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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Потенциальное нежелательное действие вспомогательных веществ (ВВ) био-
логических лекарственных препаратов (БЛП) и сложности их аналитического контроля 
представляют значительную проблему при разработке и экспертизе лекарственных 
средств. Современные аналитические методы и инновационные подходы к подбору ВВ 
позволяют минимизировать риски и усовершенствовать контроль качества БЛП.
ЦЕЛЬ. Анализ современных методов количественного определения вспомогательных ве-
ществ в биологических лекарственных препаратах и оценка перспектив их применения 
для совершенствования лабораторной экспертизы при регистрации и подтверждения со-
ответствия качества препаратов при вводе в гражданский оборот.
ОБСУЖДЕНИЕ. Поиск литературы проводился с использованием баз данных SciFinder, 
PubMed, eLIBRARY.RU. Представлены данные о функциональной классификации ВВ. Про-
веден анализ потенциального нежелательного действия ВВ: риск сахарозной нефропатии 
при применении внутривенных препаратов иммуноглобулинов, содержащих сахарозу; ги-
погликемия, изменение метаболизма аминокислот, снижение синтеза нуклеиновых кислот 
и угнетение функциональной активности тромбоцитов вследствие высокой концентра-
ции натрия каприлата в препаратах альбумина. Важным аспектом оценки безопасности 
использования ВВ является изучение продуктов их деградации. Представлены данные 
о путях решения проблем, связанных с деградацией ВВ, включая снижение содержания 
или замену ВВ, как в случае с натрия каприлатом, которые многие производители исклю-
чают из состава рецептур БЛП. Рассмотрены инновационные подходы к поиску новых 
адъювантов (MF59, АS01, АS03, AS04, RC-529), совмещающих функции индукторов иммун-
ного ответа и систем доставки. Представлены данные об использовании математического 
моделирования при выборе состава композиции ВВ. Проведен анализ современных ана-
литических методов количественного определения ВВ, включая жидкостную и газожид-
костную хроматографию, спектрофотометрические методы для количественной оценки 
наиболее значимых ВВ в БЛП (аминокислоты, полисорбаты, фенол, феноксиэтанол, бензи-
ловый спирт, натрия каприлат). Рассмотрены перспективные методики, такие как эксклю-
зионная ВЭЖХ для оценки полисорбата 80, HILIC ВЭЖХ для селективного количественного 
определения аминокислот в составе композиции, гидрофильная ВЭЖХ с рефрактометри-
ческим детектированием и ионообменная ВЭЖХ с амперометрическим детектировани-
ем для анализа стабилизаторов углеводной природы (сорбит, маннит, трегалоза, глюкоза, 
лактоза, сахароза, мальтоза), а также газожидкостная хроматография для идентификации 
и количественной оценки 2-феноксиэтанола и м-крезола.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Выбор ВВ для БЛП представляет собой комплексную задачу, требующую 
разработки стратегии контроля не только установленных норм их содержания, но и воз-
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можных продуктов деградации. Разработка унифицированных аналитических методик 
для количественного определения ВВ является основным направлением для обеспечения 
качества БЛП на этапах регистрационной экспертизы и ввода в гражданский оборот.

Ключевые слова: 	 вспомогательные вещества; биологические лекарственные препараты; функциональная 
классификация; стабильность; деградация; высокоэффективная жидкостная 
хроматография; ВЭЖХ; консерванты; стабилизаторы; адъюванты; контроль качества

Для цитирования: 	 Минеро А.С., Рунова О.Б., Щербаченко И.М., Устинникова О.Б. Вспомогательные 
вещества в составе биологических лекарственных препаратов: функциональная 
классификация, проблемы стабильности, аналитические подходы к определению.  
БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2025;25(3):307–320.  
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2025-25-3-307-320

Финансирование. Работа выполнена в рамках государственного задания ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России № 056-00001-25-00 на прове-
дение прикладных научных исследований (номер государственного учета НИР № 124022200103-5).
Потенциальный конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

Excipients in biological medicinal products: 
Functional classification, stability issues, and 
analytical quantitation approaches
Anastasia S. Minero , Olga B. Rounova, Irina M. Shcherbachenko,  
Olga B. Ustinnikova

	 Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, 8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, 
Russian Federation

 Anastasia S. Minero; minero@expmed.ru

ABSTRACT	 INTRODUCTION. When developing and evaluating new biological products (BP), potential ad-
verse action and complicated analytical procedure are a specific issue. Innovative analytical 
methods and selection of excipients allow for risk minimisation and enhanced quality control 
of biological products.
AIM. This study aimed to analyse modern quantitative approaches to BP excipients and assess 
their prospects in improving laboratory expertise during authorisation and quality compliance 
testing of a biological product that has been launched into the commercial market.
DISCUSSION. The literature search was performed using SciFinder, PubMed, and eLIBRARY.RU 
databases. The authors showed data on functional classification of the excipients. Potential 
adverse effects were analysed, including sucrose nephropathy when using intravenous immu-
noglobulin preparations containing sucrose; hypoglycaemia; changes in amino acid metabo-
lism; decreased DNA and RNA synthesis, and inhibition of platelet function caused by elevated 
sodium caprylate in albumin preparations. Analysed methods are based on excipient degrada-
tion. Possible solutions have been described (reduction or replacement with another excipient, 
such as sodium caprylate excluded from the BPs of many manufacturers). Innovative search 
approaches were used for new adjuvants (MF59, АS01, АS03, AS04, and RC-529) combining 
immune response inducers and delivery systems. The described mathematical model was used 
to select excipient composition. The authors analysed literature covering analytical methods 
for excipient quantitation, including liquid and gas-liquid chromatography and spectropho-
tometric quantitation methods of the most significant excipients in BPs (amino acids, poly
sorbates, phenol, phenoxyethanol, benzyl alcohol, and sodium caprylate). Prospects of differ-
ent analytical techniques were considered (size-exclusion HPLC for evaluation of polysorbate 
80, HILIC HPLC for selective quantitation of amino acid components, hydrophilic HPLC with 
refractometric detection and ion-exchange HPLC with amperometric detection for selective  
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quantitation of carbohydrate stabilisers (sorbitol, mannitol, trehalose, glucose, lactose, sucrose, 
maltose), as well as gas-liquid chromatography for 2-phenoxyethanol and m-cresol.
CONCLUSIONS. Selecting BP excipients is a complex task that requires a control strategy not 
only for established concentrations, but also for products of possible degradation. Developing 
unified analytical methods for excipient quantitation is a priority for quality assurance of BPs 
authorised and launched into the commercial market.

Keywords: 	 excipients; biological products; functional classification; stability; degradation; high 
performance liquid chromatography; HPLC; preservatives; stabilisers; adjuvants; quality control
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ВВЕДЕНИЕ
На рубеже 2000-х гг. произошли значитель-

ные изменения в подходах к изучению вспо-
могательных веществ (ВВ) лекарственных пре-
паратов. В настоящее время исследование их 
влияния на безопасность и эффективность пре-
паратов представляет собой самостоятельное 
направление фармацевтической науки [1].

ВВ являются критически важным компо-
нентом лекарственных препаратов, обеспе-
чивающим их механические, физико-химиче-
ские и биофармацевтические характеристики. 
Особое значение их состав и концентрация при-
обретают в биологических лекарственных пре-
паратах (БЛП), где сложная и лабильная приро-
да действующего вещества (белки, нуклеиновые 
кислоты и др.) обусловливает высокую чувстви-
тельность к составу ВВ. Эти вещества играют 
ключевую роль в поддержании стабильности 
препаратов, предотвращая агрегацию, сорбцию 
на поверхности первичной упаковки, окисление 
и другие пути деградации, что в конечном ито-
ге определяет терапевтическую эффективность 
и безопасность БЛП.

Актуальность исследования определяется 
острой необходимостью разработки надежных 
подходов к количественной оценке ВВ в БЛП. 
Основная сложность заключается в количе-
ственном определении ВВ в составе готовой 
лекарственной формы БЛП с учетом широкой 
номенклатуры ВВ, включающей стабилизаторы, 
буферные системы, поверхностно-активные ве-
щества (ПАВ), антиоксиданты, антимикробные 
консерванты, регуляторы кислотности, что тре-
бует разработки высокочувствительных и селек-
тивных методик для каждого химического клас-
са веществ [2]. Существенные трудности создает 

отсутствие унифицированных валидированных 
методик, а также матричные эффекты, обуслов-
ленные присутствием высокомолекулярного 
действующего вещества, других ВВ и продуктов 
деградации. Эти факторы значительно осложня-
ют оценку качества БЛП при проведении лабо-
раторной фармацевтической экспертизы в про-
цессе регистрации и подтверждения качества 
при вводе препаратов в гражданский оборот.

Цель работы — анализ современных методов 
количественного определения вспомогатель-
ных веществ в биологических лекарственных 
препаратах и оценка перспектив их применения 
для совершенствования лабораторной экспер-
тизы при регистрации и подтверждения соот-
ветствия качества препаратов при вводе в гра-
жданский оборот.

Поиск информации проводили с использова-
нием баз данных SciFinder, PubMed, eLIBRARY.RU 
по ключевым словам на русском и английском 
языках: «вспомогательные вещества», «биоло-
гические лекарственные препараты», «стаби-
лизаторы», «белки», «аминокислоты», «поверх-
ностно-активные вещества», «солюбилизаторы», 
«лиофилизация», «фармакопея», «ВЭЖХ», “ex-
cipients”, “biological products”, “stabilizers”, “pro-
teins”, “amino acids”, “surfactants”, “solubilizer”, 

“liofilisation”, “pharmacopoeia”, “HPLC” и др. Были 
проанализированы обзорные, оригинальные 
статьи, а также патенты, опубликованные в пе-
риод c 2014 по 2024 гг.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Классификация вспомогательных веществ

В настоящее время в Российской Федерации 
и за рубежом придерживаются функциональной 
классификации ВВ1, учитывающей различные 

1	 United States Pharmacopeia and National Formulary (USP-NF). USP and NF excipients, listed by functional category. USP; 2025.
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функциональные роли одного и того же веще-
ства. В зависимости от основной функции ВВ 
разделяют на более чем 40 функциональных 
классов. Установлено, что вариабельность со-
става ВВ в пределах одного функционального 
класса может существенно влиять на эффектив-
ность и профиль безопасности лекарственных 
средств даже в случае одинакового действую-
щего вещества [3].

Список ВВ представлен в базах данных раз-
личных стран. В США Управление по контролю 
за качеством продуктов питания и лекарственных 
средств (Food and Drug Administration, FDA) пуб-
ликует справочник вспомогательных (неактив-
ных) веществ2 (Inactive Ingredient Database, IID).  
Японский совет по фармацевтическим ВВ (Japan 
Pharmaceutical Excipients Council) систематизи-
рует данные о ВВ, способах их применения и влия-
ния на пациентов, публикуя словарь фармацев-
тических ВВ (Japanese Pharmaceutical Excipients 
Directory, JPED). В странах Евразийского эко-
номического союза применяется классифика-
тор ВВ, используемых при производстве лекар-
ственных средств3.

Свойства ВВ и требования к ним, включая 
физические характеристики, подлинность, хи-
мическую и микробиологическую чистоту, ре-
гламентированы в отдельных монографиях 
Европейской фармакопеи, а также в общей 
монографии Substances for pharmaceutical use4. 
В 2024 г. в Европейскую фармакопею включена 
монография Functionality-related characteristics 
of excipients5, имеющая рекомендательный ста-
тус, согласно которой информация о новых ВВ, 
помимо указания их функциональных характе-
ристик, может содержать сведения о рекомен-
дуемых методиках определения и установлен-
ном диапазоне количественного содержания.

В соответствии с руководством Европейского 
агентства по лекарственным средствам 
(European Medicines Agency, EMA) Guideline on 
the chemistry of active substances6 для новых 
ВВ рекомендуется предоставить подробное 
описание процесса производства и очистки, 
физических и химических свойств, валидиро-
ванные аналитические методики по оценке 

подлинности, количественного определения, 
посторонних примесей, остаточных раствори-
телей, данные по контролю стабильности7 и ис-
следованиям безопасности и иммуногенности.

Функциональная роль вспомогательных 
веществ в биологических лекарственных 
препаратах

Роль вспомогательных компонентов 
в БЛП, представляющих собой преимуществен-
но растворы или лиофилизаты веществ белко-
вой и/или полисахаридной природы, сводится 
к выполнению нескольких критически важных 
функций, баланс которых обеспечивает опти-
мальный профиль эффективности и безопас-
ности готового продукта: 1) поддержание фи-
зико-химической стабильности действующего 
вещества; 2) модуляция иммуногенных свойств; 
3) предотвращение микробной контаминации. 
Следует отметить, что роль конкретного ВВ 
редко ограничивается единственной функцией. 
Как правило, наблюдается комплексное воздей-
ствие как на действующее вещество, так и на его 
молекулярное окружение. При этом особую зна-
чимость приобретает вопрос стабильности бел-
ковых молекул. В естественных условиях белки 
сохраняют свою нативную структуру и функци-
ональную активность благодаря сложному ми-
кроокружению, однако при выделении и поме-
щении в буферные растворы они часто теряют 
стабильность. Понятие белковой стабильности 
включает несколько аспектов: 1)  сохранение 
биологической активности; 2) устойчивость 
к различным видам денатурации (конфор-
мационные изменения, процессы агрегации 
и полимеризации, окислительная модификация, 
дезамидирование и др.).

Наиболее распространенные ВВ в БЛП, отне-
сенные по основному типу действия к опреде-
ленным функциональным категориям8 (табл. 1), 
могут проявлять в составе конкретного БЛП до-
полнительные свойства.

Действие стабилизаторов, представленных 
в таблице 1, направлено преимущественно 
на предотвращение агрегации и денатурации 
белковых молекул, а также на сохранение их 

2	 www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/iig/index.cfm
3	 Евразийская экономическая комиссия. Классификатор вспомогательных веществ. https://portal.eaeunion.org/sites/

odata/_layouts/15/portal.eec.registry.ui/directoryform.aspx?viewid=c930669b-d628-42e4-999a-06adf5c3609e&listi-
d=0e3ead06-5475-466a-a340-6f69c01b5687&itemid=352#

4	 07/2025:2034 Substances for pharmaceutical use. European Pharmacopoeia. 11th ed.; 2008.
5	 07/2024:51500 Functionality-related characteristics of excipients (FRC). European Pharmacopoeia. 11th ed.; 2008.
6	 Guideline on the chemistry of active substances (EMA/321776/2024). EMA; 2024. 
7	 Guideline on excipients in the dossier for application for marketing authorisation of a medicinal product. (EMEA/CHMP/

QWP/396951/2006). EMA; 2008.
	 Guidance for Industry. Nonclinical studies for the safety evaluation of pharmaceutical excipients. FDA; 2005.
8	 United States Pharmacopeia and National Formulary (USP-NF). USP and NF excipients, listed by functional category. USP; 2025.

https://portal.eaeunion.org/sites/odata/_layouts/15/portal.eec.registry.ui/directoryform.aspx?viewid=c930669b-d628-42e4-999a-06adf5c3609e&listid=0e3ead06-5475-466a-a340-6f69c01b5687&itemid=352#
https://portal.eaeunion.org/sites/odata/_layouts/15/portal.eec.registry.ui/directoryform.aspx?viewid=c930669b-d628-42e4-999a-06adf5c3609e&listid=0e3ead06-5475-466a-a340-6f69c01b5687&itemid=352#
https://portal.eaeunion.org/sites/odata/_layouts/15/portal.eec.registry.ui/directoryform.aspx?viewid=c930669b-d628-42e4-999a-06adf5c3609e&listid=0e3ead06-5475-466a-a340-6f69c01b5687&itemid=352#
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нативной структуры. Для стабилизации бел-
ковых молекул в готовом БЛП, как правило, 
применяют композиции из нескольких ВВ. 
Так, например, крио- и лиопротекторы, изо-
тонирующие агенты, а также антиоксидан-
ты проявляют стабилизирующие свойства 
в отношении белковых растворов благода-
ря синергетическому эффекту совместимых 
растворенных компонентов в составе различ-
ных композиций [4, 5]. Данный эффект позво-
ляет рассматривать композиции аминокислот, 
сахаров и/или полиолов в качестве альтерна-
тивы высокомолекулярному стабилизатору  — 
человеческому сывороточному альбумину. 
Известно свойство аргинина стабилизиро-
вать белковые молекулы, подавляя их агрега-
цию в результате взаимодействия с боковыми 
цепями аминокислотных остатков [6]. Кроме 
того, аргинин влияет на температуру стекло-
вания, изменяя кинетическую стабильности 
молекулы белка [7, 8].

ВВ углеводной природы, кроме перечис-
ленных в таблице 1 функций, применяются 

в качестве разбавителей и наполнителей, 
обеспечивающих необходимые физико-хими-
ческие свойства, такие как твердость и распа-
даемость (например, маннит и сорбит) [11, 12]. 
Маннит и сорбит применяются в качестве на-
полнителей в основном для лиофилизирован-
ных форм моноклональных антител и вакцин, 
а также таблетированной лекарственной фор-
мы препаратов аллергенов. Лактоза использу-
ется в составе вакцин; мальтоза — в препаратах 
иммуноглобулина человека нормального, а так-
же в составе некоторых генно-инженерных им-
муносупрессивных препаратов. Сахароза 
входит в состав препаратов факторов свер-
тываемости крови, моноклональных анти-
тел, пегилированных интерферонов, сомато- 
тропинов, иммунодепрессивных препа-
ратов. Глюкоза присутствует в некоторых 
препаратах иммуноглобулина человека 
нормального, а трегалоза — в отдельных генно-
инженерных препаратах. Перечисленные соеди-
нения могут присутствовать в БЛП в различных  
композициях.

9	 United States Pharmacopeia and National Formulary (USP-NF). USP and NF excipients, listed by functional category. USP; 2025.

Таблица 1. Основные вспомогательные вещества, входящие в состав биологических лекарственных препаратов
Table 1. Typical excipients found in biological medicinal products

Функциональная категория
Functional category 

Наименование вспомогательного вещества
Name of excipient

Буферные вещества
Buffering agents

Натрия фосфат, калия фосфат, натрия сукцинат, натрия цитрат, натрия ацетат, гистидин, 
аланин, аргинин, лизин, лимонная кислота, аспарагиновая кислота, глутаминовая кислота
Sodium phosphate, potassium phosphate, sodium succinate, sodium citrate, sodium acetate, histidine, 
alanine, arginine, lysine, citric acid, aspartic acid, glutamic acid 

Поверхностно-активные 
вещества
Surfactants

Полисорбат 80, полисорбат 20, полоксамер 188, пальмитиновая кислота, натрия лаурил 
сульфат
Polysorbate 80, polysorbate 20, poloxamer 188, palmitic acid, sodium lauryl sulfate 

Крио- и лиопротекторы 
Cryo- and lyoprotectors

Сахароза, декстран 40, глицин, лактоза, маннит, трегалоза
Sucrose, dextran 40, glycine, lactose, mannitol, trehalose 

Изотонирующие агенты
Tonicity agents

Декстроза, гуанидина гидрохлорид, магния хлорид, мальтоза, глюкоза, калия хлорид, 
натрия хлорид, сорбит, глицерин
Dextrose, guanidine hydrochloride, magnesium chloride, maltose, glucose, potassium chloride, 
sodium chloride, sorbite, glycerin 

Регуляторы pH
pH regulators

Фосфорная кислота, натрия гидроксид, натрия бикарбонат, натрия карбонат
Phosphoric acid, sodium hydroxide, sodium bicarbonate, sodium carbonate 

Антимикробные 
консерванты
Antimicrobial preservatives

Фенол, тиомерсал, бензиловый спирт, кальция хлорид, метакрезол, метилпарабен, 
пропилпарабен
Phenol, thimerosal, benzyl alcohol, calcium chloride, metacresol, methylparaben, propylparaben 

Стабилизаторы
Stabilisers

Натрия каприлат, каприловая кислота, альбумин человека, протамин сульфат, цинк, глицин, 
аргинин, пролин, лизин, N-ацетил-DL-триптофан
Sodium caprylate, caprylic acid, human albumin, protamine sulfate, zinc, glycine, arginine, proline, 
lysine, N-acetyl-DL-tryptophan 

Солюбилизаторы
Solubilisers

Полиэтиленгликоль 3350, полиэтиленгликоль 6000
Polyethylene glycol 3350, polyethylene glycol 6000 

Антиоксиданты
Antioxidants

Метионин, никотинамид
Methionine, nicotinamide 

Таблица составлена авторами с использованием данных USP9 и источников [9, 10] / The table is prepared by the authors using USP9 data and sources [9, 10]
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Содержание углеводных соединений 
в готовых лекарственных формах варьирует 
в широком диапазоне, что определяется типом 
препарата и его дозировкой. Например, в пре-
парате иммуносупрессивного моноклонального 
антитела базиликсимаба содержание сахарозы 
и маннита составляет 20 и 80 мг/флакон соот-
ветственно, тогда как действующего вещества — 
20 мг/флакон. В другом иммуносупрессивном 
препарате белатацепте содержание сахарозы 
достигает 550 мг/флакон, а действующего ве-
щества  — 275 мг/флакон10. Следует отметить, 
что описанный ранее риск развития сахароз-
ной нефропатии при применении внутривенных 
препаратов иммуноглобулина стимулировал 
поиск альтернативных стабилизаторов с крио- 
и лиопротекторными свойствами. Их исполь-
зование в композиции позволило исключить 
или снизить содержание сахарозы в лиофилизи-
рованных формах [13, 14]. Добавление кристал-
лического маннита в рецептуры, содержащие 
сахарозу, уменьшает время восстановления лио-
филизированных препаратов терапевтических 
белков, что, возможно, обусловлено изменени-
ем структуры лиофилизата  — она приобретает 
частично кристаллическое состояние [15].

К числу значимых достижений последних 
лет относятся данные ЯМР-спектроскопии, де-
монстрирующие влияние модификаторов — гли-
церина, сорбита и глюкозы  — на сокращение 
длины водородных связей в основной цепи 
белка [16]. Несмотря на незначительность из-
менений водородной связи, следует учиты-
вать воздействие осмолитов на структуру бел-
ков и потенциально связанных с ней функций 
молекулы.

Несмотря на многолетнюю тенденцию к отка-
зу от использования консервантов в БЛП, их 
применение в ряде случаев остается необхо-
димым11. Консерванты требуются в препаратах 
многодозовых форм выпуска, а также в препа-
ратах, для которых проведение стерилизующей 
фильтрации невозможно и/или обнаружение 
контаминации затруднено из-за непрозрачности 
растворов и др. Наличие в составе БЛП сахаров 
и аминокислот также является фактором, повы-
шающим риск роста микроорганизмов [17].

В качестве консервантов для большинства 
отечественных вакцин и анатоксинов тради-
ционно используют тиомерсал в концентрации 

от 30 до 120 мкг/мл, а также фенол для препа-
ратов аллергенов и некоторых вакцин (напри-
мер, полисахаридных) в концентрации 
от 1,5 до 4,0 мг/мл. Согласно данным L. Stroppel 
с соавт. [18], зарубежные производители чаще 
применяют (в порядке убывания частоты ис-
пользования): м-крезол, бензиловый спирт, 
бензалкония хлорид, хлорбутанол, метил-
парабен и 2-феноксиэтанол. Авторы считают 
перспективным направлением использование 
в качестве альтернативных консервантов ал-
килгликозидов, демонстрирующих высокую ан-
тимикробную активность.

Бензиловый спирт сочетает свойства кон-
серванта и стабилизатора. В производстве 
БЛП это соединение не имеет широкого при-
менения и содержится лишь в отдельных 
препаратах (например, интерферон альфа-2a 
и его пегилированная форма) в концентраци-
ях 9,0–11,0 мг/мл, что соответствует требова-
ниям ВОЗ (допустимая суточная доза до 20 мг/
кг при парентеральном применении)12. В ис-
следованиях показано влияние бензилово-
го спирта на искажение результатов оценки 
аномальной токсичности, что поддержива-
ет аргументацию в пользу отмены данного 
теста [19].

Важно отметить, что консерванты влияют 
на агрегацию белковых молекул. В ряде иссле-
дований показано дозозависимое дестабили-
зирующее действие фенола, 2-феноксиэтанола, 
м-крезола и бензилового спирта [20–23].

Для исследования механизмов стабилизации 
белковых молекул различными ВВ в настоящее 
время широко применяют математические мо-
дели, в частности эмпирические фазовые диа-
граммы. Примером такого подхода является 
изучение агрегации рекомбинантного антиге-
на возбудителя сибирской язвы, проведенное 
с помощью построения фазовой диаграммы 
изменения pH и температуры при определении 
мутности раствора методом флуоресцентного 
анализа для различных ВВ (трегалоза, сорбит, 
маннит, декстроза, натрия цитрат) [24]. Данный 
подход позволяет быстро и эффективно прово-
дить скрининг ВВ [25–27].

Необходимость использования консервантов 
для многодозовых форм стимулировала поиск 
сорастворителей, уменьшающих нежелатель-
ный эффект консервантов. Было установлено, 

10	 Государственный реестр лекарственных средств. https://grls.rosminzdrav.ru/default.aspx
11	 ОФС.1.7.1.0001.15 Аллергены. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд.; 2018.
	 ОФС.1.7.1.0004.15 Вакцины и анатоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд.; 2018.
	 Points to consider on the reduction, elimination or substitution of thiomersal in vaccines (CPMP/BWP/ 2517/00). EMA; 2001.
	 Thimerosal and Vaccines. FDA; 2018
12	 https://iris.who.int/bitstream/handle/10665/364703/9789240054646-eng.pdf?sequence=1
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что триметиламин-N-оксид эффективно подав-
ляет агрегацию IgG, вызванную бензиловым 
спиртом [28]. В отдельных исследованиях пока-
зано дестабилизирующее действие м-крезола 
на вирусоподобные частицы на основе белков 
вируса папилломы человека, адсорбированные 
на геле гидроксида алюминия [29].

Аспекты безопасности вспомогательных 
веществ

Изучение механизма действия стабилизато-
ров белковых молекул и данные об их побочных 
эффектах послужили основанием для пере-
смотра традиционных составов некоторых БЛП 
с длительной практикой клинического примене-
ния. Так, для обеспечения температурной ста-
бильности препаратов альбумина при пастери-
зации ранее традиционно использовали натрия 
каприлат (натриевая соль октановой кислоты) 
[30]. Однако исследования показали, что при-
сутствие в препарате натрия каприлата в зна-
чительных концентрациях способно вызывать 
гипогликемию, изменение метаболизма амино-
кислот, снижение синтеза ДНК и РНК, угнетение 
функциональной активности тромбоцитов и др. 
[31, 32]. В связи с этим большинство зарубеж-
ных и часть отечественных производителей из-
менили состав препаратов альбумина, сократив 
содержание натрия каприлата и включив натри-
евую соль N-ацетил-DL-триптофана [33].

Важным аспектом оценки безопасности ис-
пользования ВВ является изучение продуктов 
их деградации. Некоторые ВВ подвержены де-
градации при нарушении условий хранения. 
При этом образующиеся примеси, как правило, 
остаются вне зоны контроля, что может влиять 
на стабильность БЛП. Примером служат по-
лисорбаты (полисорбат 80 и полисорбат  20)  — 
широко применяемые неионогенные по-
верхностно-активные соединения благодаря 
способности снижать адсорбцию и самоассоци-
ацию белковых молекул путем взаимодействия 
с их гидрофобными частями и конкурентной 
адсорбции [34]. Полисорбаты также способ-
ны эффективно инактивировать оболочечные 
вирусы, например, ксенотропный вирус лейке-
мии мышей и вирус псевдобешенства [31, 35]. 
Однако молекулы полисорбата могут подвер-
гаться гидролизу и/или химическому распа-
ду с образованием нежелательных продуктов 
деградации: эфиры жирных кислот, сорбитаны, 
изосорбиды, альдегиды, кетоны, кислоты, пе-
роксиды, алканы и др. [36, 37]. Известны вари-
анты ферментативного гидролиза сложноэфир-
ной связи полисорбата липопротеинлипазами, 

присутствующими в качестве технологической 
примеси среди остаточных белков клеточной 
линии CHO [38, 39].

Исследования показали, что при непра-
вильном хранении глицерин может окис-
ляться до соответствующих карбонильных 
соединений, образование которых было под-
тверждено методом газовой хроматографии 
с масс-спектрометрическим детектированием 
[40]. Результаты стресс-тестов продемонстри-
ровали снижение содержания терапевтическо-
го белка в БЛП, содержащих глицерин: 66,4% 
в составах с деградированным глицерином 
по сравнению с 95,8% в других составах после 
стресс-теста. Таким образом, можно сделать 
вывод о необходимости не только количествен-
ной оценки, но и анализа возможных струк-
турных изменений ВВ при хранении, изуче-
нии стабильности в реальных или ускоренных  
условиях.

Современные подходы к применению 
вспомогательных веществ в биологических 
лекарственных препаратах

Для усиления иммуногенности вакцинных 
препаратов традиционно используются адъю-
ванты. На смену производным алюминия, дока-
завшим свою эффективность в составе вакцин 
(аттенуированные, инактивированные вирус-
ные вакцины, конъюгированные полисахарид-
ные вакцины и др.), приходят новые поколения 
адъювантов: AS04, содержащий адсорбиро-
ванный MPL (3-O-дезацил-4'-монофосфорил 
липид A  — детоксифицированный липополиса-
харид Salmonella minnesota), и RC-529, содержа-
щий адсорбированный синтетический лиганд 
TLR4 (толл-подобный рецептор 4) [41, 42].

Особый интерес представляют адъюван-
ты на основе водно-масляных эмульсий, со-
стоящие, в отличие от масляных адъювантов 
первого поколения, из метаболизируемых ма-
сел: MF59 (сквален, полисорбат 80, сорбитан 
триолеат) [43], АS01 (комбинация MPL и сапо-
нина) [44], АS03 (сквален, α-токоферол, поли-
сорбат 80) [45, 46].

В Российской Федерации разрешены к при-
менению иммуномодулятор-адъювант полиокси-
доний (сополимер N-окси-1,4-этиленпиперазина 
и (N-карбокси)-1,4-этиленпиперазиния бромида) 
и адъювант совидон (сополимер 2-метил-5-ви-
нилпиридина и N-винилпирролидона), которые 
входят в состав отечественных гриппозных вак-
цин; зарегистрированы вакцина и мультивакци-
на для профилактики коронавирусной инфек-
ции, содержащие адъювант на основе сквалена, 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/lipopolysaccharide
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/lipopolysaccharide
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/salmonella-enterica-serovar-minnesota
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13	 Государственный реестр лекарственных средств. https://grls.rosminzdrav.ru/default.aspx

и вакцина против вируса ветряной оспы, содер-
жащая MPL13 [47, 48].

Современные тенденции в разработке БЛП 
связаны с созданием новых систем доставки. 
Разработка инновационных генотерапевти-
ческих ДНК- и РНК-содержащих препаратов 
основана на применении аденовирусных век-
торов или аденовирусных капсидов [49–51]. 
Для доставки мРНК применяют катионную 
наноэмульсию на основе MF59 и АS03, в кото-
рой для инкапсуляции мРНК использован ка-
тионный липид  — 1,2-диолеоил-3-триметил
аммонийпропан (DOTAP) [52].

Приведенные подходы демонстрируют важ-
ность подбора ВВ как части сбалансированной 
системы, в которой изменение состава (замена 
компонентов, изменение концентрации) может 
нарушить баланс и привести к снижению эффек-
тивности и безопасности БЛП.

Аналитические подходы к оценке 
вспомогательных веществ

В настоящее время для количественной 
оценки ВВ наиболее информативными, высо-
коселективными и относительно доступными 
являются хроматографические методы анализа. 
Данные методы обладают существенными пре-
имуществами перед традиционными методами 
количественного химического анализа, такими 
как спектрофотомерия, колориметрия, титри-
метрия и др., что обусловливает их широкое 
применение. Следует отметить, что для ряда ВВ 
отсутствуют фармакопейные методики количе-
ственного определения, что требует разработки 
производителями так называемых «методик 
фирм» (in-house methods).

Хроматографическое определение поли-
сорбата 80 осуществляется главным образом 
путем анализа продукта гидролиза — олеиновой 
кислоты. Для этого применяют метод обращен-
но-фазовой высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ОФ-ВЭЖХ) [53–56] или газовой 
хроматографии (ГХ) [57] с использованием сле-
дующих типов детекторов: ультрафиолетового 
детектора, детектора заряженного аэрозоля, 
детектора по светорассеянию, масс-спектромет-
рического детектора. Содержание олеиновой 
кислоты в полисорбате 80 разных производи-
телей существенно варьирует  — от 40 до 98%. 
Это ограничивает применимость данного мето-
да в качестве основного способа количествен-
ного определения полисорбата 80 в составе 
большинства лекарственных средств, посколь-
ку требуется использование полисорбата 80 

именно той марки и партии, которая применялась 
при производстве серии препарата. Существуют 
другие подходы, основанные на анализе на-
тивного полисорбата 80 путем его отделения 
от белков методами ОФ-ВЭЖХ в градиентном 
режиме или эксклюзионной ВЭЖХ на различных 
типах сорбентов [58–63].

Спектрофотометрические методы определе-
ния полисорбата 80, основанные на формирова-
нии комплекса полисорбата с солями кобальта 
[64–67], имеют ограниченное применение 
вследствие сложной пробоподготовки, относи-
тельно низкой воспроизводимости и недоста-
точной информативности результатов, посколь-
ку не позволяют выявлять продукты деградации.

Определение аминокислот в составе БЛП 
продолжает оставаться сложной задачей. Это 
связано с высокой трудоемкостью методик, тре-
бующих проведения многоступенчатой пробо-
подготовки, включающей этапы элиминации 
высокомолекулярных компонентов, химической 
модификации аминокислот, разделения смеси 
и последующей идентификации.

Анализ аминокислот проводится с помощью 
различных хроматографических методов: ионо-
обменная ВЭЖХ [68], ОФ-ВЭЖХ [69–72], ГХ [73]. 
Эти методы включают стадию химической моди-
фикации аминокислот различными реагентами, 
такими, как о-фтальдиальдегид — для первичных 
аминокислот, фенилизотиоцианат — для вторич-
ных аминокислот, 6-аминохинолин-N-гидрок-
сисукцинимидил карбамат  — для обоих типов 
аминокислот и для цистеина. Для регистрации 
результатов обычно применяют ультрафиолето-
вый или флуоресцентный детектор. В последние 
годы широко внедряются масс-спектрометриче-
ские (МС) методы детекции, обладающие более 
высокой чувствительностью, специфичностью 
и воспроизводимостью по сравнению с тради-
ционными методами [74].

В работе H. Kaspar с соавт. [75] было проведено 
сравнение трех основных методов анализа ами-
нокислот: ГХ-МС, ВЭЖХ-МС и метода с использова-
нием аминокислотного анализатора. Оценивались 
следующие характеристики: стадия депротеини-
зации, объем пробы, время выполнения анализа, 
стоимость одного анализа и предел количествен-
ного определения. Хроматографические методы 
продемонстрировали преимущества по времени 
анализа и количеству израсходованного образца. 
К особенностям метода ГХ-МС относится меньшая 
стоимость анализа, высокая производительность 
и отсутствие необходимости предварительного 
осаждения белка.
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Для определения фенола используют колори-
метрический метод, основанный на образова-
нии соединений фенола с 4-аминоантипирином 
в присутствии феррицианида калия14, а так-
же метод броматометрического титрования15. 
Определение 2-феноксиэтанола проводят c по-
мощью газовой хроматографии16. Для опреде-
ления бензилового спирта применяют ОФ-ВЭЖХ 
с детекцией в ближней ультрафиолетовой обла-
сти [76, 77].

Методика количественного определения 
натрия каприлата в препаратах человеческо-
го альбумина методом ГХ с использованием 
гептановой кислоты в качестве внутреннего 
стандарта была разработана в 1980-х гг. [78]. 
Позднее был предложен упрощенный и бы-
стрый метод определения содержания натрия 
каприлата с применением ОФ-ВЭЖХ и детек-
тированием в УФ-области [79]. Для повышения 
чувствительности методики содержание натрия 
каприлата оценивали по его основному продук-
ту — октановой кислоте после ее предваритель-
ной дериватизации омега-бромацетофеноном 
и 18-краун-6 с последующим анализом методом 
ОФ-ВЭЖХ на колонке Nova-Pak C18 [80].

Еще один подход к определению содержа-
ния натрия каприлата и каприловой кислоты 
предложен в работе M. Athavale с соавт. [81], где 
использовали спектрофотометрический метод 
с коммерческим набором реагентов для анализа 
свободных жирных кислот (non-esterified fatty 
acids, NEFA). Показано, что чувствительность 
метода составила для каприловой кислоты 
7,21 мкг/мл, для натрия каприлата — 8,31 мкг/мл.

Наиболее распространенными методами ко-
личественного определения стабилизаторов 
углеводной природы являются титриметриче-
ский и спектрофотометрический. Эти методы 
применимы для восстанавливающих углево-
дов, таких как глюкоза, мальтоза и лактоза. 
В молекулах данных сахаридов присутствует 
гликозидная гидроксильная группа, вступаю-
щая в реакции с окислителями с образовани-
ем окрашенных комплексов. Разновидностью 
спектрофотометрического метода является 
ферментативный способ, который приме-
ним как к восстанавливающим, так и к не-
восстанавливающим сахаридам. Кроме того, 
для количественной оценки стабилизаторов 
углеводной природы производители БЛП при-
меняют поляриметрический и рефрактометри-
ческий методы.

Особенности строения углеводов, такие 
как отсутствие хромофорных групп и наличие 
многочисленных гидроксильных групп, обуслов-
ливают выбор основных методов их хромато-
графического определения: ион-эксклюзионная 
ВЭЖХ с применением в качестве неподвижной 
фазы сульфированного полистирола и дивинил-
бензола в водородной форме или в форме ионов 
различных металлов; гидрофильная ВЭЖХ с ис-
пользованием неподвижных фаз на основе по-
лярных полимеров или химически модифициро-
ванного силикагеля. Сахариды характеризуются 
высокими значениями pKa и в щелочных усло-
виях способны ионизироваться, что делает 
возможным их анализ методом ионообменной 
ВЭЖХ.

Применение новых ВВ требует разработки 
новых аналитических подходов для их иденти-
фикации и количественного определения. Так, 
описана методика ВЭЖХ с детектором заряжен-
ного аэрозоля (HPLC-CAD), предназначенная 
для идентификации и определения липидных 
компонентов в инкапсулированных мРНК-вакци-
нах против COVID-19 [82]. Разнообразие методи-
ческих решений усложняет процедуру контроля 
качества БЛП в ходе лабораторной фармацевти-
ческой экспертизы и подтверждения качества. 
Эти сложности связаны с необходимостью ши-
рокого технического оснащения испытательной 
лаборатории и интеграции максимально воз-
можного количества функциональных модулей 
оборудования.

С целью оптимизации процесса оценки каче-
ства БЛП по ряду наиболее востребованных ВВ 
авторами ранее были разработаны следующие 
унифицированные методики:

–– для оценки полисорбата 80 разработана ме-
тодика, основанная на методе эксклюзион-
ной ВЭЖХ, позволяющая косвенно оценивать 
нежелательную деградацию молекулы поли-
сорбата 80 [83, 84];

–– для селективного количественного опреде-
ления аминокислот в составе их композиции 
(метионин, глицин, лизин, пролин, гистидин, 
аргинин) предложена методика на основе 
жидкостной хроматографии гидрофильного 
взаимодействия (hydrophilic interaction liquid 
chromatography, HILIC) с использованием до-
ступного для большинства производителей 
метода ВЭЖХ с УФ-детектированием [85–87];

–– для селективного количественного опреде-
ления стабилизаторов углеводной природы 

14	 01/2008:20515. Phenol in immunosera and vaccines. European Pharmacopeia. 7th ed.; 2018.
15	 Phenol. United States Pharmacopeia. USP41–NF36; 2018.
16	 Phenoxyethanol. United States Pharmacopeia. USP43–NF38: 2020.
	 07/2016:0781. Phenoxyethanol. European Pharmacopeia. 9th ed.; 2016.
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в составе композиций (сорбит, маннит, тре-
галоза, глюкоза, лактоза, сахароза, мальто-
за) разработаны методика гидрофильной 
ВЭЖХ с рефрактометрическим детектирова-
нием и методика ионообменной ВЭЖХ с им-
пульсным амперометрическим детектирова-
нием [88–90];

–– на основе метода газожидкостной хромато-
графии разработана методика определения 
фенола, которая также может быть рассмотре-
на для оценки 2-феноксиэтанола и м-крезола 
[91, 92].
Данные методики апробированы на широ-

ком спектре БЛП и могут быть верифицированы 
производителями с целью использования на лю-
бых стадиях жизненного цикла БЛП.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенный анализ позволил системати-

зировать данные о функциональной класси-
фикации ВВ, используемых в БЛП, определить 
вещества, наиболее часто применяемые в ре-
цептурах БЛП, и установить их влияние на фар-
макологические свойства действующих веществ. 
Результаты исследования показали, что вариа-
бельность состава ВВ в пределах одного функ-
ционального класса может существенно влиять 
на эффективность и профиль безопасности ле-
карственных средств, даже в случае одинаково-
го действующего вещества.

В работе рассмотрены данные о потенци-
альном нежелательном действии ВВ, включая 
риск сахарозной нефропатии при применении 
внутривенных препаратов иммуноглобулинов, 
содержащих сахарозу; гипогликемию, измене-
ние метаболизма аминокислот, снижение син-
теза нуклеиновых кислот и угнетение функцио
нальной активности тромбоцитов вследствие 

высокой концентрации натрия каприлата в пре-
паратах альбумина. Важным аспектом оценки 
безопасности использования ВВ является изуче-
ние продуктов их деградации.

В исследовании проанализированы современ-
ные подходы к выбору ВВ. Рассмотрены иннова-
ционные подходы к поиску новых адъювантов, 
совмещающих функции индукторов иммунного 
ответа и систем доставки. Представлены данные 
об использовании математического моделиро-
вания при выборе состава композиции ВВ.

Особое внимание уделено современным ана-
литическим методам количественного опреде-
ления ВВ. Освещены унифицированные анали-
тические методики, разработанные авторами 
с целью оптимизации процесса оценки каче-
ства БЛП по ряду наиболее востребованных ВВ, 
предназначенные для количественного опреде-
ления полисорбата 80, аминокислот (метионин, 
глицин, лизин, пролин, гистидин, аргинин), кон-
сервантов (фенол, 2-феноксиэтанол, м-крезол), 
стабилизаторов углеводной природы (сорбит, 
маннит, трегалоза, глюкоза, лактоза, сахароза, 
мальтоза).

Выбор ВВ для БЛП представляет собой 
комплексную задачу и должен предусматри-
вать контроль не только самих вспомогательных 
компонентов в соответствии с установленными 
нормами, но и продуктов их возможной дегра-
дации и/или образования новых соединений, 
а также учитывать возможные побочные эффек-
ты. Перспективным направлением дальнейших 
исследований является разработка унифици-
рованных методик для количественной оценки 
отдельных групп ВВ и их примесей, что позволит 
существенно повысить качество и безопасность 
БЛП на этапах их разработки, регистрационной 
экспертизы и ввода в гражданский оборот.
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