention. Recently, the conserved fragments of influenza virus proteins (M1, M2, NP, 
the second subunit of the hemagglutinin HA2) provoke interest of investigators as the object of the development 
a broad-spectrum vaccines. Low immunogenicity present a problem when developing vaccines based on 
such conserved fragments. However, fusion of low immunogenic antigens into the high immunogenic carrier 
protein may significantly enhance their immunogenicity. The candidate vaccine protein Flg-HA2-2-4M2e was 
developed which containins two highly conserved viral antigens (the ectodomain of the M2 protein (M2e), 76-
130 region of the second subunit of HA2), fused with flagellin as a carrier protein. Flagellin (bacterial flagella 
protein) is a natural ligand of TLR-5, and has a strong adjuvant activity at different ways of its administration. 
The purpose of this study was to assess development of humoral and T cell immune response, along with broad-
spectrum protection after mice immunization with the candidate Flg-HA2-2-4M2e vaccine protein. Mice were 
immunized intranasally three times with two-week intervals. Two weeks after the final immunization, the mice 
were challenged at the 5 LD50 dose with influenza viruses A/California/07/09 (H1N1) pdm09 (phylogenetic 
group I), or A/Shanghai/2/2013 (H7N9) (phylogenetic group II). The results obtained in this study showed 
induction of strong M2e-specific humoral response (serum IgG and A) in the immunized mice. Immunization 
with recombinant protein stimulated formation of M2e-specific and virus-specific CD4+ and CD8+T cells in 
lung which produced TNFα or IFNγ. Production of antigen-specific effector and central memory T cells was 
also detected in lungs of immunized mice. The formation of cross-protective immunity in immunized mice 
was demonstrated in a model of lethal influenza infection. The experimental animals were almost completely 
protected from the high dose of the pandemic virus A/H1N1pdm09, and highly pathogenic avian influenza  
A/H7N9 (90-100% survival). We also evaluated the changes of antigen-specific immune response in immunized 
mice after sublethal infection with A/H3N2 influenza virus. Mice of control and experimental groups were 
infected with MID100 of influenza virus A/Aichi/2/68 (H3N2). It was shown that the M2e-specific response 
(IgG, IgA) was significantly increased in immunized mice after sublethal infection with influenza virus  
A/H3N2, and we detected the changes in profile of M2e-specific IgG subclasses. Following sublethal infection 
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in immunized mice, the proportion of M2e-specific IgG2a was increased 10-fold. The results showed that the 
recombinant protein Flg-HA2-2-4M2e is a promising candidate for development of universal vaccines, which 
induces a protective humoral and T-cell response to conserved viral epitopes and protects against influenza A 
viruses of both phylogenetic groups.

Keywords: influenza virus, recombinant vaccine, M2e ectodomain, HA2, immune response, hemagglutinin

Введение
Наиболее эффективным способом пред-

упреждения гриппозной инфекции является 
вакцинопрофилактика. Эффективность приме-
няемых в настоящее время гриппозных вакцин 
определяется способностью к формированию 
нейтрализующих антител к поверхностным гли-
копротеинам вируса гриппа: гемагглютинину 
(HA) и нейраминидазе (NA), которые обеспе-
чивают полную защиту против инфекции штам-
мом вируса гриппа, аналогичным вакцинному. 
Однако варианты вирусов гриппа с мутациями 
в антигенных сайтах легко избегают нейтрали-
зации существующими антителами хозяина, 
приводя к ежегодным вспышкам и эпидемиям 
гриппа. Несмотря на глобальный мониторинг 
антигенной изменчивости вирусов гриппа, про-
водимый Национальными центрами ВОЗ, наце-
ленный на выбор вакцинных штаммов, послед-
ние нередко не совпадают с циркулирующими 
штаммами, что снижает эпидемиологическую 
эффективность вакцинации традиционными 
живыми или инактивированными вакцинами. 
Двумя главными факторами, которые снижают 
ценность традиционных вакцин, являются не-
обходимость ежегодного обновления вакцинных 
штаммов и длительный период, который требу-
ется для наработки вакцин к эпидемическому се-
зону. В связи с этим создание вакцин с широким 
спектром защиты и коротким периодом произ-
водства является одной из приоритетных задач 
в области профилактики гриппа.

Консервативные белки вируса гриппа (M1, 
M2, NP, вторая субъединица гемагглютинина 
HA2) вызывают интерес исследователей как объ-
ект разработки рекомбинантных вакцин, кото-
рые могут обеспечить иммунитет против широ-
кого спектра вирусов гриппа типа A, в том числе 
пандемических.

На сегодняшний день разработан ряд канди-
датных вакцин на основе эктодомена белка М2 
(М2е) и показана их способность индуцировать 
выраженный М2е-специфический гуморальный 
ответ и обеспечивать защиту эксперименталь-
ных животных от заражения вирусами грип-
па А [21, 26, 34, 37, 40]. Показана безопасность 
и иммуногенность таких вакцин у человека [34, 
39, 41]. Другой перспективный целевой анти-
ген для разработки вакцины – консервативные 

участки второй субъединицы гемагглютинина 
НА2. Был выделен ряд моноклональных антител 
(от мышей, человека), которые реагируют с эпи-
топами, локализованными в стеблевой части 
гемагглютинина (НА2). Такие антитела являют-
ся кросс-реактивными и обладают нейтрализу-
ющим эффектом в пределах филогенетической 
группы [11, 42, 45]. Показано, что кандидатные 
вакцины на основе НА2 способны индуциро-
вать гуморальный и Т-клеточный ответ у мышей 
и обеспечивать защиту от гомологичных и гете-
рологичных вирусов одной филогенетической 
группы [2, 5, 15, 36, 43]. Однако сами по себе кон-
сервативные участки вирусных белков являются 
слабоиммуногенными пептидами [14, 24, 25], что 
преодолевается использованием адъювантов [35, 
46], высокоиммуногенных носителей [4, 10, 22, 
23, 29, 31], увеличением числа копий пептида, 
слитого с носителем. 

Одним из таких белков-носителей для слабо-
иммуногенных антигенов является белок жгу-
тиков бактерий – флагеллин. Он является есте-
ственным лигандом Toll-подобного рецептора 5 
(TLR-5). Флагеллин обладает сильной адъювант-
ной активностью при различных способах вве-
дения (парентеральный, подкожный, мукозаль-
ный) [3, 20]. Способность флагеллина служить 
одновременно белком-носителем и адъювантом 
при разработке вакцин показана на различных 
моделях инфекционных заболеваний, включая 
грипп [21, 28].

Цель настоящего исследования состояла в 
оценке формирования гуморального и Т-кле точ-
ного иммунного ответа и широты протективного 
действия кандидатного вакцинного белка Flg-
HA2-2-4M2e, содержащего два высококонсерва-
тивных вирусных антигена (М2е и НА2) при ин-
траназальном введении мышам.

Материалы и методы
Рекомбинантный белок
Конструирование, экспрессия и очистка ре-

комбинантного белка Flg-НА2-2-4М2е были опи-
саны нами ранее [38]. Был создан химерный ген, 
кодирующий гибридный белок Flg-HA2-2-4M2e. 
Схема рекомбинантного белка Flg-HA2-2-4M2e 
представлена на рисунке 1. Белок Flg-НА2-2-
4М2е содержит последовательность флагеллина, 
к которой на С-конце присоединен фрагмент 
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второй субъединицы НА(76-130) вирусов гриппа 
второй филогенетической группы, за которым 
следуют 4 копии М2е (М2h-М2s-М2h-М2s). Все 
фрагменты отделены друг от друга глицин-бо-
гатыми линкерами. Нуклеотидная последова-
тельность, кодирующая гибридный белок Flg-
HA2-2-4M2e, была клонирована в вектор pQE30 
и экспрессирована в штамме E. coli DLT1270.

Электрофорез белков в полиакриламидном геле 
(ПААГ)

SDS-ПААГ электрофорез в восстанавливаю-
щих условиях проводили по стандартной мето-
дике [27]. Электрофорез проводили при 12 мА 
до достижения фронта красителя (бромфеноло-
вого синего) нижнего края геля. Гель окрашивали 
в растворе Кумасси G-250 в течение ночи при ка-
чении. После окрашивания гель отмывали в би-
дистиллированной воде. Гель документировали 
при помощи системы ChemiDoc MP System (Bio-
Rad, США).

Вестерн-блот
Белки разделяли при помощи электрофореза 

в полиакриламидном геле и переносили на ни-
троцеллюлозную мембрану (Bio-Rad, США). За-
тем мембрану блокировали в 3% растворе БСА 
(бычий сывороточный альбумин) в течение ночи 
при комнатной температуре. Белки определяли 
окрашиванием мембраны мышиными монокло-
нальными антителами к белку M2 вируса гриппа 
A (14C2, ab5416: Abcam, Великобритания) в раз-
ведении 1:16000 и кроличьими поликлональны-
ми антителами к флагеллину (ab93713, Abcam, 
Великобритания) в разведении 1:8000. Мембра-
ну инкубировали 1 ч при комнатной температуре 
с антителами, разведенными в PBS с 0,1% твин 
20 (PBS-T) и 3% БСА, затем отмывали в PBS-T. 
Белок определяли окрашиванием мембраны в те-
чение 1 ч при комнатной температуре козьими 
антимышиными или антикроличьими IgG, ме-
ченными пероксидазой хрена (Abcam, Велико-
британия) в разведении 1:2000 и последующей 
инкубацией 5 мин в TMB (тетраметилбензидин) 
Immnublot solution (Invitrogen, США).

Лабораторные животные
В исследовании были использованы линейные 

мыши (самки) Ваlb/c массой 16-18 г (возраст 6-8 
недель), полученные из сертифицированного пи-
томника Столбовая ГУ «Научный центр биоме-

дицинских технологий РАН». Животных содер-
жали в виварии ФГБУ «НИИ гриппа» Минздрава 
России в соответствии с действующими прави-
лами. Основные правила содержания и ухода со-
ответствовали нормативам, изложенным в ГОСТ 
33215-2014 Руководство по содержанию и уходу 
за лабораторными животными. Протокол опыта 
был утвержден Комиссией по биоэтике ФГБУ 
«НИИ гриппа». 

Иммунизация
Мышей иммунизировали интраназально (и/н) 

рекомбинантным белком в дозе 10 мкг/0,02 мл 
трехкратно с интервалом 2 недели. Иммуниза-
цию проводили после ингаляционной анестезии 
смесью 2-3% изофлюран, 30% О2, 70% N2О. Кон-
трольным мышам вводили и/н 0,02 мл PBS. 

Получение сывороток крови
Образцы крови получали от пяти мышей каж-

дой группы через 2 недели после третьей имму-
низации, после эвтаназии в CO2-камере (VetTech 
Solutions, Великобритания). Для получения сы-
воротки кровь инкубировали в течение 30 мин 
при температуре 37 °С. После образования сгуст-
ков крови образцы помещали на поверхность 
льда и охлаждали в течение 1 ч с последующим 
центрифугированием в течение 15 мин при 400 g. 
Аликвоты сыворотки крови (по 30 мкл) замора-
живали при температуре -20 °С. 

Получение суспензии клеток легких
Мышиные легкие удаляли асептически и по-

мещали в эппендорф со средой RPMI-1640, со-
держащей 0,5 мг/мл коллагеназы (Sigma, C2674) 
и 25 мкг/мл ДНКазы (Sigma, D4263). Легкие го-
могенизировали с использованием TissueLyser II, 
помещали в термошейкер (45 мин, 37 °С) и из-
бавлялись от дебриса путем фильтрации (syringe 
filcons с диаметром пор 70 мкм, BD Biosciences, 
США). Эритроциты лизировали ACK буфером 
(0,15M NH4Cl, 1,0М KHCO3, 0,1 mМ Na2EDTA, 
pH 7,2-7,4) и отмывали спленоциты полной сре-
дой RPMI-1640 с 10% ЭТС, 2 mM L-глютамина, 
100 IU/ml пенициллина, 100 mg/ml стреп-
томицина. Концентрацию клеток доводили 
до 5 × 106 кл/ мл. 

Иммуноферментный анализ
Сыворотки исследовали в ИФА с использо-

ванием 96-луночных планшетов (Greiner, Гер-
мания). Титры антител определяли индивиду-

Рисунок 1. Схема рекомбинантного белка Flg-HA2-2-4M2e
Figure 1. Scheme of Flg-HA2-2-4M2e recombinant protein

Flg-HA2-2-4M2ehs:

6 his 6 hisFlagellin HA2-2 M2eh M2ehM2es M2es
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ально у 5 мышей каждой группы. В качестве 
твердой фазы использовали синтетический пеп-
тид M2e (5 мкг/ мл), синтезированный в «НПО 
Верта» (Санкт-Петербург), а также вирусы 
A/ Shanghai/2/2013 (H7N9) и A/California/07/09 
(H1N1) (2 мкг/мл). Использовали поликлональ-
ные овечьи антимышиные IgG, IgA (Abcam, Ве-
ликобритания) меченые пероксидазой хрена. 
В качестве субстрата использовали ТМБ (тетра-
метилбензидин) (BD Bioscience) – инкубация 
15 мин. Учет реакции проводили при длине вол-
ны 450 нм. За титр принимали наибольшее раз-
ведение сыворотки, которое дает оптическую 
плотность, по крайней мере в 2 раза больше, чем 
бланк.

Мультипараметрическая проточная цитометрия
Мультипараметрическую проточную цитоме-

трию выполняли в соответствии с протоколом 
BD PharmingenTM. Определяли способность ис-
следуемого рекомбинантного белка индуциро-
вать в легких образование специфических CD4+ 
и CD8+Т-лимфоцитов, продуцирующих цитоки-
ны. Клетки легких стимулировали (в течение 6 ч 
при 37 °C) 10 мкг пептида М2е (G-37) или 1 мкг 
вируса гриппа A/Aichi/2/68 (H3N2) в присут-
ствии брефелдина А (1 мкг/мл) (BD Bioscience, 
США). Клетки отмывали полной средой RPMI, 
Fc-рецепторы блокировали антителами CD16/
CD32 (Mouse BD Fc Block, BD Pharmingen, США), 
затем инкубировали с Zombie Aqua (Zombie Aqua 
Fixable Viability Kit, Biolegend, США) для выяв-
ления живых клеток и окрашивали CD3а-FITC, 
CD4 PerCP, CD8-APC-Cy7, CD62L-PE-Cy7, 
CD44-APC (BD Pharmingen, США) при +2 – 
+8 °C в течение 30 мин. Затем клетки пермеаби-
лизировали в соответствии с Протоколом тест-
системы Cytofix/Cytoperm Plus (BD Bioscience, 
США) и окрашивали TNFα-BV421, IFNγ-PE 
(BD Pharmingen, США). Сбор данных (собира-
ли 100 000 живых CD3+ лимфоцитов) выполня-
ли на проточном цитометре BD FACS Canto II 
(Becton Dickinson, США). Данные анализиро-
вали в программном пакете Kaluza версия 1.5a 
(Beckman Coulter, США). 

Вирусы и заражение мышей
На 14-й день после последней иммунизации 

мышей Balb/c (по 10 мышей в опытных и кон-
трольных группах) заражали адаптированными 
к мышам вирусами гриппа A/California/07/09 
(H1N1)pdm09 и A/Shanghai/2/2013 (H7N9) в дозе 
5LD50, а также сублетальной дозой (MID100) 
вируса гриппа А/Aichi/2/68 (H3N2). Вирусы по-
лучены из Коллекции вирусов гриппа и ОРЗ 
ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» 
Минздрава России. Вирус вводили интраназаль-
но в объеме 50 мкл/мышь после ингаляционной 
анестезии. В качестве отрицательного контроля 

в эксперименте использовали мышей, которым 
вводили PBS. После заражения проводили еже-
дневное наблюдение за животными. Протектив-
ное действие рекомбинантных белков оценивали 
по динамике падения массы тела, выживаемости 
мышей после заражения. В течение этого перио-
да времени ежедневно (в одно и то же время) 
регистрировали гибель животных в опытных 
и контрольных группах, измеряли массу тела жи-
вотных.

Реакция торможения гемагглютинации (РТГА)
Для постановки РТГА сыворотку, предва-

рительно обработанную RDE и разведенную 
PBS, вносили в первый ряд 96-луночного ми-
кропланшета для иммунологических реакций 
с U-образными лунками. Далее готовили ряд по-
следовательных двукратных разведений сыворот-
ки на физиологическом растворе в объеме 50 мкл 
и добавляли по 50 мкл вируса в стандартной кон-
центрации 4 ГАЕ/50 мкл. Планшет инкубирова-
ли 1 час при комнатной температуре, после чего 
во все лунки вносили по 100 мкл 0,5% взвеси эри-
троцитов. Через 30 минут проводили учет резуль-
татов реакции. Титр антигемагглютинирующих 
антител выражали как величину, обратную наи-
большему заведению сыворотки, при котором 
наблюдалось торможение агглютинации.

Статистическая обработка
Статистическую обработку данных прово-

дили в программе GraphPad Prism v. 6.0. Стати-
стическую значимость различий титров антител 
и антиген-специфических Т-клеток оценивали 
с использованием t-критерия Стьюдента, при 
сравнении показателей выживаемости применя-
ли критерий Мантеля–Кокса. Различия считали 
значимыми при р < 0,05.

Результаты
При разработке кандидатной вакцины ши-

рокого спектра действия против вирусов гриппа 
А в качестве таргетных антигенов были выбра-
ны консервативные фрагменты М2 белка и НА2 
вирусов гриппа А: консенсусная последователь-
ность М2е-вирусов гриппа А человека (M2eh); 
M2e пандемического штамма A/California/07/09 
H1N1pdm09 (M2es); консенсусная последова-
тельность HA2 (76-130) вирусов гриппа А второй 
филогенетической группы (НА2-2) (табл. 1). Ами-
нокислотная последовательность М2е пандеми-
ческого вируса гриппа (M2es) A/California/07/09 
H1N1pdm09 по сравнению с консенсусной по-
следовательностью М2е-вирусов гриппа A чело-
века (M2eh) отличается в 4 положениях 11, 13, 
16 и 20 (табл. 1). Предполагалось, что введение 
в состав рекомбинантного белка двух различных 
по аминокислотному составу последователь-
ностей М2е позволит расширить спектр защит-
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ного действия кандидатной вакцины, включая 
высокопатогенные штаммы вирусов гриппа 
субтипа A/H5N1, так как аминокислотная по-
следовательность M2es имеет отличие от М2е-
вируса гриппа А/H5N1 лишь в одном положении 
(N13S). Фрагмент НА2-2 (ак76-130) представляет 
собой большую α-спираль второй субъединицы 
НА, частично доступную с поверхности моле-
кулы. Консенсусные последовательности гемаг-
глютининов вирусов гриппа филогенетической 
группы II (подтипы Н3 и Н7) в участке HA2 (76-
130) идентичны на 63,6%. С учетом замен амино-
кислотных остатков на близкие по свойствам го-
мология составляет 80%. В таблице представлены 
также аминокислотные последовательности М2е 
и НА2 (76-130) вирусов гриппа А, использован-
ных в данном исследовании. 

Теоретически рассчитанная молекулярная 
масса белка составляла 73,9 кДа, что совпадало 
с величиной, определенной по электрофорети-
ческой подвижности белка в ПААГ. Очищен-
ный белок Flg-HA2-2-4M2e взаимодействовал 
в вестерн-блот с моноклональными анти-М2 
антителами (14C2) и поликлональными анти-flg 
антителами (рис. 2), что подтверждает его под-
линность.

Иммуноферментный анализ сывороток крови 
мышей, иммунизированных вакцинным белком 
Flg-HA2-2-4M2e, показал значительный уро-
вень анти-М2е IgG и IgA в сыворотке мышей 
после 3-й иммунизации (рис. 3А, Б). Также был 
показан прирост антивирусных IgG в сыворот-
ках иммунизированных мышей к вирусам пер-

вой (A/H1N1) и второй филогенетических групп 
(A/ H7N9) (рис. 3В).

В связи с тем, что таргетные антигены со-
держат CD4+ и CD8+Т-клеточные эпитопы [38], 
мы исследовали антиген-специфический CD4+ 
и CD8+Т-клеточный ответ на 14-й день после им-
мунизации. 

Иммунизация рекомбинантным белком Flg-
HA2-2-4M2e индуцировала образование М2е-
специфических CD4+Т-клеток в легких мы-
шей (0,154% по сравнению с контролем 0,03%), 
большинство из которых являлись монопро-
дуцентами TNFα (0,12%) (рис. 4А). Доля М2е-
специфических CD4+Т-клеток, продуцирующих 
IFNγ, была незначительна, и отмечалось почти 
полное отсутствие мультифункциональных кле-
ток (TNFα+IFNγ+). Среди М2е-специфических 
CD8+Т-клеток (0,11% по сравнению с контро-
лем 0,03%) превалировали IFNγ-продуцирующие 
клетки (0,062%) над продуцентами TNFα 
(0,028%) (рис. 4Б).

Интраназальная иммунизация мышей при-
водила к формированию значительного чис-
ла вирус-специфических (A/Aichi/2/68) CD4+ 
в легких: 0,22% в опытной группе против 0,03% 
в контроле. При этом отмечалось доминирование 
клеток-продуцентов TNFα (0,15% по сравнению 
с клетками, продуцирующими IFNγ 0,064%) (рис. 
4В). CD4+ клетки, продуцирующие оба цитоки-
на, практически не выявлялись. Аналогичные 
результаты были получены при характеристике 
вирус-специфических CD8+Т-клеток легких – 
0,27% в опытной группе против 0,04% в контроле 

ТАБЛИЦА 1. АМИНОКИСЛОТНЫЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ КОНСЕРВАТИВНЫХ ФРАГМЕНТОВ ПОВЕРХНОСТНЫХ 
БЕЛКОВ ВИРУСОВ ГРИППА А: ЭКТОДОМЕН БЕЛКА М2 (2-24) (М2е) И НА2 (76-130)

TABLE 1. AMINO ACID SEQUENCES OF CONSERVED FRAGMENTS OF SURFACE PROTEINS OF INFLUENZA A VIRUSES: 
THE ECTODOMAIN OF THE PROTEIN M2 (2-24) (M2e) AND HA2 (76-130)

Таргетный антиген
Target antigen

Аминокислотная последовательность
Amino acid sequence

М2еh* SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD
M2es** SLLTEVETPTRSEWECRCSDSSD 
M2e A/H5N1*** SLLTEVETPTRNEWECRCSDSSD
M2e A/H7N9• SLLTEVETPTRTGWECNCSGSSE
HA2-2•• RIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENA
HA2-1 A/H1N1pdm••• RIENLNKKVDDGFLDIWTYNAELLVLLENERTLDYHDSNVKNLYEKVRSQLKNNA

Примечание. * – консенсусная последовательность M2e вирусов гриппа А человека; ** – последовательность M2e 
вируса гриппа A/California/07/09 H1N1pdm09; *** – последовательность M2e вируса гриппа птиц подтипа A/H5N1. • – 
последовательность M2e вируса гриппа подтипа A/H7N9; •• – консенсусная последовательность фрагмента 76-130 
второй субъединицы HA для вирусов гриппа второй филогенетической группы субтипов A/H3N2 и A/H7N9; ••• – 
последовательность фрагмента 76-130 второй субъединицы HA для вируса гриппа A/California/07/09 (H1N1)pdm09.

Note. *, M2e consensus sequence of human influenza A viruses; **, M2e sequence of A/California/07/09 H1N1pdm09; ***, M2e 
sequence of A/H5N1 subtype. •, M2e sequence of A/H7N9 subtype; ••, HA2 (76-130) consensus fragment from phylogenetic group 
II influenza viruses subtype A/H3N2 and A/H7N9; •••, HA2 (76-130) fragment from A/California/07/09 (H1N1)pdm09 influenza virus.
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(рис. 4Г). Показано формирование вирус-спец-
ифических продуцентов TNFα (0,142%) и IFNγ 
(0,11%) при отсутствии двойных продуцентов.

Уровень специфических цитокин-проду-
цирующих эффекторных (Tem, CD44+CD62L-) 
и центральных (Tcm, CD44+CD62L+) CD4+ 
и CD8+T-клеток памяти оценивали после сти-
муляции клеток легких M2e-пептидом и ви-
русом A/Aichi/2/68 (H3N2) (рис. 4Д, Е). По-
сле иммунизации мышей рекомбинантным 
белком Flg-HA2-2-4M2e выявлено значимое 
количество М2е-специфических цитокин-про-
дуцирующих CD4+Tem (0,3%) по сравнению 
с контрольной группой (0,07%) (рис. 4Д). Чис-
ло М2е-специфических CD4+Tсm и CD8+Tem 
также возрастало среди иммунизированных мы-
шей (0,08 и 0,15% соответственно) по сравнению 
с контрольной группой (в среднем 0,03%), хотя 
достоверно значимых различий не было обнару-
жено. Среди иммунизированных мышей выявля-
лось статистически значимое количество вирус-
специфических CD4+Tem (0,3%) по сравнению 
с контрольной группой (0,04%), а также вирус-
специфических CD8+Tem и Tcm (0,4 и 0,27%) 
(рис. 4Е). Уровень CD4+Tсm также возрастал 

Рисунок 2. Электрофореграмма и вестерн-блот 
рекомбинантного белка Flg-HA2-2-4M2e
Примечание. 1 – электрофорез белка Flg-HA2-2-4M2e, 
окрашивание Кумасси; 2 – вестерн-блот, окрашивание анти-
flg антителами; 3 – вестерн-блот, окрашивание анти-M2 
антителами.
Figure 2. Electrophoresis and western blot of recombinant 
protein Flg-HA2-2-4M2e
Note. 1, electrophoresis; 2, western blot with anti-flg antibodies; 3, 
western blot with anti-M2 antibodies.

(0,13%) по сравнению с контрольной группой 
(0,03%).

Для оценки кросс-протективного эффекта ре-
комбинантного белка Flg-HA2-2-4M2e, через две 
недели после 3-й иммунизации, мышей заражали 
летальными дозами вирусов гриппа обеих фило-
генетических групп: A/California/07/09 (H1N1)
pdm09 и A/Shanghai/2/2013 (H7N9) в дозе 5LD50. 
Как показано на рисунке 5А, мыши, иммунизи-
рованные рекомбинантным белком Flg-HA2-2-
4M2, были практически полностью защищены 
от заражения вирусами гриппа разных филогене-
тических групп A/Shanghai/2/2013 (H7N9) (фи-
логенетическая группа II) и A/California/07/09 
(H1N1)pdm09 (филогенетическая группа I) (вы-
живаемость составила 90-100%). Максимальная 
потеря массы тела иммунизированных мышей 
после заражения гетерологичным по гемагглю-
тинину вирусом гриппа A/H1N1pdm09 составила 
16%, а вирусом гриппа A/H7N9 – не более 10%, 

Рисунок 3. Титры (log2) специфических антител 
в сыворотках мышей после интраназальной 
иммунизации рекомбинантным белком Flg-H2-2-4M2e
Примечание. А – титры анти-М2е IgG в сыворотке. Б – титры 
анти-М2е IgA в сыворотке. В – титры IgG в сыворотке 
к вирусам A/Shanghai/2/2013 (H7N9) и A/California/07/09 (H1N1)
pdm09. Для расчета р-значений использован t-критерий 
Стьюдента.
Figure 3. Titers (log2) of specific antibodies in serum after 
intranasal immunization
Note. A, titers of anti-M2e IgG in serum. B, titers of anti-M2e IgA in 
serum. C, titers of antiviral IgG in serum. To calculate the p-values used 
Student’s t-test.
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тогда как в контрольной группе потеря массы 
тела животных достигала 30% (рис. 5А, Б). Вме-
сте с тем после заражения иммунизированных 
животных вирусом гриппа A/H7N9, гомологич-
ным по фрагменту HA2 (76-130) вакцинному 
компоненту, инфекция протекала с меньшей по-
терей массы тела и более ранним и быстрым ее 
восстановлением, чем при заражении вирусом 
A/ California/07/09 (H1N1)pdm09, гетерологич-
ным по HA2 вакцинному белку. 

На 6-й день после заражения у 5 мышей обе-
их групп были взяты легкие на вирусовыделе-
ние. Иммунизация рекомбинантным белком 
достоверно снижала (в 3,2 раза) вирусные ти-
тры в легких при заражении вирусом гриппа 
A/ H7N9 (p = 0,0041). При заражении вирусом 
А/H1N1pdm09 вирусные титры в легких опыт-
ных мышей снижались в меньшей степени (в 1,2 
раза).

Для того чтобы оценить влияние последую-
щей гриппозной инфекции на характер сероло-
гического ответа мышей опытной и контрольной 

групп на 14 день после 3-й иммунизации заража-
ли сублетальной дозой (MID100) вируса гриппа 
А/ Aichi/2/68. В течение 14 дней после сублеталь-
ного заражения потеря массы тела у мышей обе-
их групп была менее 10%. Кровь у мышей забира-
ли до заражения и на 14-й день после заражения 
и оценивали динамику изменения уровня М2е-
специфических IgG, IgA, подклассов IgG и ти-
тры антител в РТГА (рис. 6А, Б, В). Сублетальная 
инфекция стимулировала значительное увеличе-
ние титров М2е-специфических IgG (р = 0,0138) 
и IgA (р = 0,0006) (рис. 6А, Б). Наличие М2е-
специфических антител у животных не влияло 
на формирование гемагглютинирующих антител. 
Так, титры антител в РТГА достоверно не отли-
чались у мышей опытной и контрольной групп 
(рис. 6В). Кроме того, сублетальная инфекция 
изменяла соотношение IgG1/IgG2a у иммуни-
зированных мышей. Если после иммунизации 
рекомбинантным белком Flg-H2-2-4M2e доля 
М2е-специфических IgG2a составляла всего 
2,1%, то после сублетальной инфекции произо-

Рисунок 4. Специфический Т-клеточный ответ в легких после интраназальной иммунизации
Примечание. Суммарный % M2e-специфических CD4+ (А) и CD8+ (Б) Т-лимфоцитов, продуцирующих цитокины IFNγ, TNFα 
или оба одновременно. Суммарный % H3N2-специфических цитокин-продуцирующих CD4+ (В) и CD8+ (Г) Т-лимфоцитов. 
Суммарный % цитокин-продуцирующих (IFNγ+, TNFα+, IFNγ+TNFα+) M2e-специфических (Д) и H3N2-специфических (Е) 
эффекторных (Tem) и центральных (Tcm) CD4+ и CD8+ клеток памяти. Для расчета р-значений использован t-критерий 
Стьюдента.
Figure 4. Specific T-cell response in lung after intranasal immunization. Summary % of M2e-specific cytokine-producing CD4+ (A) 
and CD8+ (B)
Note. Summary % of H3N2-specific cytokine-producing CD4+ (C) and CD8+ (D). Summary % of M2e-specific (E) and H3N2-specific (F) cytokine-
producing (IFNγ+, TNFα+, IFNγ+TNFα+) CD4+ and CD8+ effector (Tem) and central (Tcm) memory T cells. To calculate the p-values used Student’s 
t-test.
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Рисунок 5. Динамика массы тела и выживаемость мышей после заражения вирусами A/Shanghai/2/2013 (H7N9) (A) 
и A/California/07/09 (H1N1)pdm09 (Б)
Примечание. Для расчета р-значений для данных выживаемости использован критерий Мантеля–Кокса. Вирусные титры 
в легких (В). Для расчета р-значений использован t-критерий Стьюдента.
Figure 5. Weight loss and survival after lethal challenge with viruses A/Shanghai/2/2013 (H7N9) (A) and A/California/07/09 (H1N1)
pdm09 (B)
Note. To calculate the p value for survival rates used Mantel–Cox test. Viral titers in lungs (C). To calculate the p-values used Student’s t-test.

шел сдвиг в сторону увеличения доли этого под-
класса до 24,8% (рис. 6Г). 
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Рисунок 6. Титры антител в сыворотке мышей после 3-й иммунизации и после сублетальной инфекции
Примечание. А – средние значения титров (log2) анти-М2е IgG в сыворотке мышей после 3-й иммунизации (III imm.) и после 
сублетальной инфекции (Subleth. inf.). Б – средние значения титров анти-М2е IgA в сыворотке мышей после 3-й иммунизации 
(III imm.) и после сублетальной инфекции (Subleth. inf.). В – титры антител к А/Aichi/2/68 в РТГА после сублетальной инфекции. 
Г – соотношение подклассов IgG после 3-й иммунизации и после сублетальной инфекции. Для расчета р-значений использован 
t-критерий Стьюдента.
Figure 6. Titers of antibodies in serum after third immunization and after sublethal infection
Note. A, mean values of anti-M2e IgG titers in serum (log2) after third immunization (III imm.) and after sublethal infection (Subleth. inf.). B, mean 
values of anti-M2e IgA titers in serum (log2) after third immunization (III imm.) and after sublethal infection (Subleth. inf.). C, titers of antibodies in 
serum in HAI test. D, the ratio of IgG subclasses after the third immunization and after sublethal infection. To calculate the p-values used Student’s 
t-test.

ских антител у иммунизированных животных по-
сле сублетальной гриппозной инфекции. 

Рекомбинантный белок Flg-НА2-2-4M2e 
включает 4 копии М2е-пептида: 2 копии консен-
сусной последовательности М2е-вирусов гриппа 
А человека и 2 копии М2е пандемического виру-
са гриппа A(H1N1)pdm09. Их последовательно-
сти отличаются друг от друга на 4 аминокислоты, 
включая одну (в положении 11), которая является 
критической для связывания антител [6]. Пред-

полагается, что введение в состав рекомбинант-
ного белка двух различных по аминокислотному 
составу последовательностей М2е способствует 
расширению спектра защитного действия канди-
датной вакцины.

Вторым таргетным антигеном рекомбинант-
ного белка Flg-НА2-2-4M2e является консерва-
тивный участок HA2 (ак76-130) вирусов гриппа 
второй филогенетической группы (HA2- 2) – кон-
сенсусная последовательность вирусов грип-
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па А двух субтипов A/H3N2 и A/H7N9. Вирусы 
гриппа субтипа A/H3N2 циркулируют в челове-
ческой популяции с 1968г. и почти ежегодно вы-
зывают эпидемии. Вирусы субтипа A/H7N9 вы-
звали пять эпизоотий в Китае начиная с февраля 
2013 года [44, 48] и считаются возможным гене-
тическим донором для будущих пандемических 
вирусов.

Результаты оценки иммуногенности реком-
бинантного белка при интраназальном введении 
мышам показывают формирование выраженного 
М2е-специфического гуморального ответа (сы-
вороточных IgG и IgA), который значительно 
возрастает после сублетальной инфекции. Кро-
ме того, иммунитет к таргетным антигенам (М2е 
и НА2-2) у мышей не оказывает вляния на выра-
ботку антител к гемагглютинину (по сравнению 
с контролем) после сублетального заражения. 

М2е-иммунитет, как известно, обусловлен 
элиминацией инфицированных клеток с помо-
щью механизма антителозависимой клеточной 
цитотоксичности (АЗКЦ) или комплемент-за-
висимым фагоцитозом, где ведущую роль играют 
естественные киллеры, альвеолярные макрофаги 
и дендритные клетки [12, 24]. Мышиные под-
классы IgG2a/c обладают сильными эффектор-
ными функциями и преимущественно участвуют 
в АЗКЦ благодаря их способности связываться 
со всеми тремя типами Fc-рецепторов (FcγRI, 
FcγRIII, FcγRIV) [32]. Сообщалось, что защи-
та мышей, иммунизированных конструкциями 
на основе М2е коррелирует с высоким уровнем 
IgG2a [7, 30]. Тем не менее высокий уровень М2е-
специфических IgG1 может компенсировать их 
низкую способность активировать эффекторные 
клетки [8]. Показано, что макрофаги фагоцитиру-
ют инфицированные вирусом гриппа клетки [14, 
33], фагоцитоз IgG1-опсонизированных клеток 
макрофагами зависит от FcγRIII [18] и альвео-
лярные макрофаги играют ключевую роль в за-
щите от гриппа в случае анти-М2е IgG1 [12]. 

Полученные нами результаты показывают, что 
интраназальная иммунизация белком Flg-HA2-
2-4M2e приводит к превалированию анти-М2е 
подкласса IgG1. Однако после сублетального за-
ражения у М2е-иммунных мышей происходит 
сдвиг в сторону увеличения доли анти-М2е под-
класса IgG2a, что мы считаем положительным 
моментом, так как сбалансированное соотно-
шение антиген-специфических подклассов IgG 
способствует более полной защите при последу-
ющем инфицировании.

Помимо специфического гуморального от-
вета, важную роль в защите от гриппа играет 
и Т-клеточный ответ. Известно, что выражен-
ный вирус-специфический CD4+T-клеточный 
ответ коррелирует с защитой у человека [13]. 

Исследования Т-клеточного ответа у мышей де-
монстрировали, что вирус-специфические CD8+ 
и CD4+Т-клетки памяти достаточны для защи-
ты против гетеросубтипического заражения [13, 
19]. Важность CD8+T-клеток в контроле за грип-
позной инфекцией была показана на различных 
животных моделях [1, 19]. Комбинация не ней-
трализующих антител с CD4+ и CD8+T-клетками 
может обеспечить полную защиту от летальной 
гриппозной инфекции, и кросс-протективные 
вакцины нового типа должны быть способны 
эффективно формировать не только антите-
ла к консервативным антигенам, но и кросс-
протективный Т-клеточный ответ.

Иммунизация рекомбинантным белком при-
водила к формированию M2e- и вирус-специ-
фических CD4+ и CD8+T-клеток в легких, кото-
рые продуцировали TNFα (преимущественно) 
и IFNγ (в меньшей степени). Кроме того, по-
казано формирование антиген-специфических 
эффекторных и центральных Т-клеток памяти 
в легких иммунизированных мышей. 

Таким образом, результаты по оценке имму-
ногенности рекомбинантного белка Flg-HA2-
2-4M2e показывают формирование как анти-
ген-специфического гуморального, так и 
Т-клеточного иммунного ответа. Для оценки 
кросс-протективного потенциала рекомбинант-
ного белка мышей заражали высокими дозами 
вирусов гриппа, относящихся к разным филоге-
нетическим группам (A/H7N9 и A/H1N1pdm09). 
Мыши, иммунизированные рекомбинантным 
белком Flg-HA2-2-4M2, были практически пол-
ностью защищены от заражения вирусами грип-
па обеих филогенетических групп. Выраженный 
защитный эффект белка Flg-HА2-2-4M2e под-
тверждался также незначительным снижением 
массы тела, ее быстрым восстановлением и до-
стоверным снижением репродукции вирусов 
в легких по сравнению с контрольными живот-
ными.

Полученные результаты показали, что реком-
бинантный белок Flg-HA2-2-4M2e является пер-
спективным кандидатом для разработки универ-
сальной вакцины нового поколения, формирует 
протективный гуморальный и Т-клеточный ответ 
на консервативные вирусные эпитопы и защи-
щает от вирусов гриппа А обеих филогенетиче-
ских групп.
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