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ВАЛИДАЦИЯ МЕТОДА ДЛЯ ОЦЕНКИ СОДЕРЖАНИЯ В КРОВИ 
Т-КЛЕТОК ПАМЯТИ К БЕЛКУ НУКЛЕОКАПСИДА ВИРУСА SARS-COV-2, 
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Актуальность. В начале пандемии COVID-19 основное внимание было сосредоточено на формировании вирус-нейтрали-
зующих антител против spike (S)-белка вируса и Т-клеток, распознающих S-белок, как на основном защитном механизме. 
Поскольку SARS-CoV-2 - быстро мутирующий вирус, постепенно возросло внимание к белку нуклеокапсида (N-белку), более 
консервативному в генетическом отношении, и иммунитету против него. 
Цель работы - модифицировать запатентованный нами ранее метод для выявления Т-клеточной памяти к N-белку SARS-
CoV-2, оценить его чувствительность и специфичность и возможность введения полуколичественной оценки.
Материал и методы. Валидация метода проведена на образцах крови офисных работников в 2024-2025 годах в г. Москве. 
Всего использованы 90 образцов крови взрослых добровольцев, у которых в ходе иммунизации вакциной Спутник V и ПЦР-
подтвержденного заболевания COVID-19 в 2021-2023 гг. сформировался гибридный иммунитет против коронавируса SARS-
CoV-2. Группа отрицательного контроля представлена 13 детьми в возрасте 6 месяцев - 2 лет,  не имевших в анамнезе и на 
момент обследования ПЦР-подтвержденной SARS-CoV-2- инфекции.
Антитела к S-гликопротеину SARS-CoV-2 класса IgG и класса IgM к S-гликопротеину и N(nuclear)-белку в сыворотке крови 
определяли методом ИФА с помощью тест-систем АО «Вектор-Бест», (Россия), а также тест-систем N-Cov-2-IgG PS 
(Институт Пастера, Россия).  Для выявления Т-клеток памяти против S- или N-белка SARS-CoV-2 использовался собствен-
ный метод (Патент RU 2 780 369 C1), при котором те же ИФА наборы использовались как источник антигенов для стиму-
ляции лимфоцитов, выделяемых из крови. После 72-часовой антигенной стимуляции собирали супернатанты и определяли в 
них концентрацию IFN-γ, являющегося продуктом активации Т-клеток памяти.
Результаты. Определены границы для полуколичественой оценки сохранения Т-клеточной памяти против N-белка SARS-
CoV-2. Низкая активность этих клеток при стимуляции N-белком in vitro выражается продукцией IFN-γ от 50 до 100 
пг/мл, нормальная – 100-700 пг/мл, высокая – выше 700 пг/мл. Корреляция между величиной показателей специфического 
Т-клеточного и гуморального иммунитета против этого антигена у здоровых людей через 0,5-2 года после перенесенного 
заболевания в данной выборке слабая (RS=0,12). Однако, у лиц с высокой активностью Т-клеток памяти против N-белка, 
уровень антител к этому антигену в крови также высок, а у лиц, не контактировавших с вирусом, не обнаружены ни анти-
тела, ни Т-клетки. Специфичность метода оценена с помощью ROC-анализа (AUC= 0,82, р = 0,0015).
Заключение. Разработанный нами методический подход пригоден для определения активности Т-клеток памяти не только 
к S-белку, но и к N-белку SARS-CoV-2. Определение напряженности специфического Т-клеточного иммунитета в группах 
риска перед началом эпидсезона может дать прогноз заболеваемости в данной популяции. 
Ключевые слова: SARS-CoV-2; Т-клетки памяти; полуколичественная оценка; IFN-γ; белок нуклеокапсида (N) SARS-CoV-2; 
spike (S)-белок SARS-CoV-2
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Relevance. At the beginning of the COVID-19 pandemic, the primary focus was on the formation of virus-neutralizing antibodies 
against the spike (S) protein and S-specific T cells as the main protective mechanism. Since SARS-CoV-2 is a rapidly mutating virus, 
attention gradually shifted to the nucleocapsid (N) protein, which is more genetically conserved, and the immune response against it.
Objective. Modify our previously patented method for detecting T-cell memory for the SARS-CoV-2 N-protein, to evaluate its sensitivity 
and specificity, and the possibility of introducing a semi-quantitative assessment.
Material and methods. The method was validated using blood samples from office workers in Moscow in 2024–2025. A total of 90 
blood samples from adult volunteers with hybrid immunity (developed after Sputnik vaccination and PCR-confirmed COVID-19 in 
2021–2023) were used. The negative control group consisted of 13 children aged 6 months to 2 years with no history of PCR-confirmed 
SARS-CoV-2 infection.
Anti-S IgG and anti-N IgM/IgG antibodies in serum were detected by ELISA (Vector-Best, Russia, and N-Cov-2-IgG PS, Pasteur 
Institute, Russia). Memory T cells against S or N protein were identified using our patented method (RU Patent 2,780,369 C1), where 
ELISA kits served as antigen sources for lymphocyte stimulation. After 72-hour antigen stimulation, supernatants were collected, and 
IFN-γ (a marker of memory T-cell activation) was quantified.
Results. Thresholds for semi-quantitative assessment of N-specific memory T cells were established: low activity (IFN-γ: 50–100 pg/
mL), normal (100–700 pg/mL), and high (>700 pg/mL). The correlation between T-cell and humoral immunity against N-protein in 
healthy individuals 0.5–2 years post-infection was weak (RS=0.12). However, subjects with high N-specific T-cell activity also had 
high anti-N antibody levels, while virus-naïve individuals showed neither. ROC analysis confirmed method specificity (AUC=0.82, 
p=0.0015).
Conclusion. Our method is suitable for assessing memory T-cell activity against both S and N proteins. Measuring T-cell immunity in 
high-risk groups before epidemic seasons may help predict disease incidence.
Key words: SARS-CoV-2; memory T-cells; semi-quantitative assessment; IFN-γ; nucleocapsid (N) protein; spike (S) protein

For citation: Kapustin I.V., Koteleva S.I., Sandalova S.V., Ramazanova Z.K., Novikova L.I., Odintsov E.E., Blyakher M.S., 
Fedorova I.M. Validation of a method for assessing memory T cells in blood specific to the nucleocapsid protein of SARS-CoV-2 
and producing IFN-γ upon antigen stimulation in vitro.  Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical Laboratory 
Diagnostics). 2025; 70 (10):  678-682 (in Russ.)
DOI: https://doi.org/10.51620/0869-2084-2025-70-10-678-682 
EDN: WMRHHL
For correspondence:  Ivan V. Kapustin, PhD, Leading Researcher, Immunology Laboratory; e-mail: vano-kapusta@inbox.ru 
Information about authors:
Kapustin I.V.,        		 https://orcid.org/0000-0001-6191-260X;
Koteleva S.I.,         	 https://orcid.org/0000-0003-1878-2234;
Sandalova S.V.,     		 https://orcid.org/0000-0002-4548-9888;
Ramazanova Z.K., 	 https://orcid.org/0000-0002-9314-3312;        
Novikova L.I.,        	 https://orcid.org/0000-0002-0307-4561;
Odintsov E.E.,        	 https://orcid.org/0000-0001-5895-2520;
Blyakher M.S.,       	 https://orcid.org/0000-0003-3480-6873;
Fedorova I.M.,        	 https://orcid.org/0000-0002-0335-2752.
Conflict of interest. The authors declare absence of conflict of interest.
Funding. The study was carried out within the framework of the research project No. 1023032300150-2 « Study of the intensity and 
duration of maintenance of specific T-cell immunity to SARS-CoV-2 in patients who have recovered from COVID-19 caused by new 
strains of coronavirus».
Received  23.05.2025
Accepted  30.08.2025
Published 03.10.2025

Наряду с изучением гуморального иммунитета к ви-
русу SARS-CoV-2 следует считать важным выявление 
у переболевших и вакцинированных лиц  специфиче-
ских Т-клеток памяти [1].   Ее «носителями» являются 
CD4+ и CD8+ Т-лимфоциты. При вирусной инфекции 
CD8+ Т-клетки напрямую уничтожают инфицирован-
ные клетки, в то время как CD4+ Т-клетки «помогают» 
посредством выработки цитокинов образованию спец-
ифических антител и регулируют продолжительность 
и эффективность CD8+ Т-клеточные реакции [2, 3]. В 
начале пандемии COVID-19 основное внимание им-
мунологов было в большей степени сосредоточено на 
формировании вирус-нейтрализующих антител про-
тив spike (S)-белка вируса и Т-клеток, распознающих 
S-белок, как на основном защитном механизме [4]. Од-
нако, поскольку SARS-CoV-2 - быстро мутирующий 
вирус, постепенно возросло внимание к белку нукле-
окапсида (N-белку), более консервативному в генети-
ческом отношении [5, 6]. Теперь включение N-белка в 
состав вакцин представляется приемом, необходимым 

для предотвращения волн заболеваемости COVID-19 
[7 - 9], а исследование Т-клеточного иммунитета про-
тив белка нуклеокапсида SARS-CoV-2 считается важ-
ным элементом иммуномониторинга у непривитых 
лиц, особенно у детей [10].

Существует группа методов, которую называют 
IGRA-тестами (interferon gamma realising assay), так 
как они позволяют выявлять специфические Т-клетки 
в общем пуле лимфоцитов по их способности продуци-
ровать IFN-γ, если в культуру лимфоцитов добавлены 
антигены соответствующего вируса (ELISPOT, метод 
внутриклеточного окрашивания цитокинов (ICS)) [10, 
11]. Эти методы плохо подходят для эпидемиологи-
ческого надзора из-за их сложности и дороговизны. 
Скрининговый метод, ранее предложенный нами для 
оценки Т-клеточной памяти к S-белку SARS-CoV-2 
[12], лишен этих недостатков и доступен большинству 
иммунологических лабораторий, хотя, возможно, и ме-
нее чувствителен, чем более тонкие методы. 

При оценке специфического иммунного ответа 
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важным вопросом является величина ответа и едини-
цы измерения его. Специфический гуморальный ответ 
изучается больше 100 лет; объект исследования (спец-
ифические иммуноглобулины и их классы), а также ме-
тоды количественного анализа унифицированы, оценка 
величины иммунного ответа проста. Для оценки силы 
гуморального специфического иммунного ответа для 
разных инфекций разработаны международные и наци-
ональные стандартные растворы, содержащие извест-
ное количество специфических антител. Для COVID-19 
это   международный стандарт ВОЗ для иммуноглобу-
линов к SARS-CoV-2 (код NIBSC 20/136) [13]. 

Для специфического клеточного иммунного ответа 
создание таких стандартов невозможно. В настоящее вре-
мя среди большого спектра методов не выбран даже тот, 
который наиболее пригоден для стандартизации и рутин-
ного применения. Однако задача перехода от выявления 
Т-клеток памяти к полуколичественной оценке активности 
специфического Т-клеточного иммунитета уже ставится 
различными исследовательскими группами и фирмами, 
выпускающими реагенты на основе IGRA-тестов [14, 15]. 

ЦЕЛЬ настоящей работы - модифицировать запа-
тентованный метод для выявления Т-клеточной памяти 
к N-белку SARS-CoV-2, оценить его чувствительность 
и специфичность, и возможность введения количе-
ственной оценки.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ. 
Валидация метода проведена на образцах кро-

ви офисных работников в период с сентября 2024 по 
апрель 2025 года в г. Москве. Всего использованы 90 
образцов крови взрослых добровольцев, у которых 
в ходе иммунизации вакциной Спутник V и ПЦР-
подтвержденного заболевания COVID-19 в 2021-2023 
годах сформировался гибридный иммунитет против 
коронавируса SARS-CoV-2 (группа 1). Группа 2 (отри-
цательный контроль) представлена 13 детьми в возрас-
те 6 месяцев - 2 лет, госпитализированными в ИКБ № 1 
г. Москвы с диагнозом «коклюш» и не имевших в анам-
незе и на момент обследования ПЦР-подтвержденной 
SARS-CoV-2- инфекции.

Все обследованные дали письменное информиро-
ванное согласие на участие в исследовании, одобрен-
ном Этическим комитетом ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. 
Габричевского (протокол № 70 от 29.08.2024).

Антитела к S(spike)-гликопротеину SARS-CoV-2 
класса IgG и класса IgM к S-гликопротеину и N(nuclear)-
белку в сыворотке крови определяли методом ИФА с 
помощью тест-систем SARS-CoV-2-IgG- ИФА-БЕСТ и 
SARS-CoV-2-IgM-ИФА-БЕСТ (АО «Вектор-Бест», Рос-
сия), а также тест-систем 
N-Cov-2-IgG PS (Инсти-
тут Пастера, Россия).

Для выявления Т-кле-
ток памяти против S- или 
N-белка SARS-CoV-2 те 
же ИФА наборы исполь-
зовались как источник 
антигенов для стимуляции 
лимфоцитов крови. Под-
робно метод стимуляции 
CD4+ и CD8+ лимфоци-

тов S-белком SARS-CoV-2, контроль их активации с 
помощью проточной цитометрии и иммуноферментно-
го анализа описан в статье [12].  Процедура состоит из 
выделения лимфоцитов в градиенте плотности гистопа-
ка-1,077, нанесении их в лунки ИФА-планшета с антиге-
нами или без, 72-часовой инкубации при 37 оС и 5% СО2, 
сбора супернатантов и определения в них концентрации 
IFN-γ (тест-система гамма-Интерферон-ИФА-БЕСТ АО 
«Вектор-Бест», Россия),  являющегося продуктом анти-
генной стимуляции.

Статистический анализ и графические рисунки вы-
полняли с использованием пакета Microsoft Office Excel 
2010 (Microsoft Corporation, Seattle, USA) и программ-
ного обеспечения GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Soft-
ware Inc). Достоверность различий между группами 
оценивали по критерию Манна-Уитни. Анализ ROC-
кривых проводили по вычислению значений площадей 
под кривыми (AUC) и по определению пороговых отсе-
чений концентрации IFN-γ, при которой имелся баланс 
между чувствительностью и специфичностью метода. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Сочетание поствакцинального и постинфекционного 

иммунитета, (гибридный иммунитет) в анамнезе добро-
вольцев (по данным 2021-2023 годов) позволял ожидать 
наличие у них иммунитета и против spike-антигена, и 
против белка нуклеокапсида. Серологический анализ 
показал, что в 2025 году в крови участников исследо-
вания сохранялись антитела к S-белку SARS-CoV-2. 
Их концентрация была не ниже 150 BAU/мл (Ме=456, 
Q1 -Q3. (305; 1071). В то же время отсутствие антител к  
N-белку или очень низкая, их концентрация (менее 32 
BAU/мл), было отмечено у 7%  группы. 

Напряженность Т-клеточного иммунитета против 
S-белка у этих участников исследования в 2025 году ши-
роко варьировала, а распределение ее величины в целом 
совпадало с таковым, проведенным нами в 2023 г. на 
249 образцах Т-лимфоцитов [16]. В этом исследовании 
2024 г. было показано, что границами между низкой, 
нормальной и высокой активностью Т-клеток, стимули-
рованных S-антигеном могут быть соответственно Q1 и 
Q3,  В соответствии с этим низкой считалась активность 
Т-клеток памяти к S-белку при продукции от 50 до 100 
пг/мл, нормальной - 100 - 1000 пг/мл и высокой - выше 
1000 пг/мл. Использование такого алгоритма, позволило 
полуколичественно в выборке 2025 года оценить у лю-
дей сохранность Т-клеточного иммунитета: 40% из 90 
образцов относились к интервалу низкой активности 
Т-клеток памяти к S-белку, еще 41% характеризовались 
нормальной активностью, 18% - высокой. 

Для каждого из 90 образцов крови были также при-

Обследованные
S-белок N-белок

Клеточный ответ 
(IFN-γ , пг/мл) Антитела (BAU/мл) Клеточный ответ 

(IFN-γ , пг/мл)
Антитела (BAU/

мл)

Группа 1 355,0*
(118,2; 1080,0)

730,5*
 (355,5; 1543,0)

320,0 *
(131,5; 732,3)

96,0 *
(46,5; 250,8)

Группа 2 0,0
(0,0; 4,0)

21,0
 (2,5; 89,5)

1,0 
(0,0; 3,0)

0,0 
(0,0; 2,5)

Примечание. * - Значимое отличие между группами при p <0,05.

Статистические (Ме; Q1 -Q3) параметры Т-клеточного и  
гуморального иммунитета у лиц с гибридным иммунитетом  

против SARS-CoV-2 и в контрольной группе
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готовлены пробы, стимулиро-
ванные N-белком SARS-CoV-2 . 

Сопоставление Т-клеточного 
и гуморального иммунитета к 
обоим антигенам вируса при-
ведено в таблице . Указаны ре-
зультаты контрольной группы, 
которая была представлена деть-
ми, так как в 2025 году в Москов-
ском регионе практически невоз-
можно найти взрослых людей, 
не имевших контакта с вирусом 
SARS-CoV-2 .

Для определения границ 
между низкой, нормальной и вы-
сокой активностью Т-клеток па-
мяти против N-белка как и в ра-
боте [16] использованы Q1 и Q3 . 
С практической точки зрения для 
использования не только в этой, 
но и в дальнейшей работе, удоб-
нее обозначить в качестве границ 
нормального диапазона не 131,5 
и 732,3 пг/мл, а округленные зна-
чения: 100 и 700 пг/мл .

В соответствии с этими гра-
ницами в обследованной нами 
выборке из 90 образцов из крови 
здоровых людей Т-клетки памя-
ти к N-белку проявляют низкую 
активность в 26 % случаев, нор-
мальную активность - в 34% и в 
14% - высокую . Низкая актив-
ность этих клеток при стимуля-
ции N-белком in vitro выражает-
ся продукцией IFN-γ от 50 до 100 
пг/мл, нормальная – 100-700 пг/
мл, высокая – выше 700 пг/мл .

Корреляция между показате-
лями специфического Т-клеточ-
ного и гуморального иммунитета 
против SARS-CoV-2 у здоровых 
людей через 0,5-2 года после пере-
несенного заболевания в данной 
выборке слабая (R= 0,12 по Спир-
мену) . Однако, у лиц с высокой 
антиген-специфической активно-
стью Т-клеток к N-белку и уро-
вень антител против этого анти-
гена в крови также высок (рис . 1) .

С другой стороны, оценка 

Рис . 1 . Медианы содержания IgG-антител (BAU/
мл) против N-белка SARS-CoV-2 в крови лиц, раз-
личающихся по уровню активности Т-клеток па-
мяти к этому антигену . По оси абсцисс – уровень 
активности Т-клеток памяти (1 - низкий, 2 – нор-
мальный, 3 - высокий), по оси ординат – концен-
трация IgG-антител (BAU/мл) . 

Рис . 2 . Медианы активности Т-клеток памяти 
(продукции IFN-γ, стимулированной N-белком 
SARS-CoV-2) у лиц, различающихся по уровню 
IgG-антител против этого антигена в крови . По оси 
абсцисс – уровень антител к N-белку (1 - низкий, 
2 - высокий), по оси ординат – концентрация IFN-γ 
(пг/мл) .  

концентрации IgG-антител против N-белка по инструк-
ции производителя, как очень высокой сочеталась с тем, 
что антиген-специфическая активация Т-лимфоцитов 
N-белком у тех же людей также находилась в «верхнем 
разряде»  (рис . 2)

Анализ ROC-кривой (рис .3) показывает четкое соот-
ветствие между этими параметрами . Так же можно проде-
монстрировать специфичность метода, модифицирован-
ного для определения Т-клеток памяти против N-белка, 
при сравнении проб от людей с гибридным иммунитетом 
к вирусу SARS-CoV-2 и проб контрольной группы, не кон-
тактировавшей с этим вирусом(AUC = 0,82, р = 0,0015) .

Рис . 3 . ROC-кривая, полученная при исследовании 
продукции IFN-γ Т-клетками после их стимуляции 
N-белком вируса SARS-CoV-2 у доноров с высо-
ким уровнем антител к этому белку и у доноров 
без антител .

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Определены границы для 

полуколичественной оценки 
сохранения Т-клеточной па-
мяти против N-белка SARS-
CoV-2 . Полученные результаты
показывают, что предложенный 
метод подходит для определения 
активности Т-клеток памяти не 
только к S-белку, но и к N-белку 
SARS-CoV-2 . Предстоит опреде-
лить биологический смысл низ-
кой, нормальной и высокой гра-
ниц активности Т-клеток, специ-
фичных к N-белку SARS-CoV-2, 
как это было сделано нами для 
S-белка, когда в этих границах 
было показано значимое разли-
чие показателей у здоровых лю-
дей и у пациентов, перенесших 
COVID-19, а также постепенное 
и значимое возрастание уровня 
активности Т-клеток у одних и 
тех же здоровых людей на этапах 
вакцинации, ревакцинации, а за-
тем и прорывной инфекции [16] .

После этого в дальнейшем 
определение напряженности 
специфического Т-клеточного 
иммунитета в группах риска пе-
ред началом эпидсезона может 
дать прогноз заболеваемости в 
данной популяции . 
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