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Аннотация
Введение. Несмотря на окончание пандемии COVID-19, проблема вакцинопрофилактики этого заболе-
вания сохраняет актуальность. Появление и широкое распространение варианта SARS-CoV-2 Omicron и 
его сублиний привело к резкому снижению эффективности вакцинопрофилактики COVID-19. Возможным 
подходом к решению этой проблемы является разработка назальной живой аттенуированной вакцины, 
способной активировать гуморальный, мукозальный и клеточно-опосредованный иммунитет, обеспечивая 
стойкий иммунный ответ и перекрёстную защиту от различных антигенных вариантов вируса.
Целью исследования была оценка эффективности иммунизации аттенуированным холодоадаптирован-
ным Ухань-подобным штаммом SARS-CoV-2 D-D2 при гомологичном и гетерологичном заражении.
Материалы и методы. Исследование проведено на животной модели коронавирусной пневмонии на ос-
нове золотистых сирийских хомячков. Эффективность иммунизации оценивали путём сравнения дина-
мики веса, вирусной нагрузки в органах и гистопатологических изменений лёгких у иммунизированных и 
неиммунизированных животных.
Результаты. Однократная интраназальная иммунизация золотистых сирийских хомячков штаммом D-D2 
показала его высокую иммуногенность: сероконверсия проявилась у всех иммунизированных животных. 
Аттенуированный Ухань-подобный штамм D-D2 обеспечивал высокоэффективную защиту хомячков от 
развития продуктивной инфекции и пневмонии при заражении как родительским вирусом, так и гетероло-
гичными штаммами, относящимися к вариантам Delta (AY.122) и Omicron (сублинии BA.1.1 и BA.5.2).
Заключение. Аттенуация SARS-CoV-2 является перспективной стратегией для разработки высокоэффек-
тивной назальной живой вакцины против COVID-19.

Ключевые слова: живая аттенуированная вакцина против COVID-19, холодоадаптированный SARS-
CoV-2, эффективность иммунизации, интраназальная иммунизация, гетерологичное заражение, пере-
крёстная протективная активность, золотистые сирийские хомячки
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Abstract
Introduction. Despite the end of the COVID-19 pandemic, the problem of vaccine prevention of this disease 
appears highly relevant. The emergence and widespread distribution of the Omicron SARS-CoV-2 variant of 
concern (VOC) and its sublineages has dramatically reduced the efficacy of vaccination. The possible approach 
to solving this problem is to develop a nasal live attenuated vaccine capable of activating humoral, mucosal, and 
cell-mediated immunity, providing a prolonged immune response and cross-protection against different VOCs.
The aim of the study was to determine the immunization efficacy with attenuated cold-adapted Wuhan-like SARS-
CoV-2 D-D2 strain against homologous and heterologous challenges.
Materials and methods. The study was conducted on an animal model of coronavirus pneumonia in golden 
Syrian hamsters. The efficacy of immunization was assessed by comparing the dynamics of weight, viral load in 
organs and histopathological changes in the lungs in immunized and unimmunized animals.
Results. Single intranasal immunization of golden Syrian hamsters with D-D2 strain showed its high 
immunogenicity: seroconversion was evident in all immunized animals. Wuhan-like D-D2 strain provides highly 
effective protection of hamsters against the development of productive infection and pneumonia when challenged 
both with ancestral virus and heterologous strains related to Delta (AY.122) and Omicron (sublineages BA.1.1 
and BA.5.2) variants.
Conclusion. SARS-CoV-2 attenuation is a promising strategy for the development of a highly effective nasal live 
COVID-19 vaccine.

Keywords: live attenuated COVID-19 vaccine, cold-adapted SARS-CoV-2, immunization efficacy, intranasal 
immunization, heterologous challenge, cross-protective immune response, golden Syrian hamsters
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Введение
Несмотря на объявленное ВОЗ завершение 

пандемии COVID-19, проблема вакцинопрофилак-
тики этого заболевания остаётся актуальной. Для 
специфической профилактики COVID-19 приме-
няются инактивированные, векторные, субъеди-
ничные, мРНК-вакцины, которые показали высо-
кую эффективность против гомологичного зара-
жения (т.е. заражения вариантом вируса, на основе 
которого разработана вакцина) [1]. Появление и 
широкое распространение варианта Omicron и его 
сублиний резко снизило эффективность вакцино-
профилактики [1–3]. Это связано с тем, что актив-
ность большинства лицензированных вакцин про-
тив COVID-19 направлена на формирование гумо-
рального иммунитета, обусловленного индукцией 
нейтрализующих антител к S-белку SARS-CoV-2. 
Однако эволюция вируса и возникающее при мас-
совой иммунизации давление делают данную ми-
шень очень изменчивой, что приводит к усколь-
занию вируса от иммунологического надзора  
и быстрому снижению эффективности вакцин про-
тив возникающих новых вариантов SARS-CoV-2 
[2–4]. 

Для поддержания эффективности вакцина-
ции на высоком уровне необходимо своевременно 
оптимизировать состав существующих вакцин в 
соответствии с актуальным набором циркулирую-
щих вариантов SARS-CoV-2 [5]. Альтернативным 
подходом к решению проблемы было бы создание 
«универсальной» вакцины, обладающей перекрёст-
ной протективной активностью в отношении раз-
ных антигенных вариантов вируса. Такой подход 
включает разработку живой аттенуированной вак-
цины (ЖАВ), способной активировать не только 
гуморальное, но и клеточное звено иммунитета, 
обеспечивая стойкий иммунный ответ и перекрёст-
ную защиту от разных геновариантов вируса [6–8].  
В настоящее время потенциал ЖАВ в профилакти-
ке COVID-19 остаётся нереализованным. 

Вместе с тем к настоящему моменту yже нако-
плен определённый опыт получения аттенуирован-
ных штаммов SARS-CoV-2, показавших высокую 
иммуногенность и эффективность иммунизации 
на животных моделях инфекции. Одни авторы для 
аттенуации вируса используют методы генной ин-
женерии и обратной генетики, такие как сайт-на-
правленный мутагенез и деоптимизация кодонов 
[9–13]. Другие используют традиционный подход, 
направленный на получение мутантов вируса пу-
тём длительного пассирования в культуре клеток в 
селективных условиях [14–17]. Независимо от ме-
тодологии, применяемой для аттенуации вируса, 
важным вопросом, который определяет практиче-
скую значимость ЖАВ на настоящем этапе, являет-
ся: сможет ли она обеспечить эффективную защиту 
не только при заражении «родительским» штаммом 

SARS-CoV-2, но и новыми, филогенетически отда-
лёнными вариантами вируса?

Ранее путём длительного пассирования 
Ухань-подобного штамма SARS-CoV-2 Dubrovka 
(D) в клетках Vero при пониженной температуре 
мы получили его холодоадаптированный (ca) вари-
ант, названный штаммом D-D2 [18]. Штамм D-D2 
проявлял температурочувствительный (ts) фенотип  
(не размножался при 39ºC), что определяло его сни-
женную репродуктивную способность в лёгких и ат-
тенуационный (att) фенотип для золотистых сирий-
ских хомячков. При интраназальной иммунизации 
хомячков штамм D-D2 проявлял высокую иммуно-
генность и защищал от заражения гомологичным ро-
дительским штаммом D и развития пневмонии [15]. 

Целью настоящего исследования было опре-
деление защитной эффективности иммунизации ат-
тенуированным Ухань-подобным штаммом SARS-
CoV-2 при гетерологичном заражении штаммами, 
которые относятся к варианту Delta, и двум субли-
ниям варианта Omicron — BA.1.1 и BA.5.2. Для 
иммунизации в качестве модельного вакцинного 
штамма использовали ca/ts/att штамм D-D2.

Материалы и методы

Вирусы

Для моделирования коронавирусной пнев-
монии на золотистых сирийских хомячках (да-
лее — хомячки) использованы лабораторные штам-
мы SARS-CoV-2 (семейство: Coronaviridae, род: 
Betacoronavirus, подрод: Sarbecovirus, вид: Severe 
acute respiratory syndrome-related coronavirus): 
Dubrovka (Wuhan-подобный), Podolsk (Delta); 
Otradnoe (Omicron BA.1.1), FEB2 (Omicron BA.5.2), 
изолированные и генетически охарактеризованные 
в НИИВС им. И.И. Мечникова в разные периоды 
пандемии (табл. 1). Для иммунизации животных 
использован холодоадаптированный штамм D-D2, 
обладающий ts и att фенотипом, полученный нами 
ранее путём адаптации штамма Dubrovka к росту в 
культуре клеток Vero CCL-81 при пониженной тем-
пературе (23ºC) [18]. 

Культивирование клеток и вируса
Лабораторные штаммы SARS-CoV-2 культи-

вировали на клетках эпителия почек африканской 
зелёной обезьяны Vero CCL-81 (ATCC), как описа-
но ранее [19]. Монослой клеток Vero инфицировали 
SARS-CoV-2 при низкой множественности зараже-
ния (MOI ≤ 0,001) и инкубировали при температуре 
37ºC (штаммы Dubrovka, Podolsk, Otradnoe и FEB2) 
или 23ºC (штамм D-D2) в течение 3–8 дней (в зави-
симости от штамма вируса) в атмосфере 5% CO2. 
Вируссодержащую культуральную среду осветляли 
центрифугированием и хранили при температуре 
–80ºC до использования.
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Животные
Четырёхнедельные самки золотистых си-

рийских хомячков массой 40–50 г (Mesocricetus 
auratus) были получены из питомника лабора-
торных животных Филиала ИБХ РАН в г. Пущи-
но (Московская обл.). Хомячки были случайным 
образом распределены по группам. Содержание 
животных соответствовало правилам по устрой-
ству, оборудованию и содержанию эксперимен-
тально-биологических клиник. Кормили живот-
ных брикетированными кормами в соответствии с 
утверждёнными нормами. 

При проведении экспериментального исследо-
вания на животных авторы соблюдали институци-
ональные и национальные стандарты по использо-
ванию лабораторных животных. Проведение иссле-
дования одобрено Этическим комитетом ФГБНУ 
НИИВС им. И.И. Мечникова (протокол № 2 от 
24.05.2021).

Титрование вируса
Титр SARS-CoV-2 определяли по конечной 

точке проявления цитопатического действия в куль-
туре клеток Vero, как описано ранее [19]. Титр виру-
са рассчитывали методом Reed–Muench, используя 
онлайн-калькулятор1, и выражали в lg ТЦД50 (ткане-
вая цитопатогенная доза, вызывающая гибель 50% 
клеток монослоя) на 1 мл.

Количественное определение РНК SARS-CoV-2
Количественное определение РНК SARS-

CoV-2 проводили методом обратной транскрип-
ции и полимеразной цепной реакции в режиме 
реального времени (ОТ-ПЦР-РВ) [20]. Вирусную 
РНК выделяли из образцов с использованием на-
бора реагентов «MagnoPrime UNI» («NextBio»), 
рекомендованного производителем для выделения 

1 URL: https://www.virosin.org/tcid50/TCID50.html

вирусной РНК из широкого спектра биологиче-
ских и клинических образцов. Для обнаружения 
вирусной РНК использовали праймеры и зонд, на-
правленные к гену N нуклеокапсида SARS-CoV-2: 
CoVN-F GCGTTCTTCGGAATGTCG; COVN-R 
TTGGATCTTTGTCATCCAATTTG; COVN-P FAM-
AACGTGGTTGACCTACACAGGT-BHQ1 [21]. Для 
проведения одноэтапной реакции ОТ-ПЦР-РВ ис-
пользовали 2,5-кратную реакционную смесь для 
ПЦР-РВ с Taq ДНК-полимеразой и обратную транс-
криптазу MMLV («Синтол»). Реакционная смесь 
объёмом 50 мкл содержала 5 ед. Taq ДНК-поли-
меразы, 30 ед. обратной транскриптазы MMLV, по 
10 пмоль каждого праймера и 5 пмоль зонда. Темпе-
ратурно-временной режим: 45ºC — 10 мин (1 цикл); 
95ºC — 5 мин (1 цикл); 95ºC — 5 с, 55ºC — 45 с 
(45 циклов). Для построения калибровочного гра-
фика использовали синтетический олигонуклеотид, 
соответствующий амплифицируемому фрагменту 
генома SARS-CoV-2: COVN-PC CAGCGTTCTTCG
GAATGTCGCGCATTGGCATGGAAGTCACACCT
TCGGGAACGTGGTTGACCTACACAGGTGCCAT
CAAATTGGATGACAAAGATCCAAA. Аналитиче-
ская чувствительность ОТ-ПЦР-РВ, установленная 
путём анализа 10-кратных разведений олигонуклео-
тида COVN-PC (модель кДНК SARS-CoV-2), соста-
вила 5 × 102 копий/мл. С поправкой на потери на 
этапах выделения РНК и обратной транскрипции 
чувствительность определения РНК SARS-CoV-2 
оценена в 103 копий РНК/мл. График зависимости 
значений пороговых циклов от концентрации ви-
русной РНК описывался уравнением: 

Y = 48,816 × 3,5348X, 

где Y — это значение порогового цикла; X — кон-
центрация вирусной РНК (lg копий/мл). 

Результаты количественной ОТ-ПЦР-РВ выра-
жали в копиях вирусной РНК на 1 мл гомогената 
ткани.

Таблица 1. Штаммы SARS-CoV-2, использованные в исследовании
Table 1. SARS-CoV-2 strains used in the study

Штамм 
Strain

Дата  
получения

Collection date
GenBank ID Вариант

Variant

Линия по 
Pangolin
Pangolin 
lineage

Пассаж
Passage 

level

Температура  
культивирования, ºC

Cultivation 
temperature, ºC

Dubrovka Июнь 2020
June 2020 MW514307.1 Wuhan-like (дикий | wild-type) B.1.1.317 17 37

D-D2 Июнь 2020
June 2020 ON040961.1 Wuhan-like  

(холодоадаптированный | cold-adapted) B.1.1.317 47 23

Podolsk Август 2021
August 2021 ON032860.1 Delta AY.122 16 37

Otradnoe Январь 2022
January 2022 ON032857.1 Omicron BA.1.1 8 37

FEB2 Октябрь 2022
October 2022 OP920753.1 Omicron BA.5.2 4 37
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Оценка эффективности иммунизации
Эффективность иммунизации оценивали в 

соответствии со схемой (рис. 1). Сирийских хо-
мячков разделили на 9 групп (G1–G9) по 6 живот-
ных в каждой. Каждому животному групп G1–G4 
интраназально под лёгким эфирным наркозом вво-
дили по 100 мкл штамма D-D2 в дозе 4,0 lg ТЦД50. 
Неиммунизированным животным групп G5–G9 
интраназально вводили фосфатно-солевой буфер 
pH 7,2. Через 21 день после иммунизации (п.и.) у 
животных брали кровь для оценки суммарных и 
нейтрализующих антител к SARS-CoV-2. Для оцен-
ки эффективности иммунизации через 28 дней п.и. 
каждого животного из групп G1–G8 интраназаль-
но заражали вирулентным штаммом SARS-CoV-2 
в дозе 4,0 lg ТЦД50. Группы G1 и G5 заражали 
родительским штаммом Dubrovka; группы G2 и 
G6 — штаммом Podolsk (Delta);  группы G3 и G7 — 
штаммом Otradnoe (Omicron ВА.1.1); группы G4 
и G8 — штаммом FEB2 (Omicron ВА.5.2). Группе 
отрицательного контроля (К–) G9 вводили эквива-
лентный объём фосфатно-солевого буфера. 

За хомячками проводили ежедневное наблюде-
ние, контроль массы проводили с 0-го по 4-й день 
после заражения (п.з.). Через 4 дня п.з. животных 
гуманно умерщвляли под хлороформным наркозом. 
Левое лёгкое было взято для гистологического ис-
следования. Лёгкие, головной мозг и другие органы 
извлекали, гомогенизировали в среде DMEM с ген-
тамицином (40 мкг/мл) с использованием гомогени-
затора «Tissue Lyser LT» («Qiagen») и центрифуги-
ровали при 10 000 об/мин в течение 5 мин при 4ºC. 
Надосадочную жидкость собирали и хранили при 
температуре –80ºC для последующего титрования 
и определения вирусной РНК. Эффективность им-

мунизации оценивали путём сравнения динамики 
массы, вирусной нагрузки в органах и гистопатоло-
гических изменений лёгких у иммунизированных и 
неиммунизированных животных.

Гистологическое исследование лёгких
Для морфологического исследования у хомяч-

ков проводили забор левых лёгких, которые фикси-
ровали в 10% забуференном формалине в течение 
24 ч. После фиксации органы заключали в гисто-
микс, изготавливали серийные срезы толщиной 
3–5 мкм. На окрашенных гематоксилином и эозином 
гистологических срезах лёгких хомячков оценивали 
выраженность патоморфологических изменений и 
выражали её в баллах. Для этого каждому зашифро-
ванному гистологическому препарату присваивали 
совокупный балл тяжести альтеративно-воспали-
тельного процесса, рассчитанный путём сложения 
баллов (от 0 до 3) по критериям морфологической 
оценки, предложенным A.D. Gruber и соавт. [22]: 

• доля (%) поражённой площади лёгких;
• характер распределения очагов пневмонии;
• повреждение эпителиальной выстилки брон-

хов и бронхиол;
• клеточный дебрис в просвете бронхов и 

бронхиол;
• бронхит;
• бронхоинтерстициальная пневмония;
• интерстициальная пневмония;
• диффузное повреждение альвеол (некроз 

альвеолоцитов, клеточный дебрис в просве-
тах альвеол, интраальвеолярное кровоизли-
яние, интраальвеолярный отёк, интерстици-
альный отёк, воспалительный инфильтрат в 
межальвеолярных перегородках);

Рис. 1. Схема эксперимента по оценке эффективности иммунизации. 
Fig. 1. The design of the experiment for evaluating the immunization efficacy. 
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• внутриальвеолярные нейтрофилы и макро-
фаги;

• васкулит;
• некроз и десквамация клеток эндотелия со-

судов;
• гиперплазия клеток мерцательного эпителия 

бронхов;
• гиперплазия альвеолоцитов II типа. 
Максимально возможное количество бал-

лов — 60. Проводили фотофиксацию полученных 
гистологических срезов.

Определение антител к SARS-CoV-2
Антитела к SARS-CoV-2 в сыворотках крови 

хомячков определяли методом иммуноферментного 
анализа (ИФА), как описано ранее [15]. Для поста-
новки ИФА в 96-луночные планшеты сорбировали 
препарат SARS-CoV-2 штамма Dubrovka, инакти-
вированного УФ-излучением, приготовленный, как 
описано ранее [20].

Реакция нейтрализации
Оценку нейтрализующих SARS-CoV-2 антител 

проводили в клетках Vero, как описано ранее [19].  
Для определения нейтрализующей активности анти-
тел в отношении различных антигенных вариантов 
SARS-CoV-2 были использованы штаммы Dubrovka, 
Podolsk, Otradnoe и FEB2, адаптированные к росту в 

клетках Vero. Нейтрализующим титром считали ве-
личину, обратную последнему разведению, при ко-
тором в двух или более лунках не было обнаружено 
признаков цитопатического действия.

Статистический анализ
Статистическая обработка проводилась 

с использованием программного обеспечения 
«GraphPad Prism v. 5.03». Данные на графиках пред-
ставлены в виде среднего ± стандартное отклонение 
(SD) или ± стандартная ошибка (SE). Достоверность 
разницы оценивали с использованием t-критерия 
для парных выборок. Различия считали значимыми 
при p < 0,05.

Требования к безопасности работ
Все работы с вирусом SARS-CoV-2 проводили 

в условиях, отвечающих требованиям безопасности 
работ с ПБА II группы патогенности. 

Результаты
Оценку иммуногенности и эффективности ат-

тенуированного штамма D-D2 (ca/ts мутанта штам-
ма Dubrovka) проводили в эксперименте по имму-
низации золотистых сирийских хомячков согласно 
схеме (рис. 1). Хомячков групп G1–G4 (n = 24) ин-
траназально иммунизировали штаммом D-D2 в до-
зе по 4,0 lg ТЦД50 на голову. 

Рис. 2. Иммуногенность штамма D-D2 для хомячков при однократной интраназальной иммунизации. 
а — титр IgG к SARS-CoV-2 в ИФА; б — титр нейтрализующих антител к различным штаммам SARS-CoV-2 в крови животных групп 

G1–G4 (n = 24) — Dubrovka (Wuhan), Podolsk (Delta), Otradnoe (BA.1.1), and FEB2 (BA.5.2). Предел чувствительности — 20.  
***р < 0,001.

Fig. 2. Immunogenicity of the D-D2 strain in hamsters following single intranasal administration. Hamsters of G1–G4 groups 
were immunized with the D-D2 strain. 

a — titer of IgG antibody to SARS-CoV-2 proteins by ELISA; b — titers of neutralizing antibodies against different SARS-CoV-2 strains in the 
sera of all animals from groups G1–G4 (n = 24) — Dubrovka (Wuhan), Podolsk (Delta), Otradnoe (BA.1.1), and FEB2 (BA.5.2).  

The limit of detection was 20. ***p < 0.001.
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Оценка иммуногенности

Через 21 день п.и. в сыворотках всех иммуни-
зированных животных методом ИФА обнаружива-
лись IgG к структурным белкам SARS-CoV-2 в ти-
тре от 12 800 до 204 800 (в среднем 54 933 ± 44 257) 
(рис. 2, а). Вируснейтрализующая активность сы-
вороток хомячков после иммунизации штаммом 
D-D2 была максимальной для гомологичного штам-
ма Dubrovka — 793 ± 524 (рис. 2, б). Для гетероло-
гичных штаммов нейтрализующая активность сы-
вороток была ниже: для штамма Podolsk (Delta) —  
в 4 раза, для штаммов Otradnoe и FEB2 (Omicron) —  
в 46 раз. В 56% образцов сывороток нейтрализую-
щая активность в отношении штаммов Otradnoe и 
FEB2 не обнаружена. В сыворотках неиммунизиро-
ванных животных (группы G5–G9; n = 30) антитела 
к вирусу не были обнаружены ни методом ИФА, ни 
в реакции нейтрализации.

Оценка эффективности иммунизации
Через 28 дней п.и. животных заражали раз-

ными штаммами SARS-CoV-2 (рис. 1). Заражение 
неиммунизированных сирийских хомячков (группы 
G5–G8) разными штаммами выявило различия в 
их вирулентности. Штамм Dubrovka проявил наи-
большую вирулентность и приводил к потере мас-
сы в среднем на 14,6% (р = 0,0002) на 4-й день п.з. 
(рис. 3), наиболее тяжёлой пневмонии (рис. 4, 5), 
инфицированию не только дыхательных путей, но 

и головного мозга (рис. 6, 7), что сопровождалось 
снижением аппетита, вялостью и сонливостью. При 
заражении неиммунизированных животных штам-
мами Podolsk, Otradnoe и FEB2 потеря массы бы-
ла незначительной (р > 0,05) — в среднем 2,15, 1,2 
и 2,4% по сравнению с группой G9 (К–), при этом 
гистопатология лёгких и вирусная нагрузка в голов-
ном мозге были ниже, чем при заражении штаммом 
Dubrovka (рис. 4–7).

У всех иммунизированных хомячков не на-
блюдалось задержки в наборе массы и изменений в 
поведении по сравнению с неиммунизированными 
животными (рис. 3). Среди иммунизированных жи-
вотных (группы G1–G4) наиболее выраженная за-
щита от потери массы наблюдалась в группе G1, за-
ражённой штаммом Dubrovka, — 12,7% (р < 0,0001) 
на 4-й день п.и. При заражении штаммами Podolsk 
(группа G2) и FEB2 (группа G4) разница в массе 
иммунизированных и неиммунизированных жи-
вотных была незначительной (р > 0,05), достигнув 
2,61 и 2,48% на 4-й день п.з. соответственно. При 
заражении штаммом Otradnoe (группа G3) разница  
в массе иммунизированных и неиммунизированных 
животных была слабо выраженной, но достоверной 
(р = 0,02) — 2,45% на 3-й и 4-й дни п.з.

Морфологическая картина воспалительных 
изменений в лёгких у заражённых неиммунизиро-
ванных хомячков (группы G5–G9) соответствовала 
интерстициальной пневмонии, но выраженность и 

Рис. 3. Изменение массы иммунизированных и неиммунизированных хомячков на 1–4-й день п.з. 
Fig. 3. Weight change of immunized and unimmunized hamsters at days 1–4 post-challenge. 
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Рис. 4. Морфологические изменения в лёгких хомячков на 4-й день после заражения разными штаммами  
SARS-CoV-2. 

Окрашивание гематоксилином и эозином. Размер масштабной линейки выражен в мкм.
Fig. 4. Morphological changes of hamster lungs on day 4 post-challenge with different SARS-CoV-2 strains. 

Hematoxylin and eosin staining. The size of the scale bar is expressed in microns. 

распространённость поражений зависела от штам-
ма (рис. 4). На 4-е сутки после заражения Ухань-по-
добным штаммом Dubrovka (группа G5) в гистоло-
гических препаратах лёгких животных наблюдали 
выраженные альтеративно-воспалительные измене-
ния, которые по морфологической картине соответ-
ствовали интерстициальной пневмонии в вирусной 
стадии. Участки пневмонии занимали 50–90% пло-
щади гистологического среза органа, что позволи-
ло охарактеризовать степень распространённости 
воспалительного процесса в лёгких хомячков как 
субтотальную. В гистопрепаратах хомячков груп-
пы G6, заражённых штаммом Podolsk (Delta), оча-
ги интерстициальной пневмонии занимали 15–50% 
площади среза органа. Морфологическая характе-

ристика лёгких хомячков групп G7 и G8, заражён-
ных штаммами Otradnoe (Omicron BA 1.15) и FEB-2 
(Omicron BA 5.2), сильно отличалась, несмотря на 
филогенетическую близость этих штаммов. После 
заражения штаммом Otradnoe в гистопрепаратах 
выявлены очаги интерстициальной пневмонии, 
которые занимали не более 5–7% площади среза 
органа. Напротив, при заражении штаммом FEB-2 
очаги пневмонии занимали 40–60% площади среза 
органа, а морфологическая картина воспалитель-
ных изменений была схожей с таковой у хомячков, 
заражённых штаммом Dubrovka (рис. 4).

Гистологическое исследование лёгких им-
мунизированных хомячков (группы G1–G4) через  
4 дня п.з. не выявило патоморфологических изме-
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нений, либо воспалительные изменения были слабо 
выраженными (рис. 4). В гистопрепаратах лёгких 
хомячков, иммунизированных и заражённых штам-
мами Dubrovka (группа G1) и Podolsk (группа G2), 
патоморфологические изменения не установлены. 
Гистологическое строение воздухоносных путей 
и респираторного отдела лёгкого соответствовало 
варианту нормы. В гистопрепаратах лёгкого имму-
низированных хомячков, заражённых штаммами 
Otradnoe (группа G3) и FEB-2 (группа G4), выяв-
лены очаговые слабо выраженные воспалитель-
ные изменения в бронхах, при этом гистоструктура 
остальных элементов лёгкого хомячков не отлича-
лась от таковой у животных отрицательного кон-
троля (группа G9). 

При гистологическом исследовании в препара-
тах лёгких неиммунизированных незаражённых хо-
мячков (группа G9) патологических изменений не 
выявлено (рис. 4). 

Таким образом, гистологическое исследование 
лёгких показало, что иммунизация штаммом D-D2 
защищает животных от развития вирусной пневмо-
нии независимо от штамма SARS-CoV-2, использо-
ванного для заражения.

На основании гистологического исследования 
степень патологических изменений в лёгких жи-
вотных групп G1–G9 была выражена в баллах по 
A.D. Gruber и соавт. [22] (рис. 5). У иммунизирован-

Рис. 5. Оценка гистопатологии лёгких хомяков на 4-й 
день после заражения разными штаммами SARS-CoV-2. 

*р < 0,05; **р < 0,01; ***р < 0,001.
Fig. 5. Histopathology score for hamster lungs on day 4 

post-challenge with different SARS-CoV-2 strains. 
*р < 0.05; **р < 0.01; ***р < 0.001.

Рис. 6. Титр вируса в лёгких, носовых ходах и головном мозге иммунизированных и неиммунизированных хомячков. 
Предел чувствительности — 2,0 lg ТЦД50/мл.

Fig. 6. Virus titer in lungs, nasal passages, and brain of immunized and unimmunized hamsters. 
The limit of detection was 2.0 log10 TCID50/mL.
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ных животных (группы G1–G4) совокупный балл тя-
жести варьировал в среднем от 3,2 до 6,9 балла, в то 
время как у неиммунизированных животных (груп-
пы G5–G9) — от 20,8 до 49,8. Иммунизация хомяч-
ков штаммом D-D2 снижала совокупный балл тяже-
сти при заражении штаммом Dubrovka в 15,7 раза  
(р < 0,01), Podolsk — в 8,4 раза (р < 0,01), Otradnoe — 
в 4,0 раза (р < 0,01), FEB2 — в 5,7 раза (р < 0,01). 
В то же время иммунизированные животные, зара-
жённые Omicron-подобными штаммами Otradnoe и 
FEB2, имели значительно более высокие показате-
ли гистопатологии лёгких (5,2 ± 1,5 и 6,9 ± 0,9 балла 

соответственно) по сравнению с хомячками, зара-
жёнными родительским штаммом Dubrovka (3,2 ± 
0,1 балла).

Однократная интраназальная иммунизация 
штаммом D-D2 защищала хомячков от развития 
продуктивной инфекции при заражении всеми 
штаммами SARS-CoV-2, о чём свидетельствует от-
сутствие инфекционного вируса в лёгких, носовых 
ходах и головном мозге всех животных групп G1–
G4 (рис. 6). У всех неиммунизированных животных 
(группы G5–G8) развилась продуктивная инфек-
ция, что проявлялось выделением вируса из лёгких 

Рис. 7. Концентрация вирусной РНК в органах иммунизированных и неиммунизированных хомячков через 4 дня п.з.
a — лёгкие, носовые ходы, кровь и головной мозг; б — печень, сердце, почки и селезёнка.  

Предел обнаружения — 3,0 lg копий РНК/мл. *р < 0,05; **р < 0,01; ***р < 0,001.
Fig. 7. Concentration of viral RNA in organs of immunized and unimmunized hamsters on 4 days post-challenge. 

a — lungs, nasal passages, blood, and brain; b — liver, heart, kidneys and spleen.  
The limit of detection was 3.0 log10 RNA copies/mL. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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и носовых ходов (рис. 6). Средние значения титра 
вируса в лёгких неиммунизированных животных 
варьировали от 4,57 до 7,28 lg ТЦД50/мл, а в носо-
вых ходах — от 4,78 до 6,74 lg ТЦД50/мл. В образцах 
головного мозга всех неиммунизированных хомяч-
ков группы G5, заражённых штаммом Dubrovka, 
обнаружен инфекционный вирус. Напротив, в об-
разцах головного мозга животных из других групп 
инфекционный вирус не идентифицирован.

В лёгких, головном мозге, сердце, печени, 
почках, селезёнке и крови иммунизированных жи-
вотных (группы G1–G4) вирусная РНК не была об-
наружена у подавляющего большинства особей, за 
исключением отдельных хомячков, у которых РНК 
была обнаружена на пределе чувствительности ме-
тода. В носовых ходах иммунизированных живот-
ных содержание вирусной РНК было низким — в 
среднем 4,7–5,8 lg копий РНК/мл (рис. 7). Разница в 
содержании вирусной РНК в носовых ходах между 
группами иммунизированных и неиммунизирован-
ных хомячков варьировала в зависимости от штам-
ма, использованного для заражения, от 2,9 до 5,5 lg:  
штамм Dubrovka — 3,7 lg (р < 0,001), Podolsk —  
4,5 lg (р < 0,05), Otradnoe — 2,9 lg (р < 0,05) и 
FEB2 — 3,2 lg (р < 0,05).

В лёгких неиммунизированных животных 
(группы G5–G9) концентрация вирусной РНК варь-
ировала в среднем от 7,60 до 9,25 lg, в носовых хо-
дах — от 8,22 до 9,34 lg, в головном мозге — от 
3,76 до 7,46 lg копий РНК/мл гомогената. В сердце, 
печени, почках, селезёнке и крови большинства не-
иммунизированных животных вирусная РНК также 
была обнаружена, но на более низком уровне, чем 
в лёгких и носовых ходах (от 3,02 до 6,15 lg копий 
РНК/мл гомогената; рис. 7). Примечательно, что 
при заражении штаммом FEB2 вирусная РНК не 
была обнаружена в печени и селезёнке ни у одного 
животного.

Обсуждение
Наиболее выдающиеся достижения обще-

ственного здравоохранения связаны с массовым 
применением ЖАВ: глобальная ликвидация нату-
ральной оспы, ликвидация полиомиелита в боль-
шинстве стран, многократное снижение заболева-
емости корью, краснухой, эпидемическим пароти-
том, ротавирусным энтеритом и ветряной оспой.  
В связи с этим исследование потенциала ЖАВ в 
специфической профилактике COVID-19 представ-
ляется актуальным. В настоящей работе мы ис-
следовали эффективность прототипа ЖАВ против 
COVID-19 (штамм D-D2) на золотистых сирийских 
хомячках при заражении как родительским, так и 
гетерологичными штаммами SARS-CoV-2.

Однократная интраназальная иммунизация си-
рийских хомячков ca/ts/att штаммом SARS-CoV-2 
D-D2 показала его высокую иммуногенность — се-

роконверсия через 21 день п.и. наблюдалась у всех 
24 иммунизированных животных (рис. 2, а). Титры 
антител к SARS-CoV-2 в сыворотках иммунизи-
рованных хомячков, измеренные методом ИФА с 
использованием в качестве иммуносорбента ви-
рионов родительского штамма Dubrovka, состави-
ли в среднем 5 × 105. В то же время максимальной 
нейтрализующей активностью сыворотки облада-
ли в отношении гомологичного Ухань-подобного 
штамма Dubrovka. Для гетерологичных штаммов, 
относящихся к вариантам Delta и Omicron, нейтра-
лизующая активность была предсказуемо ниже или 
отсутствовала (рис. 2, б), что определяется измене-
ниями антигенных свойств S-белка вируса в ходе 
эволюции и согласуется с результатами предыду-
щих исследований [2, 3, 15, 23, 24].

Несмотря на сниженную (или отсутствующую) 
нейтрализующую активность поствакцинальных 
антител против гетерологичных штаммов, иммуни-
зация штаммом D-D2 защищала хомячков от зара-
жения не только предковым штаммом Dubrovka, но 
и штаммами, принадлежащими к вариантам Delta 
и Omicron. Значительная защита от потери массы 
была продемонстрирована при заражении штам-
мом Dubrovka: на 4-й день п.з. иммунизирован-
ные животные прибавили в массе на 13% больше  
(р < 0,01), чем неиммунизированные (рис. 3). Ге-
терологичные штаммы Podolsk, Otradnoe и FEB2 
проявили меньшую вирулентность для сирийских 
хомячков, что отразилось в незначительном сни-
жении массы неиммунизированных животных.  
В связи с этим защита иммунизированных животных 
от потери массы при заражении штаммами Podolsk, 
Otradnoe и FEB2 была незначительной — на 2–4%.

Более информативными при оценке эффек-
тивности иммунизации были уровни вирусной ре-
продукции в лёгких и других органах, а также вы-
раженность воспалительных изменений в лёгких. 
Отсутствие инфекционного вируса в основных ор-
ганах-мишенях (лёгких, носовых ходах и головном 
мозге) у иммунизированных животных (группы 
G1–G4) на 4-й день п.з. позволяет нам охарактеризо-
вать сформировавшийся иммунитет к SARS-CoV-2 
как «стерильный». Этот вывод подтверждается тем 
фактом, что у подавляющего большинства иммуни-
зированных животных вирусная РНК в гомогенатах 
лёгких, головного мозга, крови и других органов 
была ниже предела чувствительности ОТ-ПЦР-РВ 
(рис. 7). Вирусная РНК была обнаружена в носовых 
ходах всех иммунизированных животных, при этом 
её концентрация была на 2,9–4,5 lg ниже, чем у не-
иммунизированных животных (рис. 7, а). В то же 
время в носовых ходах иммунизированных хомяч-
ков не обнаружено инфекционного вируса (рис. 6).  
Возможным объяснением этого является то, что 
заражение проводилось путём инокуляции вируса 
непосредственно в носовые ходы, следовательно, 
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слизистая оболочка носа в первую очередь контак-
тировала с вирусом и инфицировалась. В результате 
в клетках эпителия носа происходила ограниченная 
репликация вирусной РНК, но выделению инфек-
ционного вируса, а также инфицированию лёгких 
и других органов препятствовали факторы приоб-
ретённого иммунитета.

Отсутствие репродукции вируса в лёгких им-
мунизированных животных согласуется с данными 
гистологии (рис. 4, 5). Слабо выраженные очаговые 
воспалительные изменения в бронхах, выявлен-
ные у иммунизированных хомячков, инфицирован-
ных гетерологичными штаммами Otradnoe и FEB2 
(рис. 4, 5), вероятно, указывают на ограниченную 
репродукцию вируса в результате «ускользания» 
сублиний BA.1.1 и BA.5.2 варианта Omicron от 
адаптивного иммунитета, сформировавшегося по-
сле иммунизации Ухань-подобным штаммом. Та-
ким образом, однократная интраназальная иммуни-
зация сирийских хомячков штаммом D-D2 защища-
ла животных от развития продуктивной инфекции 
и пневмонии не только при гомологичном, но и при 
гетерологичном заражении через 4 нед п.и. 

Примечательно, что в сердце неиммунизиро-
ванных животных, заражённых различными штам-
мами SARS-CoV-2, обнаружено значительное со-
держание вирусной РНК (до 6,0 lg копий РНК/мл 
в группе, заражённой Ухань-подобным вирусом, — 
рис. 7, б). Эти результаты согласуются с данными 
других исследований, в которых были обнаружены 
патологические изменения, вирусная РНК и ин-
фекционный вирус в сердце сирийских хомячков, 
заражённых SARS-CoV-2 [25, 26]. Эти данные 
имеют особое значение в контексте того факта, что 
COVID-19 увеличивает риск развития миокардита 
у людей [27, 28], что, вероятно, связано с повышен-
ной экспрессией рецептора ACE2 в миоцитах чело-
века [29].

Генетическая стабильность штамма D-D2 и 
возможность реверсии его вирулентности не иссле-
довались. Поэтому мы рассматриваем штамм D-D2 
не в качестве кандидата для разработки ЖАВ про-
тив COVID-19, а как модельный вакцинный штамм 
для изучения поствакцинального иммунитета.

Массовая вакцинопрофилактика COVID-19 
показала, что лицензированные вакцины обладают 
низкой эффективностью при заражении штаммами, 
относящимися к варианту Omicron. Они обеспечи-
вали необходимый уровень защиты от тяжёлого те-
чения COVID-19 и смерти в период доминирования 
варианта Omicron [30, 31]. Однако поствакциналь-
ная защита от инфицирования и симптоматической 
инфекции Omicron-подобными штаммами состав-
ляла всего 40–50% даже для мРНК вакцин (заяв-
ленных как наиболее эффективные) в первые 3 мес 
после вакцинации, после чего быстро снижалась до 
10–20% [30–33]. Бустерная иммунизация была спо-

собна восстановить эффективность до исходных 
значений, но продолжительность защиты на дан-
ном уровне не превышала 3-6 мес [31, 32, 34–36]. 
Лицензированные вакцины (инактивированные, 
векторные, рекомбинантные и мРНК-вакцины) пре-
имущественно основаны на S-белке SARS-CoV-2 
и стимулируют как гуморальный, так и клеточный 
иммунитет [37–39]; однако в большей степени их 
эффективность определяется индукцией нейтрали-
зующих антител. Изменчивость S-белка и появле-
ние новых эпидемиологически значимых вариантов 
вируса (VOC) приводит к «ускользанию» вируса 
из-под иммунологического надзора и снижению 
эффективности таких вакцин [2, 3, 23, 24, 40]. Более 
того, продолжающаяся эволюция варианта Omicron 
привела к появлению таких его сублиний, которые 
«ускользают» от адаптивного иммунитета, индуци-
рованного даже предыдущим заражением вирусами 
родительских сублиний Omicron. Так, вирусы суб-
линии BF.7, BQ.1 и XBB (которые появились после 
сублинии BA.4/5) «ускользают» от нейтрализации 
антителами, антителозависимой клеточной цито-
токсичности и фагоцитоза, индуцированных «про-
рывной» инфекцией вируса сублинии BA.1 [41]. 
Кроме того, вирусы сублинии BF.7 и BQ.1 обладают 
высокой устойчивостью к нейтрализации панелью 
из 77 моноклональных антител, которые эффектив-
но нейтрализуют Ухань-подобный вирус [42].

Более высокая эффективность ЖАВ с интрана-
зальным введением основана на тех же механизмах, 
которые участвуют в развитии адаптивного имму-
нитета при естественной респираторной вирусной 
инфекции [37, 43, 44]. Сочетанная активация гу-
морального и клеточного звеньев системной и му-
козальной (местной) иммунной защиты способна 
обеспечивать эффективную защиту от инфекции 
SARS-CoV-2 [8, 37, 45]. Кроме того, иммунный от-
вет на ЖАВ развивается против всех вирусных бел-
ков — как структурных, так и неструктурных, что 
повышает её эффективность. Так, структурные бел-
ки M и N обладают высокой иммуногенностью и, 
наряду с неструктурными белками, более консерва-
тивны, чем S-белок. Многие Т-клеточные эпитопы 
филогенетически родственных видов коронавиру-
сов и различных вариантов SARS-CoV-2 локали-
зованы не только в S-белке [46, 47]. Так, J. Zhao и 
соавт., используя мононуклеары периферической 
крови, выделенные от пациентов с COVID-19, иден-
тифицировали 5 иммунодоминантных Т-клеточных 
эпитопов в N-белке SARS-CoV-2 [47]. Следует так-
же отметить, что протективный иммунитет, опо-
средуемый Т-клетками, в меньшей степени зависит 
от мутаций, определяющих образование новых ва-
риантов VOC SARS-CoV-2 [48, 49]. Действитель-
но, появление новых вариантов VOC SARS-CoV-2 
определяется главным образом мутациями в наибо-
лее вариабельном S-белке, тогда как Т-клеточные 
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эпитопы присутствуют не только в S-белке, но и в 
более консервативных вирусных белках.

В недавних исследованиях иммуногенность и 
эффективность аттенуированных штаммов SARS-
CoV-2 были исследованы на животных моделях 
коронавирусной инфекции на основе золотистых 
сирийских хомячков (Mesocricetus auratus), хомяч-
ков Phodopus roborovskii и трансгенных мышах 
линии K18-hACE2. Обнаружено, что иммуниза-
ция восприимчивых животных аттенуированными 
штаммами SARS-CoV-2 обеспечивает высокоэф-
фективную защиту от гомологичного заражения и 
развития пневмонии [9–17]. Однако потенциал пе-
рекрёстной протективной активности ЖАВ против 
гетерологичных вариантов вируса остаётся малоиз-
ученным. J. Trimpert и соавт. показали, что имму-
низация аттенуированным SARS-CoV-2 приводит 
к развитию иммунитета у лабораторных животных 
при заражении не только родительским штаммом 
вируса, но и гетерологичными штаммами вариан-
тов Alpha and Beta [50]. A. Yoshida и соавт. показали 
развитие перекрёстной защиты от заражения штам-
мом варианта Omicron (BA.1) у хомячков, имму-
низированных рекомбинантным аттенуированным 
вирусом с геном S-белка варианта Omicron [13].  
Наше исследование показало, что аттенуированный 
Ухань-подобный штамм SARS-CoV-2 способен 
обеспечить высокоэффективную защиту не только 
при гомологичном заражении, но и при заражении 
гетерологичными штаммами, относящимися к ва-
рианту Delta и сублиниям BA.1.1 и BA.5.2 варианта 
Omicron.

Перекрёстная защита, показанная в нашем ис-
следовании, была предсказуемой, поскольку на мо-
мент проведения исследования было известно, что 
естественная SARS-CoV-2-инфекция предотвраща-
ет до 90% случаев повторного заражения вирусами 
вариантов Alpha, Beta и Delta и 56% случаев — ви-
русами варианта Omicron, тогда как большинство 
случаев повторного заражения происходит только 
через год после первичного заболевания [51]. Кроме 
того, защитная эффективность первичной инфекции 
против развития тяжёлого заболевания или смерти 
при повторном заражении Omicron-подобным ви-
русом составляет 97,3% (95% ДИ 94,9–98,6%), не-
зависимо от варианта вируса, вызвавшего первич-
ную инфекцию [52]. Чрезвычайно низкий уровень 
тяжёлых и летальных случаев при повторном зара-
жении указывает на то, что ЖАВ против COVID-19 
потенциально способна обеспечить эффективную 
защиту от пневмонии и летального исхода, вы-
званных гетерологичными штаммами. Высокий 
потенциал ЖАВ для профилактики COVID-19 под-
тверждается наблюдением, что гибридный иммуни-
тет (формируется при вакцинации с последующей 
«прорывной» инфекцией) и повторное заражение 
SARS-CoV-2 снижают риск последующего зараже-

ния, вызванного штаммами Omicron, на 60 и 85% 
соответственно [53]. Между тем «бустеризация» в 
результате «прорывной» инфекции Omicron-подоб-
ным вирусом индуцирует более высокие уровни 
В-клеток памяти и вирусспецифичных Т-клеток, 
особенно против штаммов Omicron, по сравнению 
с бустерной вакцинацией инактивированными или 
векторными вакцинами [54].

Примечательно, что практически все разра-
ботчики ЖАВ против COVID-19 демонстрируют 
эффективную защиту от заражения вирулентным 
штаммом при интраназальном способе введения 
[9–17]. В связи с этим показательным является 
успешное массовое применение таких «мукозаль-
ных» вакцин, как живая полиомиелитная и рота-
вирусная вакцины (пероральное введение) и живая 
гриппозная вакцина (интраназальное введение). 
Пер оральное или интраназальное введение этих 
вакцин обеспечивает не только индукцию систем-
ного клеточного и гуморального адаптивного им-
мунного ответа, но и формирование мукозального 
(местного) иммунитета, включая секрецию специ-
фических IgA-антител в слизистой оболочке дыха-
тельных путей или кишечника. При интраназаль-
ной иммунизации с последующим заражением ви-
рулентным штаммом специфические секреторные 
IgA-антитела нейтрализуют вирус непосредственно 
на слизистой оболочке дыхательных путей, являю-
щейся «входными воротами» инфекции, подавляя 
его адгезивную способность и снижая эффектив-
ность трансмиссии [8, 55, 56].

Заключение
Результаты настоящего исследования показа-

ли, что однократная интраназальная иммунизация 
сирийских хомячков аттенуированным Ухань-по-
добным штаммом SARS-CoV-2 обеспечивает высо-
коэффективную защиту животных от развития про-
дуктивной инфекции и пневмонии при заражении 
не только гомологичным вирусом, но и гетерологич-
ными штаммами, относящимися к вариантам Delta 
(AY.122) и Omicron (сублинии BA.1 и BA.5.2). Таким 
образом, аттенуация SARS-CoV-2 является перспек-
тивной стратегией для разработки высокоэффектив-
ной назальной живой вакцины против COVID-19.
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