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РЕЗЮМЕ 

Обоснование. Сквален представляет собой перспективную основу для созда-
ния новых адъювантных композиций, обладающих сравнимой с традиционны-
ми адъювантами эффективностью, но улучшенным профилем безопасности.
Цель исследования. Разработка адъювантной композиции на основе сквале-
на и оценка ее способности усиливать гуморальный иммунный ответ против 
трех вирусных антигенов: рецептор-связывающего домена (RBDd) S-белка 
SARS-CoV-2 варианта Delta, домена III (WDIII) поверхностного белка E вируса За-
падного Нила и поверхностного гликопротеина (trGPM) вируса Марбург.
Материалы и методы. Адъювант изготавливали в форме масляно-водной 
эмульсии, содержащей сквален, лецитин и Твин-80, с последующей ультразву-
ковой гомогенизацией. Мышей линии BALB/c иммунизировали внутримышечно 
двукратно с интервалом 14 дней. Титры специфических IgG-антител опре-
деляли методом ИФА. Статистический анализ проводили с использованием 
U-критерия Манна – Уитни.
Результаты. Эмульсия ASV24 сохраняла стабильность в течение 12 меся-
цев. При иммунизации антигеном WDIII, полученным в прокариотической 
системе E.  coli, адъювантная активность ASV24 была сопоставима с та-
ковой для гидроксида алюминия. Для антигена RBDd, полученного в клетках 
CHO, наблюдался тренд к более высоким титрам в группе с ASV24 (3,6 × 10⁶) 
по сравнению с гидроксидом алюминия (9,6 × 10⁵), однако статистически 
значимых различий не выявлено. Выраженное преимущество ASV24 проде-
монстрировано для trGPM, также полученного использованием клеток CHO: 
средний обратный титр IgG на 1,5 порядка превышал показатель в группе 
с гидроксидом алюминия.
Заключение. Адъювантная композиция ASV24 стабильна, а ее эффектив-
ность может превосходить гидроксид алюминия при использовании сложных 
мультимерных антигенов, полученных в эукариотических системах экспрес-
сии. Полученные данные позволяют рассматривать ASV24 как перспективный 
адъювант для разработки субъединичных вакцин.
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ABSTRACT

Background. Squalene represents a promising basis for the development of novel ad-
juvant compositions with efficacy comparable to traditional adjuvants but with an im-
proved safety profile.
Objective. To develop a novel squalene based adjuvant composition and evaluate 
its ability to enhance the humoral immune response against three different viral anti-
gens — the receptor binding domain (RBDd) of the SARS CoV 2 Delta variant S protein, 
domain III (WDIII) of the West Nile virus E surface protein, and the surface glycoprotein 
(trGPM) of the Marburg virus.
Materials and methods. The adjuvant was prepared as an oil-in-water emulsion 
containing squalene, lecithin and Tween 80, followed by ultrasonic homogenization. 
BALB/c mice were immunized with two intramuscular injections 14 days apart. Specific 
IgG antibody titers were determined by ELISA. Statistical analysis was performed using 
the Mann–Whitney U-test.
Results. The ASV24 emulsion remained stable for 12 months. When immunized 
with the WDIII antigen produced in the prokaryotic E. coli system, the adjuvant activity 
of ASV24 was comparable to that of aluminum hydroxide. For the RBDd antigen pro-
duced in Chinese hamster ovary (CHO) cells, a trend toward higher titers was observed 
in the ASV24 group (3.6 × 10⁶) compared to aluminum hydroxide (9.6 × 10⁵), although 
no statistically significant differences were found. A pronounced advantage of ASV24 
was demonstrated for trGPM, also produced in CHO cells: the mean reciprocal titer was 
1.5 orders of magnitude higher than that in the aluminum hydroxide group.
Conclusion. The ASV24 adjuvant composition is stable, and its efficacy can surpass 
that of aluminum hydroxide when using complex multimeric antigens produced in eu-
karyotic expression systems. These findings suggest that ASV24 is a promising adjuvant 
for the development of subunit vaccines.

Keywords: adjuvant, squalene, subunit vaccine, receptor-binding domain, RBD, West 
Nile virus protein E domain III, Marburg virus glycoprotein, emulsion, specific anti-
bodies, mice
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ВВЕДЕНИЕ

Одним из центральных направлений современной 
вакцинологии является разработка субъединичных 
вакцин. Данный подход, основанный на использова-
нии очищенных рекомбинантных белков, позволяет 
создавать иммунобиологические препараты, миними-
зируя риск побочных реакций [1]. В отличие от живых 
и векторных, субъединичные вакцины не содержат ге-
нетический материал и не способны к реверсии виру-
лентности, что делает их предпочтительным выбором 
для иммунизации лиц с ослабленным иммунитетом 
и детей. Однако обратной стороной высокой безопас-
ности субъединичных антигенов зачастую является 
их низкая иммуногенность, обусловленная отсутстви-
ем патоген-ассоциированных молекулярных паттер-
нов и быстрой элиминацией из организма. Это делает 
необходимым включение в состав таких вакцин усили-
телей иммунного ответа — адъювантов [2, 3]. Адъюван-
ты способствуют усилению иммунного ответа посред-
ством ряда механизмов, таких как формирование депо 
антигена в месте инъекции, рекрутинг и активация 
антигенпрезентирующих клеток, а также стимуляция 
врожденного иммунитета [4, 5]. Одним из требований 
для современных адъювантов является способность 
индукции клеточного иммунитета [6, 3].

Основа любой субъединичной вакцины – белок 
или его фрагмент, на который и формируется протек-
тивный иммунный ответ. Выбор антигена и системы 
продукции может оказывать значительное влияние 
на иммуногенность конечного продукта. Для созда-
ния рекомбинантных белков используются различные 
экспрессионные системы, прокариотические (в ос-
новном E. coli), дрожжевые, системы на основе клеток 
насекомых (бакуловирусы) и клеток млекопитающих 
(CHO, HEK293 и др.). Каждая из систем имеет свои пре-
имущества и ограничения. Использование E. coli обес
печивает высокий выход целевого белка и низкую сто-
имость производства, однако они часто не способны 
обеспечить корректный фолдинг белков и необходи-
мые посттрансляционные модификации (гликозили-
рование, фосфорилирование и др.). Напротив, клетки 
млекопитающих, позволяют получать белки, макси-
мально приближенные по структуре к нативным ви-
русным антигенам, что повышает шансы на индукцию 
антител, распознающих конформационные эпитопы 
реальной вирусной частицы [1]. В идеале, эффектив-
ные адъюванты должны обеспечивать усиление им-
мунного ответа в независимости от системы продук-
ции антигенов.

Среди перспективных классов адъювантов осо-
бое место занимают композиции на основе сквале-
на  — биодеградируемого, нетоксичного и биосо-
вместимого природного тритерпена, являющегося 
предшественником стероидов и холестерина в орга-
низме человека [7]. Эмульсии сквалена, такие как MF59 
и AS03, уже доказали свою эффективность и безопас-
ность в составе лицензированных вакцин [8, 6]. Однако 
сложность производства, необходимость оптимизации 

физико-химических свойств и состава для конкретных 
антигенов, а также поиск путей повышения стабильно-
сти и снижения реактогенности стимулируют активную 
разработку новых, более эффективных скваленсодер-
жащих композиций [9, 10]. Кроме того, ведутся работы 
по комбинированию скваленовых эмульсий с иммуно-
стимуляторами (например, агонистами Toll-подобных 
рецепторов) для создания адъювантов нового поко-
ления, способных преодолевать иммунную толерант-
ность и индуцировать более сильный и длительный 
ответ [11].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Целью данной работы являлась разработка новой 
адъювантной композиции на основе сквалена и оцен-
ка ее способности усиливать гуморальный иммунный 
ответ против трех различных вирусных антигенов: 
рецептор-связывающего домена (RBDd) S-белка SARS-
CoV-2 варианта Delta, домена III (WDIII) поверхностно-
го белка E вируса Западного Нила (WNV) и тримерно-
го варианта гликопротеина (trGPM) вируса Марбург 
(MARV).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение рекомбинантных белков
Для получения рекомбинантного белка WDIII была 

сконструирована плазмида pET32-DIII WN, содержащая 
последовательность, кодирующую DIII поверхностного 
белка Е вируса Западного Нила. Разработанной плаз-
мидой pET32-DIII WN трансформировали E.  сoli штамм 
BL21(DE3). Полученный штамм культивировали на сре-
де LB, биомассу подвергали ультразвуковому разруше-
нию. Белок выделяли при помощи аффинной и ионооб-
менной хроматографии.

Для получения рекомбинантных белков RBDd 
и trGPM были сконструированы плазмиды pVEAL3-
RBDd и pVEAL3-GPM, содержащие последовательно-
сти, кодирующие RBD спайкового белка SARS-CoV-2 ва-
рианта Delta и тримерный вариант GP вируса Марбург. 
Разработанными плазмидами, совместно с плазмидой 
pSB100, трансфицировали клетки CHO-K1. Клетки куль-
тивировали в среде HyClone. Белок выделяли из куль-
туральной жидкости при помощи аффинной и ионооб-
менной хроматографии.

Методом денатурирующего электрофореза в 12 % 
полиакриламидном геле чистота полученных белков 
составляла не менее 95 %. Подлинность белков опре-
деляли методом ИФА с использованием специфиче-
ских моноклональных антител (9Е2 для WDIII, MR191 
для trGPM, 6b3 для RBDd). Подтверждение третичной 
структуры белков не проводили.

Получение адъюванта и вакцинных композиций
В связи с гидрофобной природой сквалена, адъю-

вант изготавливали в форме эмульсии «масло-в-воде». 
Для приготовления гидрофобной фазы смешивали 
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4,3  мл сквалена (8,6  % от конечного объема) и 0,4  мл 
лецитина. Гидрофильную фазу готовили растворением 
0,5 мл Твин-80 в 39,3 мл 50 мМ натрий-фосфатного бу-
фера (pH 7,3). После объединения фаз проводили дис-
пергирование частиц ультразвуком с частотой 22  кГц 
(3 цикла по 1,5 минуты). Полученный препарат адъю-
ванта ASV24 стерилизовали фильтрацией через мем-
бранный фильтр с размером пор 0,22 мкм и смешивали 
с субстанцией антигена RBDd (концентрация 1 мг/мл), 
WDIII (концентрация 1 мг/мл) или trGPM (концентрация 
1  мг/мл), доводя объем до 50  мл натрий-фосфатным 
буфером.

Стабильность эмульсии оценивали в течение 12 ме-
сяцев при хранении при температуре 2–8 °C по отсут-
ствию расслоения. Содержание сквалена в конечном 
препарате подтверждали методом обращенно-фазо-
вой высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) на хроматографе LC-20 Prominence («Shimadzu») 
с использованием ацетонитрила в качестве подвижной 
фазы и внешнего стандарта сквалена. Валидация хро-
матографической методики проводилась по следую-
щим параметрам: специфичность, линейность, пра-
вильность и прецизионность.

Иммунизация и оценка иммунного ответа
Все экспериментальные протоколы и процеду-

ры были проведены в соответствии с рекомендация-
ми Хельсинкской декларации и одобрены комитетом 
по биоэтике ГНЦ ВБ «Вектор» (протокол №  5 от 1 ок-
тября 2020  г.). В исследовании использовали 90 сам-
цов мышей линии BALB/c. Иммунизацию проводили 
двукратно внутримышечно с интервалом в 14 дней 
(200  мкл/животное). Животные были распределены 
на следующие группы (по 10 мышей в каждой):

1.	 Опытные группы: иммунизация RBDd, WDIII или 
trGPM в дозе 50 мкг на животное, в комплексе с разра-
ботанной адъювантной композицией ASV24;

2.	 Группы положительного контроля: иммуниза-
ция RBDd, WDIII или trGPM, все в дозе 50 мкг на живот-
ное, в комплексе с адъювантом на основе гидроксида 
алюминия;

3.	 Группы сравнения: иммунизация RBDd, WDIII 
или trGPM, все в дозе 50 мкг без адъюванта;

4.	 Отрицательный контроль: введение физиоло-
гического раствора.

Через 10 суток после второй иммунизации у мы-
шей отбирали кровь из ретроорбитального синуса. Ти-
тры специфических IgG-антител в сыворотках опре-
деляли методом иммуноферментного анализа (ИФА). 
Статистическую обработку данных проводили с ис-
пользованием непараметрического U-критерия Ман-
на – Уитни и H-критерия Краскела – Уоллиса в програм-
ме GraphPad Prism 6.0. Различия считали статистически 
значимыми при p ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Разработанная методика позволила получить 
стабильную масляно-водную эмульсию. Согласно 

данным валидированной ВЭЖХ-методики, фактиче-
ское содержание сквалена в готовом препарате со-
ставило расчетные 8,6 % (относительное стандартное 
отклонение не превышало 2  %), что свидетельствует 
о контролируемости и воспроизводимости техноло-
гии производства. Через 12 месяцев хранения при 
2–8  °C содержание сквалена сохранилось на уров-
не 8,5  %, признаков расслоения эмульсии не наблю-
далось. Адъювант ASV24 был стабильным в течение 
12 месяцев при хранении в условиях холодильника 
(2–8 °C), что соответствует стандартным требованиям, 
предъявляемым к лекарственным препаратам.

В ходе исследований было установлено, что разра-
ботанная адъювантная композиция на основе сквале-
на обладает выраженной способностью усиливать гу-
моральный иммунный ответ, однако ее эффективность 
варьируется в зависимости от природы антигена и ис-
пользуемой системы экспрессии.

Для антигена WDIII, полученного с использованием 
E. coli, использование адъюванта ASV24 привело к по-
вышению выработки специфических антител по срав-
нению с группой без адъюванта. Средний геометри-
ческий обратный титр IgG [lg] в этой группе составил 
6,40 ± 0,12, что соответствует среднему геометрическо-
му титру 2,5 × 10⁶. Данный показатель был сопоставим 
со значениями, полученными для группы с гидрокси-
дом алюминия, где средний геометрический обратный 
титр IgG [lg] составил 6,50 ± 0,10 (средний геометриче-
ский титр 3,2 × 10⁶) (рис. 1).

Средний геометрический обратный титр IgG 
[lg] в сыворотках крови мышей, иммунизированных 
RBDd SARS-CoV-2 совместно с ASV24, достиг значения 
6,56  ±  0,14 (средний геометрический титр 3,6  ×  106), 
что примерно в 4 раза превысило показатель для груп-
пы с гидроксидом алюминия: 5,98  ±  0,19 (9,6  ×  105) 
(рис.  2). Адъювантная активность ASV24 была сопо-
ставима с гидроксидом алюминия (статистические 
различия не значимы). Титры антител в обеих группах 
с адъювантами (сквален и гидроксид алюминия) были 
достоверно выше, чем в группе, где антиген вводился 
без адъюванта.

При иммунизации тримерным вариантом поверх-
ностного гликопротеина вируса Марбург разрабо-
танный адъювант ASV24 продемонстрировал более 
выраженную способность усиливать иммунный ответ 
по сравнению с гидроксидом алюминия. Средний ге-
ометрический обратный титр IgG [lg] в группе с ASV24 
составил 5,80 ± 0,22 (6,4 × 105), что статистически зна-
чимо выше, чем в группе с Al(OH)3: 5,23 ± 0,18 (1,7 × 103) 
(p < 0,001) (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе данной работы была разработана и охарак-
теризована новая адъювантная композиция на основе 
сквалена ASV24, стабилизированная лецитином и Твин-
80. Проведенные исследования продемонстрировали, 
что разработанный адъювант способен эффективно 
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усиливать гуморальный иммунный ответ против трех 
различных рекомбинантных вирусных антигенов, при 
этом результат отличался в зависимости от антигена 
и системы его продукции.

Важной характеристикой любой адъювантной 
системы является ее стабильность при хранении, по-
скольку это определяет возможность практического 
применения препарата. Показано, что ASV24 сохраня-
ет стабильность в течение 12 месяцев при температуре 
2–8 °C. Это сопоставимо с показателями стабильности 
адъювантов, входящих в состав зарегистрированных 
лекарственных средств, таких как MF59 (стабильность 
не менее 18 месяцев) и AS03 (не менее 12 месяцев) 
[12, 13]. Используемый метод диспергирования уль-
тразвуком позволил получить эмульсию с заданным 
содержанием сквалена (8,6  %), что подтверждено 
ВЭЖХ-анализом.

Наиболее интересные результаты получены 
при сравнении эффективности ASV24 на антигенах, 

полученных с использованием различных систем 
экспрессии.

Для антигена WDIII с использованием E.  coli, адъ-
ювантная активность ASV24 оказалась сопоставимой 
с таковой для гидроксида алюминия [14]. При исполь-
зовании антигена RBDd, полученного в клетках CHO, 
также не наблюдалось статистически значимых разли-
чий между группами с ASV24 и гидроксидом алюминия. 
Однако титры в группе с ASV24 (3,6 × 10⁶) были несколь-
ко выше (9,6 × 10⁵), чем в группе с Al(OH)₃.

Лучший результат был получен для ASV24 при им-
мунизации тримерным вариантом гликопротеина ви-
руса Марбург. В этом случае средний геометрический 
титр специфических антител в группе с ASV24 (6,4 × 10⁵) 
статистически значимо превышал показатель в группе 
с гидроксидом алюминия (1,7  ×  10⁵). Данный резуль-
тат заслуживает внимания, поскольку тримерные ви-
русные гликопротеины представляют собой более 
сложные антигенные мишени, чья конформационная 

РИС. 1. 
Титры антител IgG, специфичных к DIII WNV, определён-
ные методом ИФА. ASV24 – сыворотки крови мышей, имму-
низированных DIII WNV в комплексе с адъювантом ASV24; 
Al(OH)3  – сыворотки крови мышей, иммунизированных DIII 
WNV в комплексе с гидроксидом алюминия; без адъюванта – 
сыворотки крови мышей, иммунизированных белком WDIII; 
физ. р-р – сыворотки крови мышей, получавших физиологиче-
ский раствор (ns – отличие не значимо; ** – p < 0,001).
FIG. 1. 
Titers of IgG antibodies specific to the DIII WNV, determined by ELI-
SA. Samples included: ASV24 – blood sera from mice immunized 
with DIII WNV and ASV24 adjuvant, Al(OH)3 – blood sera from mice 
immunized with DIII WNV and aluminum hydroxide, no adjuvant – 
blood sera from mice immunized with WDIII, PS – blood sera from 
mice administrated with physiological saline (ns – not significant; 
** – p < 0.001).

РИС. 2. 
Титры антител IgG, специфичных к RBD спайкового белка 
SARS-CoV-2 варианта Delta, определённые методом ИФА. 
ASV24 – сыворотки крови мышей, иммунизированных RBDd 
в комплексе с адъювантом ASV24; Al(OH)3 – сыворотки крови 
мышей, иммунизированных RBDd в комплексе с гидроксидом 
алюминия; без адъюванта – сыворотки крови мышей, имму-
низированных белком RBDd; физ. р-р – сыворотки крови мы-
шей, получавших физиологический раствор (ns – отличие 
не значимо; ** – p < 0,001).
FIG. 2. 
Titers of IgG antibodies specific to the RBD of the SARS-CoV-2 Delta 
variant S protein, determined by ELISA. Samples included: ASV24 – 
blood sera from mice immunized with RBDd and ASV24 adjuvant, 
Al(OH)3 – blood sera from mice immunized with RBDd and alumi-
num hydroxide, no adjuvant – blood sera from mice immunized 
with RBDd, PS – blood sera from mice administrated with physio-
logical saline (ns – not significant; ** – p < 0.001).
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структура критически важна для индукции нейтрализу-
ющих антител [15].

Лучшие результаты для ASV24 в случае trGPM мож-
но объяснить особенностями взаимодействия сквале-
новых эмульсий с антигенами и иммунной системой. 
В отличие от гидроксида алюминия, который преиму-
щественно адсорбирует антигены за счет электроста-
тических взаимодействий и формирует депо в месте 
инъекции [16], эмульсии типа «масло-в-воде» обеспе-
чивают более эффективную доставку антигена в лимфа-
тические узлы. Было показано, что скваленовые эмуль-
сии способствуют транспорту антигена в дренирующие 
лимфоузлы в составе наночастиц, где они эффектив-
но захватываются субкапсулярными макрофагами 
и дендритными клетками [17, 18]. Кроме того, эмульсии 
сквалена активируют врожденный иммунитет через 
сигнальные пути, связанные с рецепторами, распозна-
ющими липидные компоненты [19].

Для тримерных антигенов, таких как trGPM, со-
хранение нативной четвертичной структуры имеет 

первостепенное значение. Можно предположить, 
что мягкие условия приготовления вакцинных ком-
позиций с ASV24 (отсутствие адсорбции) позволяют 
лучше сохранить конформацию тримера. В случае 
с гидроксидом алюминия процесс адсорбции может 
приводить к частичной денатурации [20], что отри-
цательно влияет на параметры индуцируемого гумо-
рального ответа. Полученные результаты согласуются 
с данными литературы, демонстрирующими высокую 
эффективность скваленовых эмульсий для усиления 
иммунного ответа против сложных вирусных антиге-
нов. В частности, адъювант MF59 (Novartis) использу-
ется в составе вакцин против гриппа и доказал свою 
способность индуцировать более широкий и дли-
тельный иммунный ответ по сравнению с традици-
онными адъювантами [8, 21]. AS03 (GSK) в составе 
вакцин против пандемического гриппа и COVID-19 
показал возможность индукции кросс-нейтрализую-
щих антител [22, 23].

Несмотря на полученные результаты, исследова-
ние имеет ряд ограничений. Во-первых, оценка иммун-
ного ответа ограничена определением титров IgG, тог-
да как для вирусных инфекций критическое значение 
имеет также клеточный иммунитет и функциональная 
активность антител (вирус-нейтрализация). В дальней-
шем необходимо оценить способность ASV24 индуци-
ровать нейтрализующие антитела, особенно в случае 
с trGPM MARV, а также изучить активацию Т-клеточно-
го звена. Во-вторых, исследование проведено на мы-
шах линии BALB/c, для подтверждения универсально-
сти адъювантного эффекта требуются эксперименты 
на других видах животных (кролики, приматы). В-тре-
тьих, не изучалась длительность сохранения иммунно-
го ответа, что важно для оценки потенциала адъюванта 
в составе вакцин длительного действия.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработанная адъювантная композиция на осно-
ве сквалена ASV24 характеризуется высокой стабиль-
ностью и способностью эффективно усиливать гумо-
ральный иммунный ответ против рекомбинантных 
вирусных антигенов. Показано, что эффективность 
ASV24 может превосходить таковую для гидроксида 
алюминия при использовании сложных мультимерных 
антигенов, полученных в эукариотических системах 
экспрессии. Полученные данные позволяют рассма-
тривать ASV24 как перспективный адъювант для разра-
ботки субъединичных вакцин.
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РИС. 3. 
Титры антител IgG, специфичных к тримеру поверхност-
ного гликопротеина MARV, определённые методом ИФА. 
ASV24 – сыворотки крови мышей, иммунизированных trGPM 
в комплексе с адъювантом ASV24; Al(OH)3 – сыворотки крови 
мышей, иммунизированных trGPM в комплексе гидроксидом 
алюминия; без адъюванта – сыворотки крови мышей, имму-
низированных trGPM; физ. р-р – сыворотки крови мышей, по-
лучавших физиологический раствор (ns – отличие не значимо 
** – p < 0,001).
FIG. 3. 
Titers of IgG antibodies specific to the MARV surface glycoprotein 
trimer, determined by ELISA. Samples included: ASV24 – blood sera 
from mice immunized with trGPM and ASV24 adjuvant, Al(OH)3 – 
blood sera from mice immunized with trGPM and aluminum hy-
droxide, no adjuvant – blood sera from mice immunized with trG-
PM, PS – blood sera from mice administrated with physiological 
saline (ns – not significant; ** – p < 0.001).
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