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Резюме	 До настоящего времени единственным препаратом для массовой активной профилакти-
ки туберкулеза среди детей на территории Российской Федерации остается вакцина ту-
беркулезная (БЦЖ). Изготовление промышленных серий вакцины БЦЖ проводят в рамках 
системы «посевной серии» (seed-lot system), которая регламентирует изготовление вво-
димой в гражданский оборот вакцины из единой серии посевного материала — лиофили-
зата Mycobacterium bovis BCG. Оценка посевного материала вакцины БЦЖ по показателям 
качества в отечественных и зарубежных документах представлена в виде отдельных не-
больших разделов, содержащих краткое описание и/или перечисление показателей и ме-
тодов контроля. Объединить информацию о получении, аттестации и хранении посевного 
материала (посевной серии) для производства отечественной вакцины БЦЖ является ак-
туальной задачей. Цель работы — провести сравнительную оценку основных характери-
стик и методов контроля посевного материала отечественного субштамма M. bovis BCG-I 
(Russia), изложенных в национальных и международных требованиях к вакцинам БЦЖ. 
Обобщены данные литературы по истории появления субштаммов M.  bovis BCG, вариа-
бельности их характеристик, представлена краткая история происхождения отечествен-
ного субштамма BCG-I. Рассмотрены методы контроля, указанные в национальных и меж-
дународных требованиях к посевному материалу вакцины БЦЖ. Показана практическая 
возможность провести индикацию субштамма M. bovis BCG-I (Russia) с последующим опре-
делением генетических свойств, характеризующих его геномную стабильность. Приведе-
ны результаты сравнительного анализа данных о стабильности лиофилизатов посевных 
серий M. bovis BCG-I (Russia). Особое внимание уделено биологическим методам контроля 
посевной серии: определению остаточной вирулентности, включая приживаемость, и им-
мунобиологическому методу контроля БЦЖ на отсутствие генов, ответственных за выра-
ботку антигенов вирулентности (кожные пробы на животных с препаратом Диаскинтест®). 
Сделан вывод о том, что контроль стабильности генетических и биологических свойств 
на протяжении всего периода производства и хранения посевной серии позволяет полу-
чать вакцину БЦЖ, соответствующую всем требованиям нормативной документации.

Ключевые слова: 	 вакцина БЦЖ; посевная серия; субштамм; cистема посевных серий (seed-lot system); ста-
бильность генома
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Abstract	 To date, the Bacillus Calmette–Guérin (BCG) vaccine has been the only medicinal prod-
uct for active mass childhood immunisation against tuberculosis in the Russian Federation. 
Industrial-scale batches of the BCG vaccine are manufactured using a seed-lot system, which 
provides for producing the vaccine for civil circulation from a single batch of seed material, a 
lyophilisate of Mycobacterium bovis BCG. National and international documents touch upon the 
evaluation of BCG vaccine seed material in terms of its quality attributes in small separate sec-
tions containing brief descriptions and/or lists of attributes and control methods. It is relevant 
to bring together the information on receipt, certification, and storage of the inoculum (the 
seed lot) for production of the Russian BCG vaccine. The aim of the study was a comparative 
assessment of the main characteristics of and control methods for the inoculum of the Russian 
vaccine strain, M. bovis BCG-I, set out in the national and international requirements for BCG 
vaccines. The article summarises literature data on the history of BCG substrains and the var-
iability of their characteristics and presents a brief account of the origin of the Russian BCG-I 
substrain. It considers the control methods specified in the national and international require-
ments for the inoculum for the BCG vaccine. The study demonstrated the practical possibility 
of identifying BCG down to the substrain level with subsequent determination of genetic prop-
erties that characterise genomic stability of the substrain. The article presents the results of 
the comparative analysis of data on stability of lyophilisates of M. bovis BCG-I seed lots (Russia). 
Particular attention is paid to biological methods for controlling the seed lot (determination 
of residual virulence, including BCG survival) and the immunobiological method for controlling 
BCG for the absence of the genes responsible for virulence antigen expression (animal skin 
tests with Diaskintest®). The authors concluded that the control of stability of genetic and 
biological properties throughout the entire period of seed lot production and storage makes it 
possible to obtain BCG vaccines that meet all the regulatory requirements.
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Введение
Впервые у нас в стране вакцину БЦЖ лиофи-

лизировали в 1943 г., что позволило стабилизи-
ровать ее свойства и стандартизовать условия 
проведения контрольных испытаний  [1]. По-
севная серия (ПС) для изготовления вакцины 
БЦЖ для внутрикожного введения была лио-
филизирована в 1963 г. Эта ПС служила стан-
дартным исходным материалом для получения 
промышленных серий вакцины БЦЖ в тече-
ние 8 лет и лиофилизатов двух очередных ПС 
(ПС 359 «ш»/1966 г. и ПС 361 «ш»/1992 г.).

С 2008 г. для изготовления вакцины БЦЖ при-
меняется серия 368 «щ» (приготовлена в 2006 г. 
из ПС 359 «ш»). Номер серии — это очередной 
номер пассажа (пересева), буква по алфави-
ту — очередной пересев на питательную среду 
с бычьей желчью. Таким образом, ПС 368 «щ» — 
это 368 пассаж M. bovis BCG-I, из которых 27 пас-
сажей проведены на среде с бычьей желчью.

В ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России иссле-
довали идентичность и стабильность образцов 
промышленных серий M. bovis BCG-I (Russia), ли-
офилизированных в 1948, 1950, 1952 и 1954  г., 
и 4 посевных серий, лиофилизированных 
в 1971–2006 гг. [2]. В тестах in vivo в экспери-
ментах на животных (выживаемость на мышах, 
остаточная вирулентность и защитное действие 
на морских свинках) не было обнаружено значи-
мых различий между образцами этих посевных 
серий. Не выявлены различия и по результатам 
микробиологических тестов in vitro. Полученные 
результаты подтверждают высокую стабиль-
ность изученных свойств субштамма M.  bovis 
BCG-I (Russia).

Проведены также исследования методом 
локус-специфичной ПЦР [3] с использованием 
6 праймеров, предоставленных Национальным 
институтом биологических стандартов и кон-
троля (National Institute for Biological Standards 
and Control, NIBSC, Великобритания) для между-
народных испытаний дочерних штаммов (суб-
штаммов) BCG. Для оценки длины получаемых 
в результате амплификации фрагментов при-
меняли маркеры молекулярной массы (50 п.н. 
или 100 п.н.) и образцы вакцин БЦЖ на осно-
ве M. bovis BCG-Pasteur 1173p2 (lot 5) и M. bovis 
BCG-Moreau RJ как референтные. В исследова-
нии с серией M.  bovis BCG-Moreau RJ получены 
5 фрагментов амплификации, а M.  bovis BCG-
Pasteur 1173P2 — только 4 таких фрагмента. 
При ПЦР-анализе продуктов амплификации 
лиофилизатов ряда отечественных серий вак-
цины и 4 ПС M. bovis BCG-I показано, что паттер-
ны  ПЦР-продуктов всех испытуемых образцов 
были идентичны между собой [2].

Цель работы — провести сравнительную 
оценку основных характеристик и методов кон-
троля посевного материала отечественного суб-
штамма M. bovis BCG-I (Russia), изложенных в на-
циональных и в международных требованиях 
к вакцинам БЦЖ.

Характеристика субштамма M. bovis 
BCG-I

М. bovis штамм BCG (Bacillus Calmette–Guérin) 
получен авторами А. Calmette и С. Guérin 
в 1921  г. в результате 230 пассажей культуры 
М.  bovis. Штамм (с рекомендациями по составу 
среды выращивания, условиям накопления бак-
териальной массы, длительности культивиро-
вания и т. д.) авторы предоставляли всем лабо-
раториям, заинтересованным в приготовлении 
вакцины против туберкулеза. Производствен-
ные лаборатории в процессе изготовления пре-
парата вносили ряд изменений в разработанную 
авторами технологию культивирования M. bovis 
BCG. Как результат через 25–30 лет появилось 
несколько субштаммов BCG, которые разли-
чались между собой по ряду фенотипических 
признаков и генетических свойств [4]. Название 
каждого субштамма включало: род/вид/назва-
ние штамма с обозначением географического 
места его получения и/ или цифровой код. На-
пример, M. bovis BCG Danish 1331, M.  bovis BCG 
Tokyo 172 и др.

Генетическая основа аттенуации штамма 
длительное время не была известна. Только 
в 1996 г. после публикации данных G.G. Mahairas 
c соавт.  [5], применивших метод геномной ги-
бридизации, стало ясно, что у всех субштаммов 
BCG отсутствуют одна из трех или все три так 
называемые области ДНК-различия (DNA region 
of difference, RD).

В последующем использование большого 
спектра молекулярно-генетических методов 
подтвердило, что структурные изменения про-
изошли на геномном уровне. Эти исследования 
позволили выявить принципиальные отличия 
субштаммов от стандартного исходного матери-
ала, полученного А. Calmette и С. Guérin [6–11] 
в прошлом веке. Генетическая вариабельность 
субштаммов BCG определяется крупными геном-
ными различиями, такими как: делетированные 
участки (RD), однонуклеотидные полиморфизмы 
и крупные полиморфные участки, а также инсер-
ции, как, например, известная в настоящее вре-
мя вставка IS6110.

М.  Behr [12], оценивая поэтапно отдельные 
генетические локусы и кластеры генов суб-
штаммов и анализируя происхождение и гене-
тическую вариабельность по количеству копий 
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IS6110 и наличию/отсутствию mpt64, установил, 
что наименьшее количество хромосомных деле-
ций имеет кластер M.  bovis BCG: Japan, Moreau, 
Russia, отнесенный к наиболее «ранней группе» 
штаммов M. bovis BCG.

Штамм M. bovis BCG, полученный Л.А. Тарасе-
вичем в 1924 г. от А. Calmette и С. Guérin, куль-
тивировали в России на плотной картофельной 
среде Павловского. По рекомендации авторов 
для предупреждения реверсии вирулентно-
сти штамма культуру дважды в год пересевали 
на среду Павловского, приготовленную с добав-
лением бычьей желчи.

Результаты работ G.G. Mahairas c соавт. [5] 
и М. Behr с соавт. [12] актуализировали изучение 
причин генетической вариабельности субштам-
мов M. bovis BCG. На совещании ВОЗ по вопро-
сам вакцины БЦЖ (Лондон, декабрь 2003) [13] 
было подчеркнуто, что доказательства моле-
кулярно-генетической изменчивости, выявлен-
ной в субштаммах BCG, неоспоримы, а суще-
ствующие рекомендации ВОЗ к вакцине БЦЖ 
устарели и подлежат пересмотру. Показана не-
обходимость использования в процессе произ-
водства и контроля препарата молекулярно-ге-
нетических методов. Внедрение в производство 
вакцины системы «посевной серии» («seed-lot 
system») и лиофилизация ПС способствовали 
принятию мер, направленных на изменение 
методологии для стабилизации генетически 
свойств субштаммов. Количество официально 
принятых ВОЗ субштаммов M. bovis BCG факти-
чески сократилось до пяти: BCG-I (Russia), Tokyo 
172-1, Danish 1331, Moreau RDJ и Pasteur 1173-P2. 
На основе этих субштаммов в мире производят 
90% применяемых (лицензированных) вакцин.

Если существование различий между суб-
штаммами в настоящее время принято всеми ис-
следователями, то о преимуществе какого-либо 
из них нет единого мнения [14, 15]. Этот вопрос 
пока не имеет решения из-за отсутствия еди-
ных методов контроля, а также различий в ко-
личестве лиц, вакцинированных препаратами, 
приготовленными из разных субштаммов. Акту-
альность оценки вариабельности субштаммов 
M.  bovis BCG для политики иммунизации оста-
ется недостаточно ясной, несмотря на большое 
количество исследований [5].

В течение последнего десятилетия уделе-
но значительное внимание изучению генома 
ПС M.  bovis BCG-I (Russia) [16–19]: полногеном-
ное секвенирование с последующим анализом 
структуры генома, оценкой его генетической ва-
риабельности и структурных перестроек, кото-
рые могут свидетельствовать о его генетической 
нестабильности. Проведен также фрагментар-

ный анализ, анализ тандемных повторов и дупли-
каций (variable number of tandem repeats, VNTR), 
сполиготипирование (spacer oligonucleotide type, 
spoligotype) и изучение инсерционного элемен-
та IS6110. Результаты исследований позволили 
установить длину единственной кольцевой хро-
мосомы M.  bovis BCG-I (Russia), протяженность 
которой составляла 4370706 п.н. В ходе иссле-
дования также дополнительно было установле-
но наличие делетированного региона RD1 (гены 
Rv3871–Rv3879c) и дуплицированного участка 
DU2 — в геноме ПС M. bovis BCG-I, включающе-
го в себя кластер из 20 генов (Rv3299с–Rv3317 ). 
Также стоит отметить, что подобные размеры 
генома имеют ранние субштаммы M. bovis BCG — 
Tokyo и Moreau, которые также включены в груп-
пу DU2-1 в силу наличия двух повторяющихся 
элементов IS6110 в области гена phoP. Кроме 
того, дополнительный анализ VNTR локусов 
[16, 17] показал специфический для генома ПС 
M.  bovis BCG-I профиль, что позволяет диффе-
ренцировать его от других субштаммов.

По данным Р. Луданного с соавт. [17, 18], рас-
чет генетической дистанции между штаммами, 
полногеномные последовательности которых 
размещены в генетическом банке данных, по-
казал наиболее высокий процент гомологии 
(96,5%) между российским и японским субштам-
мами M. bovis BCG-I.

В работе O. Narvskaya c соавт. [19] представ-
лены данные проведенного в Санкт-Петербурге 
в 2016 г. сравнительного исследования полноге-
номного секвенирования российского субштам-
ма M. bovis BCG-I и клинических изолятов, вы-
деленных от детей с тяжелыми осложнениями 
(остеиты) на введение вакцины БЦЖ. Показано, 
что длительное существование БЦЖ в организ-
ме вакцинированного не оказывало влияния 
на генетические свойства этих микобактерий. 
По мнению авторов, выявленная вариабельность 
в профилях экспрессии генов не нарушает ста-
бильность генома субштамма BCG-I. Все девять 
клинических изолятов были устойчивы к пира-
зинамиду из-за мутаций в гене recA, обеспечива-
ющих высокую in vivo резистентность у M. bovis.

По мнению P.M. Keller с соавт. [20], ген recA, яв-
ляющийся ключевым элементом гомологичной 
рекомбинации, играющий значительную роль 
в эволюции генома микобактерий, в субштамме 
M.  bovis BCG-I (Russia) поврежден. Эта мутация 
привела к смещению рамки считывания, что, воз-
можно, способствовало генетической стабиль-
ности российского субштамма. Однако другие 
авторы [16, 19] не подтвердили эти данные.

На предприятии НПО «Микроген» проведено 
полногеномное секвенирование и последующий 
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сравнительный анализ образцов посевной серии 
M. bovis BCG-I 368 «щ» на всех стадиях получе-
ния вакцины. В результате исследования под-
тверждена подлинность и показана стабильность 
генома посевной серии от первого высева из ис-
ходной ампулы с ПС до готового продукта [21].

В настоящее время, развитие и распростра-
нение молекулярно-генетических методов в ла-
бораторной практике позволяет не только иден-
тифицировать субштамм, но и контролировать 
стабильность его свойств при хранении. Так, 
при сравнительном исследовании полногеном-
ной копии субштамма M. bovis BCG SL222 Sofia, 
производной (9 генерация) от субштамма M. bovis 
BCG-I Russia (лиофилизация 1971 г.), были обнару-
жены все характерные генетические особенности, 
присущие российскому субштамму BCG-I [22, 23], 
в частности протяженная делеция RD1. Различия 
в длинах кольцевых хромосом штаммов оказались 
минимальны: L = 4370705 п.н. [CP_013741, Россия] 
и L = 4370706 п.н. [CP_064405, София]. Также не на-
шлось значимых различий в GC-составе, а установ-
ленные генетические изменения, отличающие оба 
штамма, также минимальны (4 SNP) и не превыша-
ют 5%. Исследования T. Stefanova [22], S. Panaiotov 
с соавт. [23] подтвердили, что, несмотря на мно-
голетнюю, более чем 50-летнюю, историю куль-
тивирования, субштамм M. bovis BCG-I и его про-
изводное M. bovis BCG SL222 Sofia генетически 
стабильны. Сравнительный анализ двух полноге-
номных копий  — BCG-I, seed-lot 368 «щ», Russia 
[CP_CP013741] и BCG SL222, Sofia [CP_064405] 
не показал высокий уровень различий.

Описанные однонуклеотидные генетиче-
ские изменения и небольшие структурные пе-
рестройки не превышают, согласно проведен-
ным нами расчетам, 5%. С нашей точки зрения, 
с учетом того, что фенотипические изменения 
минимальны и не превышают 5%, строго гово-
рить о выделении болгарского субштамма BCG 
SL222, Sofia [CP_064405] в отдельный субштамм, 
возможно, преждевременно. При этом авторы 
также указывают, что некоторые крупные деле-
ции и инсерции подлежат уточнению, а харак-
тер изменений не влияет на фенотипические 
свойства. Структурные изменения в настоящее 
время авторами уточняются.

Получение посевной серии субштамма 
M. bovis BCG-I

Очередную посевную серию M. bovis BCG-I из-
готавливают из наиболее ранней посевной серии.

В технологической схеме приготовления по-
севной серии выделяют следующие этапы:

1	 Obayashi Y. Dried BCG vaccine. WHO monograph series, No. 28. Geneva, 1955.

––высев из ампул с лиофилизатом посевного ма-
териала M. bovis BCG-I на картофельную среду 
Павловского (как правило, используется наи-
более ранний исходный посевной материал);
––пересев на картофельную среду Павловского;
––накопление культуры M. bovis BCG-I — пересев 
на поверхность жидкой питательной среды 
ВКЛ (в названии среды указана аббревиату-
ра фамилий исследователей — Вакенгут А.М., 
Козловская С.Л., Лещинская Е.Н.).
Образующиеся в процессе роста на поверх-

ности питательной среды пленки культуры M. 
bovis BCG-I собирают, гомогенизируют, центри-
фугируют, разводят до необходимой концен-
трации, разливают в ампулы, лиофилизируют. 
Полученная серия M. bovis BCG-I после под-
тверждения на соответствие предусмотренным 
для ее аттестации тестам является посевной се-
рией для приготовления вакцины БЦЖ.

От точности выполнения всех операций, 
составляющих технологический процесс, за-
висит качество конечного продукта [24, 25]. 
Так, производственный посев БЦЖ проводят 
в стандартных колбах установленной емкости 
с одинаковым объемом и составом питательной 
среды при определенном объеме внесенного 
инокулята. Такой валидированный подход по-
зволяет стандартизировать условия накопления 
бактериальной массы в каждой емкости за счет 
одинаковой площади поверхности роста пленки 
и аэрации, а также завершать культивирование 
одномоментно во всех емкостях в конце лога-
рифмической фазы роста, когда клетки наибо-
лее устойчивы к процессам гомогенизации и ли-
офилизации1.

ПС должна иметь историю происхождения 
и соответствовать международным и нацио-
нальным требованиям — это одно из основных 
условий получения качественного препарата 
Вакцина туберкулезная (БЦЖ).

Хранят посевной материал при температуре 
не выше минус 18  °С. Для изготовления про-
мышленных серий вакцины БЦЖ необходимое 
количество ампул лиофилизата ПС передают 
1–2 раза в год предприятию-изготовителю.

Методы контроля посевной серии
Международные и национальные требова-

ния имеют рекомендательный характер, остав-
ляя детали проведения каждого из испытаний 
на рассмотрение национальных, органов над-
зора. Методы контроля каждая страна, произво-
дящая вакцину, использует согласно националь-
ным требованиям.
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Отечественные требования к посевному ма-
териалу представлены в Государственной фар-
макопее Российской Федерации XIV изд. (ГФ РФ 
XIV)2 в виде списка регламентированных пока-
зателей с указанием методов контроля. Пере-
чень соответствует Международным требовани-
ям — руководствам ВОЗ3.

Кроме того, только в ГФ РФ ХIV включен 
инновационный иммунобиологический тест 
с отечественным препаратом Диаскинтест® 
на специфическую безопасность ПС [26]. Диас-
кинтест®  — рекомбинантный белок, содержа-
щий два связанных между собой антигена  — 
ESAT6 и CFP10, характерных для вирулентных 
штаммов микобактерий туберкулеза. Данные ан-
тигены отсутствуют в вакцинном штамме M. bovis 
BCG, поэтому Диаскинтест® вызывает иммунную 
реакцию только у морских свинок, сенсибилизи-
рованных микобактериями туберкулеза. У сен-
сибилизированных БЦЖ животных ответные ре-
акции на Диаскинтест® должны отсутствовать.

Согласно отечественным документам на пре-
парат и на посевной материал вакцины БЦЖ 
требования предъявляются к следующим пока-
зателям качества.

Подлинность
Оценивается характерный рост колоний, мор-

фология бактерий; проводятся молекулярно-
генетические испытания.

Специфическая активность (жизнеспособность)
Испытания ПС по этому показателю проводят 

ежегодно. Используют валидированный метод, 
предложенный ВОЗ4. Метод является «золотым 
стандартом» при контроле вакцины туберку-
лезной БЦЖ. Оценивают специфическую ак-
тивность по показателю жизнеспособности 
при параллельном испытании с действующим 
ФСО 3.2.00420 «Стандартный образец вакци-
ны туберкулезной (БЦЖ) сухой» (далее ФСО). 
Через 26–30 сут культивирования трех разведе-
ний посевного материала и стандарта опреде-
ляют число колоний БЦЖ, выросших на плотной 
среде Левенштейна–Йенсена. Рассчитывают 
число КОЕ в 1 мг бактериальной массы.

Следует отметить, что показатели общего 
количества бактерий и числа выросших коло-

2	 Фармакопейная статья 3.3.1.0018.15 Вакцина туберкулезная БЦЖ живая. Государственная фармакопея Российской Фе-
дерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

3	 Annex 3. Recommendations to assure the quality, safety and efficacy of BCG vaccines. WHO Expert Committee on Biological 
Standardization, sixty-second report. (WHO technical report series; no. 979). WHO; 2013.

4	 Designs for in vitro assays of BCG products. Appendix 1, 2, 3. WHO/TB/Techn. Guide/6; 1965.
5	 Annex 3. Recommendations to assure the quality, safety and efficacy of BCG vaccines. WHO Expert Committee on Biological 

Standardization, sixty-second report. (WHO technical report series; no. 979). WHO; 2013.

ний при посеве (КОЕ) не могут быть едиными 
для вакцин, приготовленных из различных суб-
штаммов, и/или вакцин, различающихся по тех-
нологии и методам изготовления5. Существенное 
различие в методах и сроках культивирования 
субштаммов BCG, объеме и составе питательных 
сред в разных производственных учреждениях 
в странах в значительной мере влияют на выход 
бактериальной массы, устойчивости ее к лио-
фильному высушиванию, числу жизнеспособных 
клеток в препарате. Имеют значение размеры 
клеток микобактерий. Так, размер клеток япон-
ского субштамма M. bovis BCG (M. bovis BCG Tokyo 
172-1) значительно меньше размера клеток дат-
ского и российского субштаммов, поэтому в 1 мг 
M.  bovis BCG Tokyo 172-1 число микобактерий 
значительно больше, чем в 1 мг бактериальной 
массы других субштаммов. Все перечисленные 
факторы могут по совокупности обусловить раз-
личия в показателях.

Отсутствие посторонних бактерий и грибов
Испытание проводят методом прямого посева.

Специфическая безопасность
1)	 Тест на отсутствие вирулентных микобакте-

рий. Вирулентные микобактерии должны от-
сутствовать.
Испытание проводят биологическим мето-
дом: на 10 морских свинках, каждой из ко-
торых подкожно вводят по 1,0 мл суспензии, 
содержащей 5 мг лиофилизата ПС в растворе 
натрия хлорида 0,9%. Наблюдают за животны-
ми в течение 6 недель (к концу срока наблю-
дения должны оставаться живыми не менее 
9 животных). При макроскопическом и ми-
кроскопическом исследованиях внутренних 
органов у всех животных не должно быть 
признаков туберкулезной инфекции.

2)	 Иммунобиологический метод. Тест на отсут-
ствие в ПС на основе вакцинного штамма 
M.  bovis BCG-I генных участков, ответствен-
ных за выработку антигенов ESAT6 и CFP10.
Испытание проводят иммунобиологиче-
ским методом: находящимся под испы-
танием на специфическую безопасность 
6 морским свинкам за сутки до окончания 
исследования ставят внутрикожные пробы 
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с 2 ТЕ очищенного туберкулина и с 0,2 мкг 
препарата Диаскинтест® (аллергена тубер-
кулезного рекомбинантного в стандартном 
разведении). Ответные реакции учитывают 
через 24  ч. Реакции на туберкулин должны 
быть положительными, а на Диаскинтест® — 
отрицательными, что свидетельствует об от-
сутствии способности испытуемого образца 
индуцировать гиперчувствительность замед-
ленного типа к антигенам ESAT6 и CFP10, 
которые имеются только в вирулентных 
микобактериях.

Тест на кожную реактогенность
Испытание проводят на 6 морских свинках 

весом не менее 250 г. В рандомизированном 
исследовании вводят внутрикожно по 0,1 мл 
суспензии (1 мг/мл) посевного материала и ее 
разведения в 10 и 100 раз и ФСО в таких же раз-
ведениях. Наблюдают за животными не менее 
4 недель. Не должно быть статистически значи-
мых различий в размерах реакций на испытуе-
мые препараты.

Протективные свойства
Испытание проводят в биологическом тесте 

(на морских свинках). Группе животных (не менее 
10 животных массой 250–300 г) вводят ПС. Кон-
трольную группу составляют интактные животные.

Через 2–3 мес. всем животным вводят под-
кожно в левую паховую область 14-суточную 
культуру 3 генерации вирулентного штамма 
M.  tuberculosis. Животные всех групп подверга-
ются эвтаназии после гибели от генерализован-
ного туберкулеза 1–2 морских свинок контроль-
ной группы. Поражение внутренних органов 
и лимфатических узлов оценивают визуально, 
принимая тотальное поражение за 100%6.

Метод подкожного заражения используют 
при отсутствии установки для аэрогенного за-
ражения.

Контроль проводят параллельно с Междуна-
родным референс препаратом или с ФСО вак-
цины БЦЖ.

Остаточная вирулентность (приживаемость)
Остаточная вирулентность может быть оценена:

1)	 на белых мышах при введении суспензии ПС 
в хвостовую вену (контроль степени размноже-

6	 Нахимсон ЛИ. Экспериментальное изучение препаратов для противотуберкулезной вакцинации: дис. … д-ра мед. наук. 
М.; 1953.

ния микобактерий во внутренних органах жи-
вотного в отдельные временные промежутки);

2)	 на морских свинках (по степени поражения 
на месте подкожного введения суспензии 
ПС; по степени распространения поражений 
во внутренних органах животного).

Выбор метода введения суспензии зависит 
от вида животного.

Для характеристики динамики размножения 
микобактерий in vivo применяют так называе-
мый индекс поражения (выраженное в логариф-
мах количество клеток микобактерий в селе-
зенке, легких, печени, костной ткани) в каждый 
срок наблюдения относительно количества ми-
кобактерий, высеянных из органов через 24 ч 
после иммунизации.

Заключение
ВОЗ рекомендует использовать в качестве ис-

ходного материала посевную серию, приготов-
ленную на основе определенного, согласован-
ного национальным органом контроля, M. bovis 
субштамм BCG. В настоящее время в практике 
производства российской вакцины БЦЖ осно-
вой для изготовления препаратов (БЦЖ, БЦЖ-М 
и Имурон-вак) является посевная серия 368 «щ» 
(2006 г.). Результаты исследований образцов по-
севной серии 368 «щ» субштамма M. bovis BCG-I 
(Russia) методами мультиплексной ПЦР и полноге-
номного секвенирования, периодически выпол-
няемых на этапах производства вакцины БЦЖ, 
подтверждают подлинность и стабильность ма-
териала. Не отмечено изменений и протективных 
свойств при сопоставлении по этому показателю 
всех посевных серий, применявшихся для произ-
водства отечественной вакцины БЦЖ в течение 
более 60 лет. В 2021–2022 гг. в ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России проведена очередная переат-
тестация ПС 368 «щ» (1966 г.). Подтверждена ста-
бильность серии по всем показателям, включая 
остаточную вирулентность и протективные свой-
ства штамма в опытах in vivo.

Таким образом, контроль стабильности генети-
ческих и биологических свойств на протяжении 
всего периода производства и хранения посев-
ной серии вакцины БЦЖ обеспечивает получение 
качественного стабильного по своим свойствам 
препарата вакцины БЦЖ, соответствующего всем 
требованиям нормативной документации.
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Этапы стандартизации препаратов 
антирезусного иммуноглобулина человека 
по показателю качества «Специфическая 
активность»
Н.С. Вильданова1, , Е.С. Кормщикова1, Е.Н. Калинина1, К.А. Воробьев1, 
И.В. Парамонов1, Э.Ю. Кудашева2

1 Федеральное государственное бюджетное учреждение науки «Кировский научно-
исследовательский институт гематологии и переливания крови Федерального медико-
биологического агентства», ул. Красноармейская, д. 72, г. Киров, 610027, Российская 
Федерация
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 Вильданова Наталия Сергеевна; vildanova@niigpk.ru

Резюме	 Препараты антирезусного иммуноглобулина человека, получаемые из иммунной плазмы 
крови человека, являются востребованными и высокоэффективными средствами специ-
фической анти-D профилактики перинатальных осложнений и при лечении первичной им-
мунной тромбоцитопении. Эффективность предотвращения иммунного ответа напрямую 
зависит от дозы введенного действующего вещества препарата. Для повышения точности 
количественного определения анти-D антител рекомендовано использование стандарт-
ных образцов (СО), аттестованных в международных единицах. Цель работы — анализ 
основных этапов разработки международного стандартного образца (МСО) для опреде-
ления специфической активности антирезусного иммуноглобулина человека и обоснова-
ние необходимости создания отечественного СО содержания антирезус Rho(D) антител. 
В статье описаны процесс создания первого и последующих МСО, процедура установле-
ния эквивалента международных единиц для выражения концентрации антирезус Rho(D) 
антител, приведены характеристики сырья и продуктов, а также методы определения ан-
тирезусных антител, используемые при аттестации МСО. Сделан вывод о необходимости 
разработки и аттестации отечественного СО содержания антирезус Rho(D) антител, соот-
ветствующего требованиям нормативных актов Российской Федерации в данной области.

Ключевые слова:	 антирезусный иммуноглобулин человека; специфическая активность; стандартный 
образец; международный стандартный образец; разработка и аттестация стандартного 
образца
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Human anti-D immunoglobulin preparations: 
potency standardisation milestones
N.S. Vildanova1, , E.S. Kormshchikova1, E.N. Kalinina1, K.A. Vorobiev1, 
I.V. Paramonov1, E.Yu. Kudasheva2

1 Kirov Research Institute of Hematology and Blood Transfusion, 72 Krasnoarmeyskaya St., Kirov 
610027, Russian Federation

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

 Nataliya S. Vildanova; vildanova@niigpk.ru

Abstract	 Human anti-D immunoglobulin preparations derived from human immune plasma are much 
needed and highly effective for specific anti-D prevention of perinatal complications and treat-
ment of primary immune thrombocytopenia. The effectiveness of immune suppression is a 
direct function of the active ingredient dose received with the medicinal product. To improve 
the accuracy of anti-D antibody quantification, it is recommended to use certified reference ma-
terials with values assigned in international units (IUs). The aim of this study was to analyse the 
main stages in the development of the international standards (ISs) for human anti-D immu-
noglobulin potency testing and to substantiate the need for a national standard for anti-Rho
(anti-D) antibody quantification. The article describes the creation of the first and subsequent 
ISs, the procedure for establishing the IU equivalent for the anti-Rho(anti-D) antibody concen-
tration, the characteristics of the raw materials and preparations used, and the anti-Rho(anti-D) 
antibody assay methods applied to certify the ISs. According to the study conclusions, it is nec-
essary to develop and certify a national standard for the content of anti-Rho(anti-D) antibodies 
that will meet the requirements of the corresponding Russian regulations.

Key words:	 human anti-D immunoglobulin; potency; reference standard; international standard; reference 
standard development and certification
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1	 Письмо Минздрава России от 18.05.2017 № 15-4/10/2-3300 «О направлении клинических рекомендаций «Резус-сенси-
билизация. Гемолитическая болезнь плода».

Введение
Иммуноглобулин человека антирезус Rho(D) 

применяется для проведения специфической 
анти-D профилактики и на сегодня является од-
ним из самых востребованных препаратов на ос-
нове иммунной плазмы крови человека [1–3]. 
Терапия иммуноглобулином человека антирезус 
Rho(D) осуществляется в целях уменьшения ри-
ска резус-иммунизации беременных женщин, 
заболеваемости новорожденных гемолитиче-
ской болезнью и перинатальной смертности [1, 
2, 4, 5]. Установлено, что введение анти-D им-
муноглобулина снижает вероятность развития 
резус-конфликта примерно в 100 раз1. Фарма-
кологическое действие данного препарата реа-
лизуется за счет антирезус Rho(D) антител, спо-

собных нейтрализовать резус-положительные 
эритроциты плода, попавшие в кровоток матери.

Помимо основного показания к примене-
нию, внутривенный антирезусный иммуногло-
булин может использоваться как альтернати-
ва иммуноглобулину человека нормальному 
для внутривенного введения при лечении пер-
вичной иммунной тромбоцитопении у паци-
ентов с положительным резус-фактором [6, 7]. 
Данные препараты необходимы для быстрого 
увеличения количества тромбоцитов, например 
при массивных кровотечениях или при подго-
товке к неотложным хирургическим вмеша-
тельствам [6]. Считается, что специфический 
иммуноглобулин насыщает рецепторы Fc-ма-
крофагов эритроцитами с анти-D антителами. 

mailto:vildanova@niigpk.ru
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-3-241-248
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Это предотвращает разрушение тромбоцитов, 
покрытых аутоантителами [8].

Клиническая эффективность препаратов анти-
резусного иммуноглобулина напрямую зависит 
от количества введенных антител. Неправиль-
но подобранная доза действующего вещества 
не обеспечит достижения требуемого результата 
лечения2 [9, 10]. В этой связи повышение точно-
сти определения концентрации антирезус Rho(D) 
антител играет важную роль в обеспечении ка-
чества указанного лекарственного препарата.

Содержание анти-D антител оценивают по ко-
личеству образовавшихся иммунных комплек-
сов с D-антигеном на поверхности эритроцитов3 

и обозначают термином «Специфическая актив-
ность». Число таких комплексов часто сложно 
измерить в физических величинах, например, 
в граммах или молях. Поэтому для их выраже-
ния используются условные единицы. Первона-
чально такой условной единицей стал титр анти-
тел, то есть наибольшее разведение препарата, 
при котором наблюдается агглютинация эри-
троцитов любой интенсивности. Основным не-
достатком данного способа оценки результатов 
является высокая дискретность, которая увели-
чивается с возрастанием концентрации антител 
в исследуемом образце.

Для обозначения количества основного дей-
ствующего вещества биологических препара-
тов эксперты Всемирной организации здраво-
охранения (ВОЗ) рекомендовали исследуемый 
препарат сравнивать с референсным образцом 
(стандартом, эталоном) с известным содер-
жанием определяемого компонента [11, 12]. 
Для объективной оценки концентрации дей-
ствующего вещества в биологических стан-
дартных образцах (СО) исследование проводят 
с участием большого числа лабораторий из раз-
ных стран, а полученное значение показателя 
утверждается на международном уровне. Это 
позволяет выражать специфическую активность 
лекарственных препаратов в международных 
единицах (МЕ). Благодаря тому, что анализ проб, 
контролируемых в разных лабораториях, про-
изводится относительно одного и того же ре-
ференсного образца, повышается правильность 
и воспроизводимость результатов иммунологи-
ческих тестов4 [13, 14].

2	 Guideline on the clinical investigation of human anti-D immunoglobulin for intravenous and/or intramuscular use (EMA/CPMP/
BPWG/575/99, rev. 1). EMA; 2007.

3	 Кудашева ЭЮ. Совершенствование методических основ стандартизации и медицинского применения иммунобиологи-
ческих лекарственных препаратов, полученных из плазмы крови человека: дис. ... д-ра мед. наук. М.; 2020.

4	 Там же.
5	 https://grls.rosminzdrav.ru
6	 Там же.

Цель работы — анализ основных этапов раз-
работки международного стандартного образца 
(МСО) для определения специфической актив-
ности антирезусного иммуноглобулина челове-
ка и обоснование необходимости создания оте-
чественного стандартного образца содержания 
антирезус Rho(D) антител.

Препараты иммуноглобулина человека 
антирезус Rho(D)

В настоящее время в государственный ре-
естр лекарственных средств (ГРЛС) включено 
7 препаратов антирезусного иммуноглобулина 
человека отечественного и зарубежного про-
изводства5. Рассматриваемые препараты выпу-
скаются в форме растворов для внутривенного 
и внутримышечного введения и лиофилизата 
для приготовления раствора для внутримышеч-
ного введения. Содержание основного действу-
ющего вещества в импортных препаратах варьи-
рует от 625 МЕ/ мл (125 мкг/мл) до 3000 МЕ/мл 
(600 мкг/мл). Специфическая активность препа-
рата, производимого в Российской Федерации, 
оценивается в титрах реакции агглютинации 
и составляет 1:1000 или 1:2000 (300 мкг/доза)6. 
В таблице 1 приведена информация о препаратах 
анти-D иммуноглобулина, включенных в ГРЛС.

Этапы разработки международного 
стандартного образца

Первый МСО разрабатывался для контроля 
количества неполных анти-D антител в сыворот-
ке крови в период с 1953 по 1967 г. экспертной 
комиссией ВОЗ по биологической стандарти-
зации совместно с Национальным институтом 
медицинских исследований и Международной 
справочной лабораторией ВОЗ по группам кро-
ви [15]. Необходимость создания данного МСО 
была обусловлена высокой вариабельностью 
результатов определения титра антител к анти-
гену D в сыворотке крови, которое проводилось 
методом агглютинации в солевой среде. Ре-
зультаты тестирования одного и того же образ-
ца в разных лабораториях могли различаться 
в 500 раз. В начале исследований предлагалось 
получить МСО из сыворотки крови, содержащей 
полные антирезусные антитела класса M, про-
являющие агглютинирующие свойства как в со-

https://grls.rosminzdrav.ru
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левой, так и в коллоидной среде. Однако этот 
дефицитный материал оказался нестабильным. 
Поэтому было принято решение изготовить МСО 
на основе неполных анти-D антител класса G, 
которые вызывают агглютинацию эритроци-
тов только при некоторых условиях, например 
при обработке клеток протеолитическими фер-
ментами [15, 16]. После оценки специфичности 
и титра антител в исходных сыворотках крови, 
их пулирования и розлива получили 3350 ампул, 
содержащих по 0,5 мл лиофильно высушенной 
стерильной сыворотки. Испытания по изучению 
титра анти-D антител в изготовленных образ-
цах проводили в 29 специализированных ла-
бораториях из 21 страны методом с примене-
нием суспензии альбумина (albumin suspension 
method), методом с замещением альбумина 
(albumin displacement method), методом с фер-
ментативной обработкой папаином (enzyme 
treatment method, using papain) и непрямым 
антиглобулиновым тестом (indirect antiglobulin 
test). Полученные значения титров варьировали 

от 1:4 до 1:2000. Проверка стабильности показа-
ла сохранность активности МСО в течение 10 ме-
сяцев при температурах хранения минус 10, 4, 
20 и 37 °С. Следует отметить, что для выраже-
ния концентрации антител в данной сыворотке 
впервые установлен эквивалент МЕ, за который 
принята мода обратных значений титров, по-
лученных с применением суспензии альбумина 
(albumin suspension method), — 64 МЕ/мл. В со-
ответствии с разрешением, выданным Комите-
том экспертов ВОЗ по биологической стандарти-
зации в 1968 г., этот материал признан МСО [15]. 
Утвержденный МСО использовали для оценки 
содержания анти-D антител в сыворотке и плаз-
ме крови лиц, иммунизированных к D-антигену. 
Оставалась нерешенной задача контроля спе
цифической активности антирезусного иммуно-
глобулина человека, внедрявшегося в клиниче-
скую практику в то время [17].

Для повышения точности количественного 
определения основного действующего вещества 
препаратов анти-D иммуноглобулина в 1977  г. 

Таблица 1. Перечень препаратов антирезусного иммуноглобулина человека, включенных в государственный реестр лекар-
ственных средств
Table 1. Human anti-D immunoglobulin preparations listed in the Russian State Register of Medicines

Торговое наименование
Trade name

Дозировка
Strength

Лекарственная форма
Dosage form

Производитель
Manufacturer

Резогам® Н
Rhesogam® N

750 МЕ/мл
(150 мкг/мл)
750 IU/mL
(150 µg/mL)

Раствор для внутривенного 
и внутримышечного введения
Solution for intravenous and intramuscular 
administration

СиЭсЭл Беринг АГ, Швейцария
CSL Behring AG, Switzerland

Иммуноро Кедрион
Immunoro Kedrion

750 МЕ/мл
(150 мкг/мл)
750 IU/mL
(150 µg/mL)

Лиофилизат для приготовления раствора 
для внутримышечного введения
Lyophilisate for solution for intramuscular 
administration

Кедрион С.п.А., Италия
Kedrion S.p.A., Italy

Резонатив
Rhesonativ

625 МЕ/мл
(125 мкг/мл)
625 IU/mL
(125 µg/mL)

Раствор для внутримышечного введения
Solution for intramuscular administration

Октафарма АБ, Швеция
Octapharma AB, Sweden

КамРОУ®
KamRho®

750 МЕ/мл
(150 мкг/мл)
750 IU/mL
(150 µg/mL)

Раствор для внутримышечного введения
Solution for intramuscular administration

Камада Лтд, Израиль
Kamada Ltd, Israel

Иммуноглобулин чело-
века антирезус Rho (D)
Human anti-D 
Immunoglobulin 

1:1000, 1:2000
(300 мкг/доза)
(300 µg/dose)

Раствор для внутримышечного введения
Solution for intramuscular administration

Областное бюджетное 
учреждение здравоохране-
ния «Ивановская областная 
станция переливания крови», 
Россия
Ivanovo Regional Blood 
Transfusion Station, Regional 
Budgetary Healthcare Institution, 
Russia

ГиперРОУ®С/Д
HyperRHO® S/D

3000 МЕ/мл
(600 мкг/мл)
3000 IU/mL
(600 µg/mL)

Раствор для внутримышечного введения
Solution for intramuscular administration

Грифолз Терапьютикс ЛЛС, 
США
Grifols Therapeutics LLC, USA

Партобулин СДФ
Partobulin SDF

1250 МЕ/мл
(250 мкг/мл)
1250 IU/mL
(250 µg/mL)

Раствор для внутримышечного введения
Solution for intramuscular administration

Бакстер АГ, Австрия
Baxter AG, Austria
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ВОЗ утвержден в качестве МСО лиофильно вы-
сушенный концентрат антирезус Rho(D) антител, 
выделенный из иммунной плазмы крови до-
норов, которому присвоен код 68/419. В меж-
дународном исследовании по его аттестации 
принимали участие научные коллективы 17 ла-
бораторий из 11 стран [11]. Анализ содержания 
антирезус Rho(D) антител проводили метода-
ми мечения иммуноглобулина радиоактивным 
йодом, автоматической и ручной гемагглютина
цией. Специфическая активность образца 
68/419, рассчитанная по отношению к МСО 
для контроля неполных анти-D антител в сыво-
ротке крови, составила 300 МЕ/мл [11].

В конце 90-х годов XX века обнаружение в МСО 
ВОЗ рибонуклеиновой кислоты гепатита С приве-
ло к прекращению обращения данного образца. 
В то же время намерение Европейского директо-
рата по качеству лекарственных средств (EDQM) 
разработать биологический эталонный препарат 
(BRP) Европейской фармакопеи (ЕФ) для анти-D 
иммуноглобулина привело к сотрудничеству ВОЗ 
и EDQM для установления «глобального» МСО 
(ВОЗ и ЕФ) [18]. К этому времени в монографию 
ЕФ7 были включены новые методики количе-
ственного определения анти-D антител (кон-
курентный иммуноферментный анализ (ИФА) 
и проточная цитофлуориметрия) как альтерна-
тива метода автоматической гемагглютинации 
[19, 20]. Кандидат в МСО получали смешивани-
ем двух антирезусных иммуноглобулинов чело-
века, произведенных в США компаниями Bayer 
Corporation и Ortho-Clinical Diagnostics, Inc. Объ-
единенный препарат разводили до содержания 
IgG 2% (приблизительная концентрация антирез-
усных антител 300 ME/ мл) смесью 0,25 М глицина 
и 0,068 М натрия хлорида (рН 6,8). Иммуногло-
булин разливали в ампулы по 1 мл и лиофильно 
высушивали. Кандидат во второй МСО, которому 
присвоен код 01/5728, аттестован при участии 
25 лабораторий из 15 стран [18]. Для определе-
ния антирезус Rho(D) антител применяли метод 
непрямой агглютинации с помощью автомати-
ческого анализатора, конкурентный ИФА, про-
точную цитофлуориметрию и другие методы ге-
магглютинации. В результате межлабораторных 

7	 2.7.13 Assay of human anti-D immunoglobulin. European Pharmacopoeia 10th ed.; 2022.
8	 WHO International Standard Anti-D Immunoglobulin, NIBSC code: 01/572. Instructions for Use. https://nibsc.org/documents/

ifu/01-572.pdf
9	 WHO International Standard Anti-D Immunoglobulin, NIBSC code: 16/332. Instructions for Use. https://www.nibsc.org/

documents/ifu/16-332.pdf
10	 ГОСТ 8.315-2019 Государственная система обеспечения единства измерений. Стандартные образцы состава и свойств 

веществ и материалов.
Общая фармакопейная статья 1.1.0007.18 Стандартные образцы. Государственная фармакопея Российской Федерации 
ХIV изд. Т. 1; 2018.

исследований установлена специфическая актив-
ность кандидата в МСО 01/572, которая составила 
285 МЕ/мл. В 2003 г. разработанный МСО утвер-
жден Комитетом экспертов ВОЗ по биологической 
стандартизации как второй МСО анти-D иммуно-
глобулина и Комиссией ЕФ как первый биологиче-
ский эталонный препарат для определения спец-
ифической активности анти-D иммуноглобулина 
человека [18].

В 2019 г. разработан третий МСО (код 16/332)9. 
При его аттестации использовали те же методы, 
что и при утверждении МСО 01/572. В иссле-
довании по аттестации МСО 16/332 была за-
действована 21 лаборатория из 15 стран [17]. 
МСО 16/332 представляет собой лиофилизат 
2% раствора анти-D иммуноглобулина, стаби-
лизированного 0,25 М глицином и 0,4% натрия 
хлоридом (рН 6,5). Исходный препарат получен 
от компании Grifols Therapeutics LLC, США. Кон-
центрация антирезус Rho(D) антител в каждой 
ампуле составила 297 МЕ/мл [17].

Обоснование необходимости 
разработки стандартного образца 
содержания антирезус Rho(D) антител 
в Российской Федерации

Ограничения применения МСО для определе-
ния специфической активности анти-D иммуно-
глобулина связаны с необходимостью получе-
ния разрешительных документов для его ввоза 
на территорию Российской Федерации и соблю-
дения «холодовой цепи» при транспортиров-
ке, что значительно увеличивает длительность 
доставки и, как следствие, стоимость образца. 
Кроме того, МСО не в полной мере соответствует 
требованиям отечественной нормативной базы 
в области разработки СО, согласно которым зна-
чение аттестуемой характеристики должно при-
водиться с указанием неопределенности, уста-
новленной в ходе аттестации10 [14, 21, 22].

В настоящее время в Российской Федерации 
отсутствует фармакопейный СО содержания ан-
тирезус Rho(D) антител. Специфическая актив-
ность антирезусного иммуноглобулина челове-
ка отечественного производства оценивается 
полуколичественным методом в реакции не-

https://nibsc.org/documents/ifu/01-572.pdf
https://nibsc.org/documents/ifu/01-572.pdf
https://www.nibsc.org/documents/ifu/16-332.pdf
https://www.nibsc.org/documents/ifu/16-332.pdf
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прямой агглютинации и выражается в титрах11. 
Решением данной проблемы является созда-
ние фармакопейного СО содержания антирезус 
Rho(D) антител. При этом его аттестацию следует 
проводить по отношению к МСО с использова-
нием методов гемагглютинации, ИФА и проточ-
ной цитофлуориметрии. Также для СО должна 
быть предусмотрена оценка неопределенности 
аттестованного значения.

Таким образом, актуальность разработки 
отечественного фармакопейного СО содер-
жания антирезус Rho(D) антител в Российской 
Федерации обусловлена высокой клинической 
значимостью препаратов антирезусного имму-
ноглобулина, необходимостью точной оценки 
специфической активности и обязательной ат-
тестацией СО в соответствии с требованиями 
нормативных документов Российской Федера-
ции. В настоящее время в ФГБУН «Кировский 
научно-исследовательский институт гематоло-
гии и переливания крови ФМБА России» создана 
и регулярно пополняется база доноров, в плаз-
ме крови которых концентрация анти-D антител 
установлена в титрах и МЕ/мл с использовани-
ем метода непрямой агглютинации в гелевых 
картах, что обеспечивает потребность в сырье 
для производства фармакопейного СО [23].

11	  Кудашева ЭЮ. Совершенствование методических основ стандартизации и медицинского применения иммунобиологи-
ческих лекарственных препаратов, полученных из плазмы крови человека: дис. ... д-ра мед. наук. М.; 2020.

Заключение
По результатам проведенного анализа основ-

ных этапов стандартизации препаратов анти-
резусного иммуноглобулина человека показана 
необходимость создания фармакопейного СО со-
держания антирезус Rho(D) антител. Это связано 
с высокой востребованностью препарата для ан-
ти-D профилактики резус-конфликта при бере-
менности, снижения перинатальной смертности 
вследствие развития гемолитической болезни 
плода и новорожденного. Эффективность тера-
пии определяется специфической активностью 
иммуноглобулина, то есть содержанием анти-
резус Rho(D) антител. Этим обусловлена важ-
ность точной количественной оценки указанного 
показателя качества, что может быть обеспечено 
использованием СО, аттестованного в МЕ/мл.

Разработка отечественного СО позволит по-
высить его доступность для российских фарм-
производителей и обеспечить импортозамеще-
ние. В настоящее время специалистами ФГБУН 
«Кировский научно-исследовательский институт 
гематологии и переливания крови ФМБА России» 
и ФГБУ «Научный центр экспертизы средств ме-
дицинского применения» Минздрава России ве-
дутся исследования по разработке фармакопей-
ного СО содержания антирезус Rho(D) антител.
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Перспективные направления разработки 
вакцинных препаратов для профилактики 
шигеллеза
М.В. Абрамцева  , Е.О. Неманова, Н.С. Алехина

Федеральное государственное бюджетное учреждение «Научный центр экспертизы 
средств медицинского применения» Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

 Абрамцева Марина Витальевна; Abramtceva@expmed.ru

Резюме	 Шигеллез (бактериальная дизентерия) — острое инфекционное заболевание, вызываемое 
возбудителями Shigellа spp. семейства Enterobacteriaceae, характеризуется наибольшим 
показателем смертности населения от бактериальных кишечных инфекций. Значитель-
ная доля случаев заболевания приходится на детей в возрасте до 5 лет. В 2017 г. штам-
мы Shigellа spp. были включены в опубликованный ВОЗ список устойчивых к действию 
большинства антибиотиков «приоритетных патогенов», представляющих угрозу мирово-
му здравоохранению, что послужило стимулом к разработке новых противомикробных 
препаратов для терапии шигеллезов. Наряду с созданием антимикробных средств против 
Shigellа spp. важную роль в борьбе с шигеллезами играет комплекс превентивных мер, 
изложенный в программе иммунизации ВОЗ 2030, в который, помимо санитарии, гигиены 
и потребления чистой воды, входит вакцинация. Разработка вакцины против шигеллеза 
остается одним из приоритетных направлений программы ВОЗ уже более 20 лет. Цель 
работы — анализ перспективных направлений разработки вакцинных препаратов про-
тив шигеллеза. Проведенный анализ данных литературы показал, что в настоящее время 
на мировом рынке зарегистрирована только одна вакцина против шигеллеза — россий-
ская вакцина Шигеллвак, полисахаридная дизентерийная вакцина против шигелл Зонне. 
Рассмотрен ряд вакцинных препаратов (цельноклеточные, полисахаридные конъюгиро-
ванные и неконъюгированные, препараты на основе белковых антигенов и др.), находя-
щихся на различных этапах клинических испытаний. Отмечено, что важным направлени-
ем является создание комбинированных мультивалентных препаратов против инфекций, 
вызываемых Shigellа spp. и другими кишечными патогенами. Сделан вывод о том, что наи-
более перспективными являются разработки субъединичных вакцин на основе Ipa-белков, 
обеспечивающих перекрестную защиту против Shigellа spp., а также конъюгированных по-
ливалентных вакцин, предназначенных для детей в возрасте до 5 лет.

Ключевые слова:	 шигеллез; вакцины против шигеллеза; полисахаридные вакцины; конъюгированные 
вакцины
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цинных препаратов для профилактики шигеллеза. БИОпрепараты. Профилактика, диагно-
стика, лечение. 2022;22(3):249–265. https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-3-249-265
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Promising directions for vaccine development 
to prevent shigellosis
M.V. Abramtseva  , E.O. Nemanova, N.S. Alekhina

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

 Marina V. Abramtseva; Abramtceva@expmed.ru

Abstract	 Shigellosis (bacterial dysentery) is an acute infectious disease caused by Shigella spp., members 
of the Enterobacteriaceae family. The disease has the highest mortality rate amongst bacterial 
enteric infections. A considerable proportion of Shigella infections occur in children under the 
age of five. In 2017, WHO included Shigella spp. strains into the list of “priority pathogens” 
that are resistant to most antibiotics and pose a threat to global public health. This provided 
a stimulus for the development of new antibiotics to treat shigellosis. Apart from the creation 
of new antimicrobial therapies for Shigella infections, an important role in fighting against 
shigellosis belongs to the preventative measures set out in WHO’s Immunisation Agenda 2030. 
These include sanitation, hygiene, consumption of clean water, and vaccination. The develop-
ment of Shigella vaccines has been a priority of the WHO programme for more than 20 years. 
The aim of the study was to analyse promising approaches to Shigella vaccine development. 
According to the analysis of literature, only one vaccine against shigellosis has been approved 
so far—Shigellvac, the Russian polysaccharide dysentery vaccine against Shigella sonnei. This 
study covers a number of vaccine candidates (whole-cell, polysaccharide, polysaccharide con-
jugate, protein antigen-based vaccines, etc.) that are at different stages of clinical trials. The 
importance of researching combination (multivalent) vaccines against Shigellа spp. and other 
enteric pathogens is noted. However, the authors consider subunit vaccines based on Ipa pro-
teins, providing broad cross-protection against Shigellа spp., and conjugate polyvalent vaccines 
for children under 5 the most promising for further development.

Key words:	 shigellosis; Shigella vaccines; polysaccharide vaccines; conjugate vaccines
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Введение
Шигеллез (бактериальная дизентерия)  — 

высококонтагиозное острое антропонозное 
заболевание инфекционной этиологии, с фе-
кально-оральным механизмом передачи, ха-
рактеризующееся поражением кишечника, 
преимущественно дистального отдела (сигмо-
видная и прямая кишка).

Бактериальная дизентерия регистрирует-
ся во всем мире, но распространена преиму-
щественно в развивающихся странах среди 
населения с неудовлетворительными сани-
тарно-гигиеническими условиями жизни. По-
вышение качества жизни населения, в том 
числе и в вопросах санитарии и гигиены, при-
вело к значительному снижению в последние 
годы общего количества случаев данного за-
болевания [1].

В эндемичных регионах шигеллез характе-
ризуется наибольшим показателем смертно-
сти среди бактериальных кишечных инфек-
ций: 2,9 на 100 тыс. населения всех возрастов 
и 10,1 на 100 тыс. детей в возрасте младше 
5 лет [2].

Особое беспокойство вызывает способность 
возбудителя шигеллеза вырабатывать устой-
чивость к антимикробным препаратам в экс-
тремально короткие сроки (в течение одного 
десятилетия) [3], что существенно усложняет те-
рапию заболевания. В условиях активного рас-
пространения антибиотикорезистентных штам-
мов одним из наиболее эффективных средств 
контроля заболеваемости бактериальной ди-
зентерией является разработка и применение 
вакцинных препаратов для профилактики дан-
ного заболевания.

mailto:Abramtceva@expmed.ru
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-3-249-265
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Цель работы — анализ перспективных на-
правлений разработки вакцинных препаратов 
против шигеллеза.

Характеристика заболевания
Возбудителем шигеллеза являются бактерии 

рода Shigellа семейства Enterobacteriaceae. Впер-
вые возбудитель бактериальной дизентерии 
был обнаружен и описан в 1891 г. армейским 
врачом А.В. Григорьевым. Однако название «ши-
геллы» дано в честь Kiyoshi Shiga (1871–1951), 
японского врача и микробиолога, выделившего 
в 1898  г. чистую культуру бактерий, отнесен-
ных в настоящее время к серогруппе Shigella 
dysenteriae, серовар 1.

В последующие годы были описаны шигел-
лы других видов. В 1900 г. американским ми-
кробиологом S. Flexner выделены дизентерий-
ные бактерии Shigella flexneri, в 1915 г. датским 
бактериологом С. Sonne — бактерии S. sonnei. 
В 1917 г. советским бактериологом М.И. Штуце-
ром и немецким бактериологом К.Е.F. Schmitz 
выделена дизентерийная палочка, впослед-
ствии отнесенная к S. dysenteriae, серовар 2, 
в которую также были включены бактерии, вы-
деленные D.  Large и О. Sankaran в 1934 г. и A. 
Sachs в 1943 г. В 1932 г. J. Boyd описал бактерии, 
которые сформировали группу S. boydii. Все эти 
исследователи в разное время занимались изу-
чением возбудителя, морфологических свойств, 
патогенеза, клинической симптоматики, диа-
гностики и лечения шигеллеза.

Шигеллы — короткие неподвижные грамо-
трицательные палочки с закругленными кон-
цами, не образующие спор и капсул. Шигеллы 
имеют сложную антигенную структуру, кото-
рая представлена различными по специфич-
ности О-антигенами: от общих для семейства 
Enterobacteriaceae до типоспецифических [4]. 
Термостабильный соматический О-антиген яв-
ляется компонентом клеточной стенки бактерий 
и определяет серологическую специфичность 
шигелл, которая зависит от химического стро-
ения боковых полисахаридных цепей липопо-
лисахарида. Современная классификация раз-
деляет шигеллы на 4 вида, которые совпадают 
с соответствующими серогруппами [5]:

–– шигелла дизентерии (Shigella dysenteriae), се-
рогруппа А, включает 15 серотипов (1–15);

–– шигелла Флекснера (Shigella flexneri), серо-
группа B, включает 19 серотипов и субсеро-
типов (1a, 1b, 1d, 2a, 2b, 3a, 3b, 4a, 4av, 4b, 5a, 
5b, 6, X, Y и недавно идентифицированные Xv, 
Yv, 7a, 7b);

–– шигелла Бойда (Shigella boydii), серогруппа C, 
включает 20 серотипов;

–– шигелла Зонне (Shigella sonnei), серогруппа D, — 
серологически не дифференцируют, 1 серотип.
Приобретенный после заболевания шигелле-

зом иммунитет носит краткосрочный характер [6] 
и является строго серотип-специфическим [7].

Согласно мировой статистике, наиболее часто 
выявляемыми возбудителями бактериальной 
дизентерии являются: S. sonnei, превалирующий 
в индустриально развитых регионах, и S. flexneri, 
доминирование которого традиционно отмеча-
ется в странах Азии, Африки и Латинской Аме-
рики с низким уровнем дохода [8].

В Российской Федерации в период с 2005 
по 2017 г. в общей структуре лабораторно под-
твержденных случаев шигеллеза выявлены воз-
будители: S. flexneri — 53%, S. sonnei — 44%, прочие 
редко встречаемые возбудители — 3% [9]. По ито-
гам 2018 г. на территории Российской Федерации 
усилилось преобладание серогруппы S.  flexneri 
(63,7%), доля S. sonnei составила 30,9% [9].

Вспышки шигеллеза, вызванного токсиген-
ным возбудителем S. dysenteriae, серотип 1, став-
шего причиной пандемий, в том числе зареги-
стрированных во второй половине XX столетия 
в Центральной Америке, Азии и Африке  [10], 
в последние 20 лет носят эпизодический харак-
тер с небольшим охватом населения: Западная 
Африка в 1999–2000  гг., Центральная Африка 
в 2003–2004 г., Индия в 2002 и 2003 гг. В 2008 г. 
в Швеции была зарегистрирована вспыш-
ка завезенного предположительно из Кении 
S. dysenteriae серотип 2 [3].

Распространение S. boydii ограничено преде-
лами Индийского субконтинента и охватывает 
незначительное количество населения [11].

Общее число случаев заболевания шигелле-
зом различной этиологии по всему миру по со-
стоянию на 2016 г. превысило 269 млн, из них 
более 212 тыс. — с летальным исходом. Значи-
тельную долю в структуре заболевания зани-
мают случаи возникновения шигеллеза у детей 
младше 5 лет, число которых превысило 74 млн, 
около 64 тыс. — со смертельным исходом. В це-
лом в период наблюдения с 1990 по 2016 г. об-
щемировой показатель смертности по причине 
шигеллеза снизился с 6,45 до 2,87 на 100 тыс. 
населения [1].

Преобладающее число случаев заболева-
ния по-прежнему регистрируют в эндемичных 
странах Южной Азии, Африке и Латинской Аме-
рике [1], однако вспышки шигеллеза возникают 
и в индустриально развитых странах [12].

В Российской Федерации за последние 
15  лет отмечена четкая тенденция к сниже-
нию показателя заболеваемости шигеллезами: 
с 2005 по 2020 г. заболеваемость снизилась 

http://www.gastroscan.ru/handbook/118/3284
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с 42,8 до 2,0 на 100 тыс. населения1. Доля детей 
в заболеваемости шигеллезами по Российской 
Федерации в 2018 г. составила 56%, при этом, 
наибольший процент составляет возрастная 
группа от 3 до 13 лет — 35% [9].

Основой лечебных мероприятий при шигелле-
зе является комплексный подход, включающий 
антимикробную терапию. Однако возникнове-
ние и широкое распространение антибиотико-
резистентных штаммов значительно осложняет 
этиотропную терапию шигеллезов.

Резистентность Shigella spp. к антимикробным 
препаратам обусловлена различными меха-
низмами, в том числе: низкой проницаемостью 
клеточных мембран, наличием эффективных 
эффлюксных насосов, присутствием мутаций 
в генах, а также сверхэкспрессией ферментов, 
модифицирующих или инактивирующих анти-
микробный препарат [13].

Детерминанты устойчивости Shigella spp. 
к антимикробным препаратам локализованы 
на мобильных генетических элементах: плаз-
мидах, транспозонах, интегронах [14], гори-
зонтальный перенос которых между пред-
ставителями семейства Enterobacteriaceae 
способствует широкому распространению 
мультирезистентных грамотрицательных бак-
терий по всему миру [15].

Отмечена устойчивость Shigella spp. к β-лак-
тамным антибиотикам, цефалоспоринам, фос-
фомицину, аминогликозидам, тетрациклину, 
фениколам, полимиксинам, ко-тримоксазолу. 
Установлена возрастающая резистентность к ма-
кролидам, устойчивость к хинолонам и пони-
женная чувствительность к фторхинолонам [13, 
16]. В 2017 г. устойчивые к фторхинолонам воз-
будители шигеллеза вошли в список Всемирной 
организации здравоохранения (ВОЗ) антибио-
тикорезистентных патогенов, представляющих 
угрозу мировому здравоохранению [17].

Основные направления разработки 
вакцин против шигеллеза

Согласно Программе иммунизации ВОЗ 20302, 
наиболее эффективным в борьбе с острыми ки-
шечными инфекциями является сочетание та-
ких превентивных мер, как потребление чистой 
воды, санитария, гигиена и вакцинация. Разра-
ботка вакцины для профилактики шигеллеза, 

1	 Смелов ПА, Никитина СЮ, Агеева ЛИ, Александрова ГА, Голубев НА, Кириллова ГН, ред. Здравоохранение в России. 2021. 
Статистический сборник. М.: Росстат; 2021.

2	 Immunisation Agenda 2030: a global strategy to leave no one behind. https://www.who.int/teams/immunization-vaccines-
and-biologicals/strategies/ia2030

3	 WHO preferred product characteristics for vaccines against Shigella. WHO: Geneva, Switzerland; 2021. https://www.who.int/
publications/i/item/9789240036741

в свою очередь, уже более 20 лет остается при-
оритетом первой степени в стратегии ВОЗ3.

По мнению ряда авторов, сложности в разра-
ботке вакцинных препаратов против шигеллеза 
связаны, в первую очередь, с отсутствием под-
ходящих биологических моделей и неполным 
пониманием механизма подавления Shigella spp. 
врожденного и адаптивного иммунного ответа 
человека [18, 19].

Естественный иммунитет к штаммам Shigella 
spp. основывается в большей степени на им-
мунном ответе к О-антигенам [20]. В работах 
конца ХХ века была продемонстрирована важ-
ность наличия выработанных ранее антител 
к О-антигену в снижении риска заболевания 
шигеллезом, вызванного S. sonnei, S. flexneri 2a 
[21]. Исследования последних лет значительно 
расширили представление о механизмах фор-
мирования протективного иммунитета, показав, 
что на снижение риска инфицирования и умень-
шение тяжести протекания заболевания ока-
зывает влияние не только присутствие антител 
к О-полисахаридам, но и антител к белкам инва-
зинам (Ipa-белкам) Shigella spp. [22].

C. Ferreccio с соавт. выявили, что преоблада-
ющими серотипами Shigella являются S. sonnei, 
S. flexneri 2a, S. flexneri 6, и показали, что перене-
сенный шигеллез впоследствии дает 75% защиту 
от возникновения заболевания, вызванного теми 
же серотипами, но не вызывает существенную пе-
рекрестную защиту от заболевания, вызванного 
другими серотипами Shigella [23], что определило 
серотип-специфический характер иммунного от-
вета к Shigella spp. и свидетельствовало о необ-
ходимости создания поливалентных вакцин.

На основании 1130 изученных случаев шигел-
лезов, S. Livio с соавт. [24] подтвердили резуль-
таты C. Ferreccio с соавт. [23], касающиеся пре-
валирующих серотипов Shigella spp. (S. sonnei, 
S. flexneri 2a, S. flexneri 6), дополнив их данными 
о существенной доле S. flexneri 3a в заболева-
емости шигеллезами. По мнению авторов, ком-
бинирование этих серотипов позволит создать 
4-валентную вакцину, обеспечивающую фор-
мирование иммунитета к наиболее распростра-
ненным штаммам Shigella spp.

Первые контролируемые испытания вакцин-
ных кандидатов против шигеллеза были прове-
дены с участием добровольцев еще в 1960-х гг. 

https://www.who.int/teams/immunization-vaccines-and-biologicals/strategies/ia2030
https://www.who.int/teams/immunization-vaccines-and-biologicals/strategies/ia2030
https://www.who.int/publications/i/item/9789240036741
https://www.who.int/publications/i/item/9789240036741
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В качестве кандидатных вакцин были приме-
нены препараты на основе аттенуированных 
штаммов S. flexneri 2a [25].

В настоящее время во многих странах мира 
ведутся разработки различных типов вакцин-
ных препаратов для профилактики шигеллеза, 
изучается их безопасность и иммуногенность. 
На проведение этих работ выделяются значи-
тельные денежные средства. Данные проекты 
финансируются международными организация-
ми и национальными институтами стран Европы 
и США, такими как Национальный институт ал-
лергических и инфекционных болезней (National 
Institute of Allergy and Infectious Diseases, NIAID), 
Национальный институт здоровья (National 
Institutes of Health, NIH), Министерством здра-
воохранения и социальных служб США (United 
States Department of Health and Human Services, 
HHS), Европейской инициативой по вакцинам 
(European Vaccine Initiative, EVI), Партнерством 
по клиническим испытаниям в Европе и разви-
вающихся странах (European and Developing 
Countries Clinical Trials Partnership, EDCTP), Гло-
бальным альянсом по вакцинам и иммунизации 
(Global Alliance for Vaccines and Immunisation, 
GAVI) и др.

Основные направления исследований каса-
ются создания: цельноклеточных (живых атте-
нуированных [26–31], инактивированных [32]), 
субъединичных полисахаридных (неконъю-
гированных [33], конъюгированных [34–37]) 
и белковых вакцинных кандидатов, в том числе 
препаратов нового поколения: частицы внеш-
них мембран Shigella spp., созданных на осно-
ве генетически модифицированных бактерий 
и состоящие из липополисахаридов, белков 
и растворимых периплазматических компонен-
тов, полученных с помощью технологии GMMA 
(Generalised Modules for Membrane Antigens) [38, 
39]; мультикомпонентный вакцинный комплекс 
рекомбинантных IpaB- и IpaC-белков и липопо-
лисахаридов Shigella spp. [40, 41].

Цельноклеточные вакцины
Значительные результаты достигнуты 

в области разработки цельноклеточных вакцин 
(табл.  1), в частности живых аттенуированных 
вакцин, полученных с применением страте-
гии удаления участка плазмиды вирулентности, 
содержащего ген virG (icsA). Препарат на осно-
ве аттенуированного штамма WRSS1 S. sonnei 
в ходе клинических исследований (КИ) по-
казал свою безопасность и иммуногенность. 

4	 Safety study of live attenuated oral Shigella (WRSS1) vaccine in Bangladeshi adults and children. https://clinicaltrials.gov/
ct2/show/NCT01813071

При введении трех доз препарата в концен-
трации 3×106 КОЕ у 100% взрослых (18–45 лет) 
и 40% детей (5–9 лет) выявлено увеличение 
титра специфических IgA антител к S.  sonnei 
в 4 и более раз [26, 27], однако у детей 12–24 
месяцев препарат не вызвал эффективного им-
мунного ответа4. Вакцинные кандидаты нового 
поколения, WRSs2 и WRSs3, модифицирован-
ные путем удаления генов virG (icsA), senA, senB 
и дополнительно для WRSs3 гена msbB2, проде-
монстрировали высокий профиль безопасности 
и иммуногенности в I фазе КИ с участием лиц 
18–45 лет в дозах 105–106 КОЕ [28].

Неконъюгированные полисахаридные 
вакцины

Наибольший успех достигнут в направлении 
создания неконъюгированных полисахаридных 
препаратов против шигеллеза (табл. 2). В Рос-
сийской Федерации ООО «Гритвак» разработана 
и в 2002 г. зарегистрирована полисахаридная 
дизентерийная вакцина против шигелл Зон-
не, торговое наименование Шигеллвак (Вак-
цина дизентерийная против шигелл Зонне по-
лисахаридная). Препарат представляет собой 
высокоочищенный полисахарид, извлеченный 
из культуры S. sonnei. В качестве консерванта 
в препарате использован фенол.

Вакцина обеспечивает быстрое образование 
специфических антител в крови и интенсив-
ное нарастание их титра в течение 2–3 недель, 
что обеспечивает защиту от инфекции в течение 
одного года.

Отсутствие выраженных общих и местных по-
ствакцинальных реакций и клинических прояв-
лений эндотоксикоза у участников КИ свидетель-
ствуют о благоприятном профиле безопасности. 
Иммунизация участников КИ препаратом в дозе 
50 мкг показала быструю индукцию устойчиво-
го, специфического иммунного ответа к S. sonnei. 
После вакцинации выявлен высокий уровень 
сероконверсии антител к О-антигену (4-кратное 
увеличение титра антител) как у взрослых, так 
и у детей: IgA — 77 и 92%, IgG — 71 и 73%, IgM — 
29 и 48% соответственно. Иммунный ответ после 
вакцинации препаратом Шигеллвак характе-
ризуется значительно выраженной активацией 
синтеза антител класса IgA, уровень которых 
в сыворотке крови возрастает в 28 раз. Оцен-
ка профилактической эффективности вакцины 
Шигеллвак была проведена при массовой имму-
низации населения основных возрастных групп 
в рамках Государственных полевых испытаний 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01813071
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01813071
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5	 Shigella WRSS1 vaccine trial in Bangladesh. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02934178
6	 Safety and immunogenicity of two live, attenuated oral Shigella sonnei vaccines: WRSs2 and WRSs3. https://clinicaltrials.gov/

ct2/show/NCT01336699
Phase 2 Shigella vaccine and challenge. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04242264

7	 Healthy adult volunteer study for two doses of a Shigella vaccine. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00210288

Таблица 1. Цельноклеточные кандидатные вакцинные препараты для профилактики шигеллеза
Table 1. Whole-cell vaccine candidates for the prevention of shigellosis

Наиме-
нование 

вакцинного 
препарата

Vaccine name

Разработчик
Developer

Действующее 
вещество

Active ingredient

Стадия клинических 
исследований

Clinical trial status 

Путь введения. 
Возраст участников 

клинических исследо-
ваний

Route of administration. 
Age of trial participants

Источник
Reference

WRSS1 Армейский научно-
исследовательский 
институт имени Уолтера 
Рида, США
Walter Reed Army Institute 
of Research, USA

Штамм S. sonnei, 
аттенуиро-
ванный путем 
удаления гена 
virG
S. sonnei 
attenuated by 
deletion of the 
virG gene

Завершена I фаза КИ
(рег. № NCT02934178, 
NCT01813071)
Phase I: completed 
(ClinicalTrials. gov 
identifiers 
NCT02934178, 
NCT01813071)

Перорально.
Взрослые 18–39 лет
Oral.
Adults (18–39 years)

[26, 27]
Сноска5

Footnote5

WRSs2

WRSs3 

Национальный институт 
аллергических и инфек-
ционных болезней, США
National Institute of 
Allergy and Infectious 
Diseases, USA

Штамм S. sonnei, 
аттенуиро-
ванный путем 
удаления генов 
virG, senA и senB
S. sonnei 
attenuated by 
deletion of virG, 
senA, and senB 
genes

Штамм S. sonnei, 
аттенуиро-
ванный путем 
удаления генов 
virG, senA, senB, 
msbB2
S. sonnei 
attenuated by 
deletion of virG, 
senA, senB, 
msbB2 genes

Завершена I фаза 
КИ вакцин WRSs2 и 
WRSs3
(рег. № NCT01336699).
Проведение II фазы 
испытаний вакцины 
WRSs2; июль 2022 — 
январь 2023 (рег. 
№ NCT04242264)
Phase I (WRSs2 and 
WRSs3): completed 
(ClinicalTrials.gov 
identifier NCT01336699)
Phase II (WRSs2): 
in progress, July 
2022 — January 2023 
(ClinicalTrials.gov 
identifier NCT04242264)

Перорально.
Взрослые от 18 до 
45 лет
Oral.
Adults (18–45 years)

[28]
Сноска6

Footnote6

SC599 Институт Пастера, 
Франция
Institut Pasteur, France

Штамм 
S. dysenteriae 
1, аттенуиро-
ванный путем 
удаления генов 
icsA, ent, fep 
и stxA
S. dysenteriae 
1 attenuated by 
deletion of icsA, 
ent, fep, and stxA 
genes

Завершена II фаза КИ
(рег. № NCT00210288)
Phase II: completed 
(ClinicalTrials.gov 
identifier NCT00210288)

Перорально.
Взрослые от 18 до 
50 лет
Oral.
Adults (18–50 years)

[29]
Сноска7

Footnote7

WRSd1 Армейский научно-
исследовательский 
институт имени Уолтера 
Рида, США
Walter Reed Army Institute 
of Research, USA

S. dysenteriae 1 
штамм 1617, ат-
тенуированный 
путем удаления 
virG(icsA), stxAB 
генов
S. dysenteriae 
1 strain 1617 
attenuated 
by deletion of 
virG(icsA) and 
stxAB genes

Завершена I фаза КИ
Phase I: completed

Перорально.
Взрослые от 18 до 
45 лет
Oral.
Adults (18–45 years)

[30]

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02934178
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01336699
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01336699
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04242264
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00210288
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8	 Shigella CVD 31000: study of responses with Shigella-ETEC vaccine strain CVD 1208S-122. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/
NCT04634513

9	 ShigETECvax. https://www.euvaccine.eu/diarrheal-diseases/ShigETECvax
10	 Safety study of inactivated Shigella whole-cell vaccine in adults. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01509846

Safety, immunogenicity and efficacy study of inactivated whole-cell Shigella flexneri 2a vaccine with and without dmLT in 
adults. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03038243

Наиме-
нование 

вакцинного 
препарата

Vaccine name

Разработчик
Developer

Действующее 
вещество

Active ingredient

Стадия клинических 
исследований

Clinical trial status 

Путь введения. 
Возраст участников 

клинических исследо-
ваний

Route of administration. 
Age of trial participants

Источник
Reference

Shigella-
ETEC CVD 
(1208S-122)

Мэрилендский универ-
ситет, Балтимор, США
University of Maryland, 
Baltimore, USA

Штамм S. flexneri 
2a, аттенуиро-
ванный путем 
удаления генов 
guaBA, sen, set, 
экспрессиру-
ющий антиген 
CFA/I и тер-
молабильный 
энтеротоксин 
ETEC
S. flexneri 2a 
attenuated by 
deletion of guaBA, 
sen, and set 
genes, expressing 
the CFA/I 
antigen and the 
heat-labile ETEC 
enterotoxin

Проведение I фазы 
КИ; июнь 2022 — 
декабрь 2024 (рег. 
№ NCT04634513)
Phase I: in progress, 
June 2022 — December 
2024 (ClinicalTrials.gov 
identifier NCT04634513)

Перорально.
Взрослые от 18 до 
49 лет
Oral.
Adults (18–49 years)

Сноска8

Footnote8

ShigETEC Eveliqure 
Biotechnologies GmbH, 
Австрия
EveliQure Biotechnologies 
GmbH, Austria

Штамм S. flexneri 
2a, аттену-
ированный 
путем удаления 
генов rfbF, setВА, 
ipaBC, экспрес-
сирующий тер-
молабильный 
энтеротоксин и 
термостабиль-
ный токсин ETEC
S. flexneri 2a, 
attenuated 
by deletion of 
rfbF, setВА, and 
ipaBC genes, 
expressing two 
ETEC enterotoxins 
(heat-labile 
and heat-stable 
toxins)

I фаза КИ (начало — 
сентябрь 2020).
На проведение II фазы 
КИ заключен государ-
ственный контракт 
(№ 75N93020C00048) 
с Национальным ин-
ститутом аллергиче-
ских и инфекционных 
болезней, США
Phase I: in progress, 
started in September 
2020; Phase II to 
be funded by the 
National Institute of 
Allergy and Infectious 
Diseases (contract 
#75N93020C00048)

Перорально. 
Взрослые
Oral.
Adults

[31]
Сноска9

Footnote9

Sf2aWC Программа соответ-
ствующих технологий в 
области здравоохране-
ния, США
Program for Appropriate 
Technology in Health, USA

S. flexneri 2a 
штамм 2457Т, 
инактиви-
рованный 
формалином
Formalin-
inactivated 
S. flexneri 2a 
strain 2457Т

Завершена I фаза КИ 
(рег. № NCT01509846).
II фаза испытаний 
(№ NCT03038243) 
отменена по причине 
отсутствия финанси-
рования
Phase I: completed 
(ClinicalTrials.gov 
identifier NCT01509846)
Phase II: withdrawn 
for lack of funding 
(ClinicalTrials.gov 
identifier NCT03038243)

Перорально.
Взрослые от 18 до 
45 лет
Oral.
Adults (18–45 years)

[32]
Сноска10

Footnote10

Продолжение таблицы 1
Table 1 (continued)

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04634513
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04634513
https://www.euvaccine.eu/diarrheal-diseases/ShigETECvax
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01509846
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03038243
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11	 The ShigOraVax project. https://www.shigoravax.org/
https://www.euvaccine.eu/diarrheal-diseases/ShigOraVax
A baseline study in support of clinical evaluation of an oral Shigella vaccine development in Africa. https://clinicaltrials.gov/
ct2/show/NCT04312906

12	 Зверев ВВ, Хаитов РМ, ред. Вакцины и вакцинация. Национальное руководство. Краткое издание. М.: ГЭОТАР-Медиа; 
2014.

13	 Инструкция по медицинскому применению лекарственного препарата Шигеллвак (вакцина дизентерийная против ши-
гелл Зонне полисахаридная); PN002660/01-201119.

14	 Приказ Минздрава России от 06.12.2021 № 1122н «Об утверждении национального календаря профилактических при-
вивок, календаря профилактических прививок по эпидемическим показаниям и порядка проведения профилактических 
прививок».

в эндемичном по дизентерии Зонне регионе. 
Испытания показали, что уровень заболевае-
мости шигеллезом в группе лиц, вакцинирован-
ных препаратом Шигеллвак, существенно ниже 
данного показателя в когорте плацебо  — 0,55 
против 7,89 случаев на 1000 человек. По резуль-
татам испытаний коэффициент эффективности 
препарата Шигеллвак и индекс эффективно-
сти составили 92,4 и 14,3% соответственно12.

Проведение иммунизации вакциной Шигелл-
вак рекомендуется для лиц, относящихся к груп-
пам риска13. Профилактические прививки против 
шигеллеза в Российской Федерации включены 
в национальный календарь профилактических 
прививок по эпидемическим показаниям14.

Ввиду того, что значительная доля заболева-
емости шигеллезом вызвана S. flexneri, актуаль-
ным направлением является разработка вакци-
ны против дизентерии Флекснера.

Успешно прошел III фазу КИ отечественный 
вакцинный препарат для профилактики дизен-
терии Флекснера ФЛЕКСВАК® (ООО «Гритвак», 
Российская Федерация), представляющий со-
бой водный раствор модифицированных липо-
полисахаридов, извлеченных из вирулентной 
культуры S. flexneri. Модификация липополиса-
харидов заключается в химической детоксика-
ции, позволившей резко снизить токсичность 
и пирогенность, но не затронувшей О-специфи-
ческий полисахарид, отвечающий за антиген-

Наиме-
нование 

вакцинного 
препарата

Vaccine name

Разработчик
Developer

Действующее 
вещество

Active ingredient

Стадия клинических 
исследований

Clinical trial status 

Путь введения. 
Возраст участников 

клинических исследо-
ваний

Route of administration. 
Age of trial participants

Источник
Reference

ShigOraVax Центр исследований 
инфекционных заболе-
ваний в Замбии, Замбия; 
Европейская инициа-
тива по вакцинации, 
Германия; Группа ис-
следований и действий 
в области здравоохра-
нения, Буркина-Фасо; 
Лаборатории Хиллема-
на, Индия; Медицинский 
центр Лейденского 
университета, Бельгия; 
Гетеборгский универси-
тет, Швеция
Centre for Infectious 
Disease Research in 
Zambia, Zambia; European 
Vaccine Initiative, 
Germany; Groupe de 
Recherche Action en Santé, 
Burkina Faso; Hilleman 
Laboratories, India; Leiden 
University Medical Centre, 
Belgium; University of 
Gothenburg, Sweden

Инактивиро-
ванные штаммы 
S. flexneri (2a, 3a, 
6), S. sonnei
Inactivated 
S. flexneri (strains 
2a, 3a, 6) and 
S. sonnei

Завершение I/II фаз 
КИ (сентябрь 2024), 
в рамках програм-
мы Партнерства 
по клиническим 
испытаниям в Европе 
и развивающихся 
странах по гранту EC 
№ RIA2018V-2308 (рег. 
№ NCT04312906)
Phase I/II: in progress, 
due in September 
2024, part of the 
European & Developing 
Countries Clinical 
Trials Partnership 
programme supported 
by the European Union 
under grant agreement 
RIA2018V-2308 
(ClinicalTrials.gov 
identifier NCT04312906)

Перорально.
Дети до 5 лет
Oral.
Children (under 5 years)

Сноска11

Footnote11

Примечание. КИ — клинические исследования, ETEC — энтеротоксигенные E. coli.
Note. ETEC—enterotoxigenic E. coli.

Продолжение таблицы 1
Table 1 (continued)

https://www.shigoravax.org/
https://www.euvaccine.eu/diarrheal-diseases/ShigOraVax
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04312906
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04312906
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ные свойства [42]. В ходе исследований, про-
веденных на группе добровольцев от 18 до 60 
лет, при однократном введении вакцины в до-
зировке 125 мкг/0,5 мл препарат показал без-
опасность, высокую иммуногенность и низкую 
реактогенность15.

Конъюгированные полисахаридные 
вакцины

Поскольку около 30% случаев шигеллеза раз-
личной этиологии приходится на детей в воз-
расте до 5 лет [2], разработка вакцин для этой 
возрастной категории является одной из пер-
востепенных задач. Перспективными в данном 
отношении могут стать конъюгированные вак-
цинные препараты (табл. 3).

По данным K.L. Kotloff c соавт. [3], впервые 
концепция применения полисахаридных вак-

15	 Протокол ФКК-III-07/18. Открытое несравнительное исследование безопасности и иммуногенности вакцины ФЛЕК-
СВАК® на добровольцах в возрасте 18–60 лет. 04.04.2019–01.12.2020. Реестр Клинических исследований. https://
clinline.ru/reestr-klinicheskih-issledovanij/161-04.04.2019.html

16	 Зверев ВВ, Хаитов РМ, ред. Вакцины и вакцинация. Национальное руководство. Краткое издание. М.: ГЭОТАР-Медиа; 2014.
Инструкция по медицинскому применению лекарственного препарата Шигеллвак (вакцина дизентерийная против ши-
гелл Зонне полисахаридная); PN002660/01-201119.

17	 Протокол ФКК-III-07/18. Открытое несравнительное исследование безопасности и иммуногенности вакцины ФЛЕК-
СВАК® на добровольцах в возрасте 18–60 лет. 04.04.2019–01.12.2020. Реестр Клинических исследований. https://
clinline.ru/reestr-klinicheskih-issledovanij/161-04.04.2019.html

цин, конъюгированных с белковыми носителями, 
для иммунизации младенцев и детей в возрас-
те от 2 до 5 лет против инфекций, вызываемых 
Shigella spp. и другими кишечными патогена-
ми, была озвучена J.B. Robbins и R.  Schneerson, 
что привлекло значительный интерес ученых 
к данному направлению исследований и поло-
жило начало этапу разработки конъюгирован-
ных вакцинных препаратов против шигеллеза. 
КИ конъюгированного препарата, полученного 
путем связывания О-антигена S.  sonnei c ре-
комбинантным экзопротеином А Pseudomonas 
aeruginosa (rEPA), показали высокую эффек-
тивность у взрослых в возрасте 18–22 года 
(74%)  [43] и детей 3–4 лет (71%) [44], однако 
среди детей 2–3 лет была продемонстрирована 
низкая эффективность (36%), при полном ее от-
сутствии у детей в возрасте 1–2 года [44].

Таблица 2. Неконъюгированные полисахаридные вакцины и вакцинные кандидаты для профилактики шигеллеза
Table 2. Unconjugated polysaccharide vaccines and vaccine candidates for the prevention of shigellosis

Наименование 
вакцинного 
препарата

Vaccine name

Разработчик
Developer

Действующее вещество
Active ingredient

Стадия клинических 
испытаний

Clinical trial status 

Путь введения. 
Возраст участни-
ков клинических 

исследований
Route of 

administration. Age 
of trial participants

Источник
Reference

Шигеллвак®
Shigellvac®

ООО «Гритвак»,
Российская 
Федерация
Gritvac OOO, 
Russia

Низкотоксичный полисаха-
рид S. sonnei, очищенный 
ферментативными и физи-
ко-химическими методами
Low-toxicity polysaccharide 
of S. sonnei, purified 
by enzymatic and 
physicochemical methods

Препарат 
зарегистрирован
The vaccine is 
licensed 

Внутримышечно, 
подкожно.
Дети от 3 лет, 
взрослые
Intramuscular,
subcutaneous.
Children (aged 3 
and older), adults

Сноска16

Footnote16

ФЛЕКСВАК®
FLEXVAC® 

ООО «Гритвак»,
Российская 
Федерация
Gritvac OOO, 
Russia

Модифицированные ли-
пополисахариды S. flexneri 
серотипы 2a, 3a, 1b, Y, 
6, очищенные фермен-
тативными и физико-
химическими методами
Modified lipopolysaccharides 
of S. flexneri serotypes 2a,
3a, 1b, Y, 6, purified 
by enzymatic and 
physicochemical methods

Завершена III фаза 
КИ (Протокол 
ФКК-III-07/18)
Phase III: completed 
(Protocol FKK-
III-07/18)

Подкожно.
Взрослые от 18 до 
60 лет
Subcutaneous.
Adults (18–60 years)

[33]
Сноска17

Footnote17

Примечание. КИ — клинические исследования.

https://clinline.ru/reestr-klinicheskih-issledovanij/161-04.04.2019.html
https://clinline.ru/reestr-klinicheskih-issledovanij/161-04.04.2019.html
https://clinline.ru/reestr-klinicheskih-issledovanij/161-04.04.2019.html
https://clinline.ru/reestr-klinicheskih-issledovanij/161-04.04.2019.html
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В сентябре 2019 г. начались КИ (I/II фаза) 
четырехвалентной конъюгированной вакцины 
Shigella4V c участием лиц в возрасте от 9 мес. 
до 50 лет18. Проведение исследований вклю-
чает два этапа: 1-й этап — оценка безопасно-
сти и реактогенности вакцины при иммуниза-
ции в первую очередь взрослых, а затем детей 
и младенцев; 2-й этап — оценка иммуноген-
ности вакцины при иммунизации младенцев 
в возрасте 9 мес. и определение оптимальной 
иммунизирующей дозы. Препарат проходит 
испытания в двух формах: с применением адъ-
юванта и без применения адъюванта. Двухва-
лентная конъюгированная вакцина ZF090119 
(Beijing Zhifei Luzhu Biopharmaceutical Co., Ltd, 
Китай), полученная на основе О-специфиче-
ских полисахаридов S.  sonnei и S. flexneri 2a, 
конъюгированных со столбнячным анатокси-
ном, успешно прошла II фазу КИ, продемон-
стрировав высокую иммуногенность при вак-
цинации детей в возрасте от 3 мес. до 5 лет 
при отсутствии серьезных нежелательных яв-
лений [34].

18	 Immunogenicity and safety of S. flexneri 2a-S. sonnei bivalent conjugate vaccine in volunteers aged from 3 months to 5 years 
old. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04865497

19	 Там же.
20	 Safety, immunogenicity, and efficacy of Shigella conjugate vaccines in 1–4 year olds in Israel. https://clinicaltrials.gov/

ct2/show/NCT00368316
21	 Там же.

Испытания полисахаридных вакцин против 
шигеллеза, полученных с применением техно-
логии биоконъюгации, продемонстрировали им-
муногенные и протективные свойства данного 
типа препаратов [35]. В КИ фазы II, проведенных 
компанией LimmaTech Biologics AG (Швейца-
рия) с участием лиц в возрасте 18–45  лет, по-
казано, что эффективность защиты кандидат-
ной биоконъюгированной вакцины Flexyn2a 
против тяжелого протекания заболевания со-
ставила 72,4%  [36]. В КИ (фаза I) другой канди-
датной биоконъюгированной вакцины, GVXN 
SD133 (GlycoVaxyn AG, Швейцария), выявлен 
удовлетворительный профиль безопасности 
препарата. Установлено, что введение канди-
датной вакцины в двух концентрациях (2 мкг 
и 10 мкг О-полисахарида Shigella dysenteriae 1, 
конъюгированного rEPA) приводит к индукции 
гуморального иммунного ответа в обеих груп-
пах вакцинированных. Статистически значимой 
разницы между средними геометрическими зна-
чениями титров антител классов IgG и IgA двух 
групп вакцинированных не установлено [37].

Таблица 3. Полисахаридные конъюгированные вакцинные кандидаты для профилактики шигеллеза
Table 3. Polysaccharide conjugate vaccine candidates for the prevention of shigellosis

Наименование 
вакцинного 
препарата

Vaccine name

Разработчик
Developer

Действующее вещество
Active ingredient

Стадия клиниче-
ских испытаний

Clinical trial status 

Путь введения. 
Возраст участни-
ков клинических 

исследований
Route of 

administration. Age 
of trial participants

Источник
Reference

Shigella 
sonnei-rEPA

Национальный 
институт детского 
здоровья и разви-
тия человека, США
Eunice Kennedy 
Shriver National 
Institute of Child 
Health and Human 
Development, USA

О-специфический 
полисахарид S. sonnei, 
ковалентно связанный 
с rEPA
S. sonnei O-specific 
polysaccharide 
covalently bound to rEPA

Завершена 
III фаза КИ (рег. 
№ NCT00368316)
Phase III: completed
(ClinicalTrials. gov 
identifier 
NCT00368316)

Внутримышечно.
Дети от 1 до 4 лет
Intramuscular.
Children (1–4 years)

[43, 44]
Сноска20

Footnote20

Shigella 
flexneri2a-rEPA

Национальный 
институт детского 
здоровья и разви-
тия человека, США
Eunice Kennedy 
Shriver National 
Institute of Child 
Health and Human 
Development, USA

О-специфический 
полисахарид S. flexneri 
2a, ковалентно 
связанный с rEPA
S. flexneri 2a O-specific 
polysaccharide 
covalently bound to rEPA

Завершена 
III фаза КИ (рег. 
№ NCT00368316)
Phase III: completed
(ClinicalTrials. gov 
identifier 
NCT00368316)

Внутримышечно.
Дети от 1 до 4 лет
Intramuscular.
Children (1–4 years)

[44]
Сноска21

Footnote21

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04865497
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00368316
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00368316
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22	 A phase 1, dose-escalation study to evaluate a new Shigella sonnei vaccine in healthy adults. https://clinicaltrials.gov/
ct2/show/NCT02017899
Evaluate a new Shigella sonnei vaccine administered either by intradermal, intranasal, or intramuscular route in healthy adults. 
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02034500
A study to evaluate safety and immunogenicity of 1 booster dose of 1790GAHB vaccine in healthy adults primed with 3 doses 
of 1790GAHB vaccine in study H03_01TP compared to 1 vaccination of 1790GAHB in either subjects who received placebo in 
the same study or naive subjects not part of H03_01TP study. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03089879
A study of the safety and immune response of 2 doses of a new Shigella vaccine in Kenyan adults. https://clinicaltrials.gov/
ct2/show/NCT02676895
A study to evaluate the efficacy, safety, and immunogenicity of a vaccine designed to protect against infection with Shigella 
sonnei in healthy adults. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03527173

23	 SF2a-TT15 conjugate vaccine in healthy adult volunteers. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02797236
A study to investigate the safety and immunogenicity of the SF2a-TT15 synthetic carbohydrate-based conjugate vaccine 
against Shigella flexneri 2a (GlycoShig3). https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04602975
Shigella CVD 30000: study of responses to vaccination with Shigella vaccine. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04078022

Наименование 
вакцинного 
препарата

Vaccine name

Разработчик
Developer

Действующее вещество
Active ingredient

Стадия клиниче-
ских испытаний

Clinical trial status 

Путь введения. 
Возраст участни-
ков клинических 

исследований
Route of 

administration. Age 
of trial participants

Источник
Reference

1790GAHB 
(GSK3536852A)

GlaxoSmithKline, 
Великобритания
GlaxoSmithKline, UK

S. sonnei 1790-GMMA 
комплекс: О-антиген / 
везикулы наружных 
мембран
S. sonnei 1790–GMMA 
complex: O-antigen and 
outer membrane vesicles

Завершены I 
(№ NCT02017899, 
NCT02034500, 
NCT03089879) и 
II фазы КИ (рег. 
№ NCT02676895, 
NCT03527173)
Phase I: completed 
(ClinicalTrials. gov 
identifiers 
NCT02017899, 
NCT02034500, 
NCT03089879)
Phase II: completed 
(ClinicalTrials. gov 
identifiers 
NCT02676895, 
NCT03527173)

Внутримышечно.
Взрослые от 18 до 
45 лет
Intramuscular.
Adults (18–45 years)

[38]
Сноска22

Footnote22

SF2a-TT15 Мэрилендский 
университет, 
Балтимор, США
University of 
Maryland, Baltimore, 
USA

Синтетический пен-
тадекасахарид, ими-
тирующий О-антиген 
S. flexneri 2a, конъюги-
рованный со столбняч-
ным анатоксином
Synthetic 
pentadecasaccharide, 
imitating O-antigen of S. 
flexneri 2a, conjugated to 
tetanus toxoid

Заверше-
на I фаза КИ 
(№ NCT02797236).
Завершение IIа 
фазы КИ — сен-
тябрь 2022 (рег. 
№ NCT04602975) 
и IIb (рег. 
№ NCT04078022) 
фаз сентябрь 
2022 г.
Phase I: completed 
(ClinicalTrials. gov 
identifier 
NCT02797236)
Phase IIa: in 
progress, due in 
September 2022 
(ClinicalTrials. gov 
identifier 
NCT04602975),
Phase IIb: in 
progress, due in 
February 2021 
(ClinicalTrials. gov 
identifier 
NCT04078022)

Внутримышечно.
IIa фаза — взрос-
лые (18–50 лет), 
дети (2–5 лет), 
младенцы (9 мес.).
IIb фаза — взрос-
лые от 18 до 45 
лет
Intramuscular.
Phase IIa: adults 
(18–50 years), 
children (2–5 years), 
infants (9 months).
Phase IIb: adults 
(18–45 years)

[45]
Сноска23

Footnote23

Продолжение таблицы 3
Table 3 (continued)

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02017899
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02017899
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02034500
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03089879
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02676895
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02676895
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03527173
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02797236
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04602975
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04078022
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24	 Safety and tolerability of a bioconjugate vaccine against Shigella flexneri 2a. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02388009
Phase 2b challenge study with the bioconjugate vaccine Flexyn2a. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02646371

25	 Safety and reactogenicity of bioconjugate vaccine to prevent Shigella. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01069471
26	 Immunogenicity and safety of S. flexneri 2a–S. sonnei bivalent conjugate vaccine in volunteers aged from 3 months to 5 years 

old. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04865497
27	 A study to determine if a new Shigella vaccine is safe, induces immunity and the best dose among Kenyan infants. https://

clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04056117

Наименование 
вакцинного 
препарата

Vaccine name

Разработчик
Developer

Действующее вещество
Active ingredient

Стадия клиниче-
ских испытаний

Clinical trial status 

Путь введения. 
Возраст участни-
ков клинических 

исследований
Route of 

administration. Age 
of trial participants

Источник
Reference

Flexyn2a 
(биоконъюгат)
Flexyn2a 
(bioconjugate)

LimmaTech 
Biologics AG, 
Швейцария
LimmaTech Biologics 
AG, Switzerland

О-полисахарид 
S. flexneri 2a, получен-
ный путем экспрессии 
в E. coli, конъюгиро-
ванный с rEPA
O-polysaccharide of 
S. flexneri 2a, expressed 
in E. coli and conjugated 
to rEPA

Завершены I и
II фазы КИ (рег. 
№ NCT02388009, 
NCT02646371)
Phases I and 
II: completed 
(ClinicalTrials. gov 
identifiers 
NCT02388009, 
NCT02646371)

Внутримышечно.
Взрослые от 18 до 
50 лет
Intramuscular.
Adults (18–50 years)

[36]
Сноска24

Footnote24

GVXN SD133 
(биоконъюгат)
GVXN SD133 
(bioconjugate)

GlycoVaxyn AG, 
Швейцария
GlycoVaxyn AG, 
Switzerland

О-полисахарид S. 
dysenteriae 1, получен-
ный путем экспрессии 
в E. coli, конъюгиро-
ванный с rEPA
O-polysaccharide 
of S. dysenteriae 1, 
expressed in E. coli and 
conjugated to rEPA

Завершена 
I фаза КИ (рег. 
№ NCT01069471)
Phase I: completed 
(ClinicalTrials. gov 
identifier 
NCT01069471)

Внутримышечно.
Взрослые от 18 до 
50 лет
Intramuscular.
Adults (18–50 years)

[37]
Сноска25

Footnote25

ZF0901 Beijing Zhifei Luzhu 
Biopharmaceutical 
Co., Ltd, Китай
Beijing Zhifei Luzhu 
Biopharmaceutical 
Co., Ltd, China

Очищенные О-специ-
фичные полисахариды 
S. sonnei и S. flexneri 
2a, конъюгирован-
ные со столбнячным 
анатоксином
O-specific 
polysaccharides of 
S. flexneri 2a and 
S. sonnei, purified and 
conjugated to tetanus 
toxoid

Завершена 
II фаза КИ (рег. 
№ NCT04865497)
Phase II: completed 
(ClinicalTrials. gov 
identifier 
NCT04865497)

Внутримышечно.
Дети от 3 месяцев 
до 5 лет.
Intramuscular.
Infants (3–24 
months), children 
(2–5 years)

[34]
Сноска26

Footnote26

Shigella4V LimmaTech 
Biologics AG, 
Швейцария
LimmaTech Biologics 
AG, Switzerland

О-полисахариды 
S. sonnei, S. flexneri 2a, 
S. flexneri 3a, S. flexneri 
6, конъюгированные 
с rEPA
O-polysaccharides of 
S. sonnei, S. flexneri 
2a, S. flexneri 3a, and 
S. flexneri 6, conjugated 
to rEPA

Завершение 
I/ II фаз КИ июль 
2022 г. (рег. 
№ NCT04056117)
Phase I/II: in 
progress, due 
in July 2022 
(ClinicalTrials. gov 
identifier 
NCT04056117)

Внутримышечно.
Младенцы 9±1 
мес., дети от 2 до 
5 лет, взрослые от 
18 до 50 лет
Intramuscular.
Infants (9±1 
months), children 
(2–5 years), and 
adults (18–50 years)

Сноска27

Footnote27

Примечание. КИ — клинические исследования, rEPA — рекомбинантный экзопротеин А P. aeruginosa.
Note. rEPA—recombinant exoprotein A of P. aeruginosa.

Продолжение таблицы 3
Table 3 (continued)

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02388009

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02646371
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01069471
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04865497
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04056117
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04056117
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28	 Shigella flexneri 2a Invaplex 50 vaccine dose finding and assessment of protection. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/
NCT00485134

29	 Immunogenicity and safety of S. flexneri 2a–S. sonnei bivalent conjugate vaccine in volunteers aged from 3 months to 5 years 
old. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04865497

30	 A study to determine if a new Shigella vaccine is safe, induces immunity and the best dose among Kenyan infants. https://
clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04056117

31	 Dose escalating study of intramuscular Invaplex[AR-DETOX]. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03869333

Вакцинные кандидаты на основе 
белковых антигенов и комбинированные 
вакцинные препараты

Одним из перспективных направлений в обла-
сти разработки вакцинных препаратов, обеспе-
чивающих перекрестную защиту против Shigella 
spp., является создание субъединичных вакцин 
на основе Ipa-белков или комплекса липополи-
сахаридов Shigella spp. и Ipa-белков (табл. 4) [40, 

41, 46]. Препарат InvaplexAR-DETOX (PATH, США) 
на основе О-полисахарида S. flexneri 2a и бел-
ков IpaB и IpaC в фазе I КИ продемонстрировал 
высокую иммуногенность и безопасность, отме-
чена индукция выраженных антительных отве-
тов к трем основным компонентам вакцинного 
кандидата (О-полисахарид, IpaB и IpaC белки)31.

Активно развивается направление поиска 
новых, наиболее иммуногенных вакцинных 

Таблица 4. Вакцинные кандидаты для профилактики шигеллеза на основе белковых антигенов
Table 4. Protein antigen-based vaccine candidates for the prevention of shigellosis

Наименование 
вакцинного 
препарата

Vaccine name

Разработчик
Developer

Действующее вещество
Active ingredient

Стадия клинических 
испытаний

Clinical trial status 

Путь введе-
ния. Возраст 
участников 

клинических 
исследований.

Route of 
administration. 

Age of trial 
participants.

Источник
Reference

Invaplex 50 Командование ме-
дицинских исследо-
ваний и разработок 
армии США, США
U.S. Army Medical 
Research and 
Development 
Command, USA

Макромолекулярный ком-
плекс O-полисахарида S. 
flexneri 2a штамм 2457Т и 
белков IpaB, IpaC и IpaD
A macromolecular complex 
containing O-polysaccharide 
of S. flexneri 2a strain 2457Т 
with IpaB, IpaC, and IpaD 
proteins

Завершена 
II стадия КИ (рег. 
№ NCT00485134)
Phase II: completed 
(ClinicalTrials. gov 
identifier 
NCT00485134)

Интраназаль-
но.
Взрослые от 
18 до 45 лет
Intranasal.
Adults (18–45 
years)

[40]
Сноска28

Footnote28

InvaplexAR Командование ме-
дицинских исследо-
ваний и разработок 
армии США, США
U.S. Army Medical 
Research and 
Development 
Command, USA

Макромолекулярный 
комплекс O-полисахарида 
S. flexneri 2a штамм 2457Т 
и белков IpaB, IpaC
A macromolecular complex 
containing O-polysaccharide 
of S. flexneri 2a strain 2457Т 
with IpaB and IpaC proteins

Завершена 
I стадия КИ (рег. 
№ NCT02445963)
Phase I: completed 
(ClinicalTrials. gov 
identifier 
NCT02445963)

Интраназаль-
но.
Взрослые от 
18 до 45 лет
Intranasal.
Adults (18–45 
years)

Сноска29

Footnote29

InvaplexAR-
DETOX

Программа соответ-
ствующих техно-
логий в области 
здравоохранения, 
США
Program for 
Appropriate 
Technology in Health, 
USA

Макромолекулярный 
комплекс деацетилиро-
ванного O-полисахарида, 
генетически аттенуиро-
ванного путем удаления 
гена msbB мутантного 
штамма S. flexneri 2a и 
белков IpaB, IpaC
A macromolecular complex 
containing under-acylated 
O-polysaccharide of S. 
flexneri 2a mutant strain, 
genetically attenuated by 
deletion of msbB, with IpaB 
and IpaC proteins

Завершена 
I стадия КИ (рег. 
№ NCT03869333)
Phase I: completed 
(ClinicalTrials. gov 
identifier 
NCT03869333)

Внутримышеч-
но.
Взрослые от 
18 до 50 лет
Intramuscular.
Adults (18–50 
years)

Сноска30

Footnote30

Примечание. КИ — клинические исследования.

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00485134
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00485134
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04865497
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04056117
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04056117
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03869333
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кандидатов на основе белков наружных мем-
бран Shigella spp. [39], в том числе с помощью 
технологий обратной вакцинологии (reverse 
vaccinology) [47].

Важным направлением является разработка 
комбинированных вакцин для профилактики 
шигеллеза и других бактериальных кишечных 
инфекций. Исследования в области разработ-
ки живых аттенуированных вакцин против ин-
фекций, вызываемых Shigella spp. и энтероток-
сигенными штаммами E. coli (ETEC), достигли 
I–II фаз КИ32  [31]. Живая аттенуированная вак-
цина против инфекций, вызываемых S. sonnei 
и Salmonella typhi, и конъюгированная вакци-
на против инфекций, вызываемых Shigella spp., 
ETEC, Campylobacte jejuni, находятся на этапе до-
клинических испытаний [48].

Наряду с аспектами безопасности и иммуно-
генности вакцинных кандидатов, существенную 
роль в процессе разработки новых препаратов 
играет фармако-экономическая эффективность 
их применения. Анализ потенциальной социаль-
но-экономической эффективности вакцинации 
против шигеллеза в 79 странах с высокой эпи-
демиологической нагрузкой (страны со средним 
и низким уровнем дохода), произведенный на ос-
новании модели, включающей данные по имму-
низации детей в возрасте до 5 лет (с эффектив-
ностью 60%) и охватывающей период времени 
в течение 10 лет после ее проведения, показал, 
что вакцинация может предотвратить более 52% 
детских смертей, вызванных шигеллезом [49].

Заключение
На фоне непрерывно возрастающей устойчи-

вости Shigella spp. к антимикробным препаратам 
наиболее эффективным способом сдерживания 
распространения шигеллеза является иммуни-
зация населения. Однако вакцинопрофилактика 
этой инфекции не носит повсеместный характер. 
Невзирая на существенные финансовые потоки 
и усилия значительного количества научных кол-

32	  Shigella CVD 31000: study of responses with Shigella-ETEC vaccine strain CVD 1208S-122. https://clinicaltrials.gov/ct2/show/
NCT04634513

лективов, направленные на разработку вакцин-
ных препаратов для профилактики шигеллеза, 
в настоящее время на мировом рынке зареги-
стрирована только одна вакцина против шигел-
леза (производства Российской Федерации).

Анализ перспективных направлений разра-
ботки данных препаратов показал, что:

–– в настоящее время существует несколько 
направлений исследований в области созда-
ния вакцин против шигеллеза; значительное 
количество вакцинных кандидатов достигло 
различных стадий клинических испытаний, 
показав свою безопасность и высокую имму-
ногенность, однако на данном этапе преждев-
ременно делать вывод о том, какие типы вак-
цин наиболее эффективны и безопасны;

–– использование полисахаридных антигенов 
в качестве вакцинных препаратов против ши-
геллеза приводит к формированию эффек-
тивного иммунного ответа, что подтвержде-
но внедрением в практику здравоохранения 
отечественной шигеллезной полисахаридной 
вакцины;

–– перспективным направлением в создании 
вакцин против шигеллеза для иммунизации 
младенцев и детей в возрасте от 2 до 5 лет 
является разработка полисахаридных вакцин, 
конъюгированных с белковыми носителями;

–– продолжаются исследования в области раз-
работки субъединичных вакцин на осно-
ве Ipa-белков и белков наружных мембран 
Shigella spp.; отсутствие серологической 
специфичности данных белков, позволяет 
препаратам на основе этих антигенов претен-
довать на лидирующие позиции в ряду вак-
цинных кандидатов;

–– приоритетным направлением развития вакци-
нопрофилактики острых кишечных инфекций 
является разработка комбинированных вак-
цин, позволяющих увеличить охват населения 
иммунизацией и эффективно контролировать 
заболеваемость в эндемичных регионах.
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Разработка критериев приемлемости 
оценки результатов количественного 
определения анти-D-антител IgG 
в препаратах иммуноглобулина человека 
антирезус Rhо(D) иммуноферментным 
методом
Е.В. Шведова 1,  , С.А. Лешина1, Э.Ю. Кудашева1, И.В. Борисевич2, В.А. Меркулов1,3, 
Д.В. Шведов1 
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Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация
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им. И.М. Сеченова» Министерства здравоохранения Российской Федерации (Сеченовский 
Университет), Трубецкая ул., д. 8, стр. 2, Москва, 119991, Российская Федерация

 Шведова Евгения Владимировна; NоvikovaEV@expmed.ru

Резюме	 Метод конкурентного иммуноферментного анализа (ИФА) для количественного опреде-
ления специфических антител (Ат) — анти-D-Ат IgG, в препаратах иммуноглобулина чело-
века антирезус Rho(D) (ИГЧА) основан на конкурентном иммунохимическом связывании 
между анти-D-Ат в препарате ИГЧА и моноклональными анти-D-Ат к эпитопу D-антиге-
нов иммуносорбента — эритроцитов человека фенотипа ccDEE, иммобилизированных 
на твердой фазе. Приготовление иммуносорбента проводится в условиях лаборатории 
самостоятельно. При аттестации Международного стандартного образца (МСО) анти-D 
иммуноглобулина предприняты попытки использования и фенотипа ССDee как наиболее 
часто встречаемого (16,01%) в сравнении с фенотипом ccDEE (2,16%). Использование фе-
нотипа CCDee возможно при условии соблюдения критериев приемлемости оценки ре-
зультатов, разработанных при валидации методики. Цель работы: разработать критерии 
приемлемости оценки результатов количественного определения анти-D-Ат IgG в препа-
ратах ИГЧА методом ИФА, в котором для приготовления иммуносорбента, в случае от-
сутствия эритроцитов фенотипа ccDEE, могут быть использованы эритроциты фенотипа 
CCDee. Материалы и методы: препараты ИГЧА, модельные образцы с известным содержа-
нием анти-D-Ат IgG, МСО анти-D иммуноглобулина, стандартный образец (СО) иммуногло-
булина, не содержащий анти-D-Ат IgG, моноклональные анти-D-Ат, эритроциты фенотипов 
CCDee, ccDEE и ccddee. Определение анти-D-Ат IgG проводили методом конкурентного 
ИФА. Применяли параметрические и непараметрические методы статистики. Результа-
ты: показано, что применение эритроцитов фенотипа CCDee позволяет использовать их 
для конкурентного иммунохимического связывания с моноклональными анти-D-Ат и анти-
D-Ат IgG различных препаратов ИГЧА. Подтверждена пригодность методики с примене-
нием фенотипа CCDee по валидационным характеристикам: правильность, промежуточ-
ная прецизионность, линейность, селективность, специфичность, устойчивость методики 
и сопоставимость результатов при использовании эритроцитов фенотипов CCDee и ccDEE. 
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Разработаны критерии приемлемости: относительные значения содержания анти-D-Ат IgG 
в испытуемом образце должны быть в интервале ±20% от номинального значения; коэф-
фициент детерминации (R2) должен быть не менее 0,9; относительное стандартное откло-
нение (RSD, %) трех значений оптической плотности для каждой концентрации не должно 
превышать 20%. Выводы: разработанные критерии приемлемости гарантируют достовер-
ность получаемых результатов количественного определения анти-D-Ат IgG методом ИФА, 
что позволяет их использовать специалистами контрольно-аналитических лабораторий 
для оценки качества препаратов ИГЧА.

Ключевые слова:	 критерии приемлемости; иммуноферментный анализ; валидация; препараты иммуногло-
булина человека антирезус Rho(D); количественное определение анти-D-антител IgG; фе-
нотипы эритроцитов; CCDee; ccDEE; иммуносорбент
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Abstract	 The competitive enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) used for the quantification of 
specific antibodies, anti-D (Rho) IgGs, in human anti-D (Rho) immunoglobulin preparations re-
lies upon the competition between anti-D antibodies in the preparation and anti-D monoclonal 
antibodies (mAbs) for immunochemical binding to D-antigen epitopes of the immunosorbent, 
human erythrocytes of the ccDEE phenotype immobilised on a solid support. The immuno-
sorbent is prepared in-house under laboratory conditions. The certification of the International 
Standard (IS) for anti-D immunoglobulin included attempts to use the CCDee phenotype, which 
is more common (16.01%) than the ccDEE phenotype (2.16%). It is possible to use the CCDee 
phenotype, as long as the user adheres to the acceptance criteria for the results, developed 
during method validation. The aim of this study was to develop the acceptance criteria for the 
results of anti-D IgG quantification in human anti-D immunoglobulin preparations by the ELISA 
method that would allow using CCDee erythrocytes to prepare the immunosorbent should 
there be no erythrocytes of the ccDEE phenotype available. Materials and methods: the study 
used human anti-D immunoglobulin preparations; anti-D IgG–spiked samples; the IS for anti-D 
immunoglobulin; the reference standard (RS) for anti-D IgG–free immunoglobulin; anti-D mAbs; 
and erythrocytes of the CCDee, ccDEE, and ccddee phenotypes. The authors quantified anti-D 
IgG antibodies by the competitive ELISA. The statistical analysis used parametric and nonpar-
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ametric tests. Results: the study demonstrated the possibility of using CCDee erythrocytes for 
competitive immunochemical binding with anti-D mAbs and anti-D IgG of various human anti-D 
immunoglobulin preparations. The suitability of the analytical procedure with the CCDee phe-
notype was confirmed by validation parameters: trueness, intermediate precision, linearity, se-
lectivity, specificity, and robustness of the method and comparability of the results obtained 
when using the CCDee and ccDEE phenotypes. The authors developed the acceptance criteria: 
the relative values of anti-D IgG content in the test sample should range within ±20% of the 
nominal value; the coefficient of determination (R2) should be at least 0.9; the relative standard 
deviation (RSD, %) of three absorbance values for each concentration should not exceed 20%. 
Conclusions: these acceptance criteria guarantee the reliability of assay results of anti-D IgG 
quantification by the ELISA, which allows them to be used by specialists of control and analy
tical laboratories to assess the quality of human anti-D immunoglobulin preparations.

Key words:	 acceptance criteria; enzyme-linked immunosorbent assay; validation; human anti-D  (Rho)  im-
munoglobulin preparations; anti-D IgG quantification; erythrocyte phenotypes; CCDee; ccDEE; 
immunosorbent
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1	 Guideline on the clinical investigation of human anti-D immunoglobulin for intravenous and/or intramuscular use (EMA/
CPMP/BPWG/575/99, rev. 1). EMA; 2007. https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-clinical-
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3	 Обозначение фенотипов эритроцитов приведено в соответствии с Постановлением Правительства Российской Федера-

ции от 22.06.2019 № 797 «Об утверждении Правил заготовки, хранения, транспортировки и клинического использова-
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4	 2.7.13. Assay of human anti-D immunoglobulin. European Pharmacopoeia 10th ed.; 2022.

Введение
Препараты иммуноглобулина человека ан-

тирезус Rho(D) (ИГЧА) — единственные им-
мунобиологические лекарственные средства 
для специфической перинатальной профилак-
тики резус-иммунизации женщин с резус-отри-
цательной принадлежностью крови. Они пред-
ставляют собой концентраты специфических 
антител (Ат) — анти-D-Ат IgG, полученные из плаз-
мы крови здоровых доноров, иммунизирован-
ных D-антигеном резус-положительных эритро-
цитов человека [1, 2]. Пассивная иммунизация 
препаратом ИГЧА предотвращает резус-имму-
низацию в более чем в 99% случаев при условии 
достаточности и своевременности дозы введе-
ния [3,  4]. Объем вводимых профилактических 
доз рассчитывают исходя из количественного 
содержания анти-D-Ат IgG в препарате, вы-
раженного в международных единицах (МЕ) 
или в микрограммах (мкг) в 1 мл (1 мкг = 5 МЕ) 
по отношению к Международному стандарт-
ному образцу (МСО) анти-D иммуноглобулина 
или стандартному образцу (СО), откалиброван-
ному по отношению к МСО1. Метод прямого кон-

курентного иммуноферментного анализа (ИФА) 
с применением моноклональных Ат, используе-
мый зарубежными производителями препара-
тов ИГЧА, является одним из селективных ме-
тодов для количественной оценки содержания 
анти-D-Ат IgG в препаратах ИГЧА [5, 6].

В соответствии с монографией Европей-
ской фармакопеи2 в качестве антигенов (Аг) 
при приготовлении иммуносорбента в лабора-
торных условиях для иммуноферментного ме-
тода количественного определения анти-D-Ат 
IgG в препаратах ИГЧА рекомендовано исполь-
зовать D-положительные эритроциты 0 груп-
пы крови человека, полученные не менее чем 
от 3 доноров, только фенотипа ccDEE3. Критерии 
приемлемости оценки результатов не представ-
лены4.

В связи с трудностью в получении эритроци-
тов фенотипа ccDEE, связанными с их меньшей 
распространенностью в популяции, ранее пред-
принимались попытки использования эритроци-
тов фенотипа CCDee для самостоятельного при-
готовления иммуносорбента [7, 8]. Ранее нами 
были проведены экспериментальные исследо-
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вания по изучению особенностей иммобили-
зации эритроцитов человека фенотипов CCDee 
и ccDEE на твердой фазе [9]. Было установле-
но, что использование эритроцитов фенотипа 
CCDee как альтернативного фенотипу ccDEE воз-
можно при условии проведения валидационных 
исследований, направленных на эксперимен-
тальное доказательство пригодности фенотипа 
CCDee для использования при количественном 
определении анти-D-Ат IgG в препаратах ИГЧА.

Цель работы — разработать критерии прием-
лемости оценки результатов количественного 
определения анти-D-Ат IgG в препаратах ИГЧА 
методом ИФА, в котором для приготовления им-
муносорбента, в случае отсутствия эритроцитов 
фенотипа ccDEE, могут быть использованы эри-
троциты фенотипа CCDee.

Для достижения цели были поставлены сле-
дующие задачи: 1)  установить валидационные 
параметры в соответствии с международными 
правилами и требованиями, предъявляемы-
ми к разработке и валидации количественных 
биоаналитических методик; 2)  провести экс-
периментальные исследования по валидации 
методики количественного определения ан-
ти-D-Ат IgG методом ИФА по характеристикам: 
правильность, промежуточная прецизионность 
(повторяемость и внутрилабораторная воспро-
изводимость), линейность аналитического диа-
пазона, селективность, специфичность, устой-
чивость методики и сопоставимость результатов 
при использовании эритроцитов фенотипов 
CCDee и ccDEE; 3) оценить полученные результа-
ты на соответствие установленным валидацион-
ным параметрам.

Материалы и методы

Материалы:
–– препараты ИГЧА: лиофилизат для приготовле-
ния раствора для внутримышечного введения, 
150 мкг (750 МЕ) с содержанием в 1 мл вос-
становленного раствора иммуноглобулинов 
G не менее 90%, глицина 22,5 мг, натрия хло-
рида 9,0 мг (препарат № 1); раствор для вну-
тривенного введения, 1500 МЕ (300 мкг)/2 мл 
с содержанием в 1 мл иммуноглобулинов G 
не менее 95%, глицина 20,6 мг, натрия хлори-
да не более 0,250 ммоль и альбумина челове-
ка 10 мг (препарат № 2);

–– эритроциты человека, полученные не менее 
чем от 3 доноров, фенотипов CCDee, ccDEE 

5	 International collaborative study to calibrate proposed 3rd WHO International standard for anti-D Immunoglobulin. WHO 
Expert committee on biological standardization (WHO/BS/2018.2332). https://cdn.who.int/media/docs/default-source/
biologicals/bs-documents-(ecbs)/2019-documents/bs.2018.2332_3rd_is_anti-d.pdf?sfvrsn=46bc283b_5&download=true

и ccddee (ID-DiaCell I-II-III 5%, ФГБУ «Россий-
ский научно-исследовательский институт ге-
матологии и трансфузиологии» ФМБА России) 
и свежеприготовленные на станции перелива-
ния крови (ОБУЗ «Брянская станция перелива-
ния крови», Россия);

–– СО: МСО анти-D иммуноглобулина (3rd 
WHO International standard for anti-D 
Immunoglobulin) с активностью 297 МЕ/ам-
пула (NIBSC code: 16/332, Великобритания)5; 
СО иммуноглобулина человека нормального, 
не содержащего анти-D-Ат IgG (Y0000540, BRP 
EDQM, Франция);

–– биотинилированные моноклональные анти-D-
Ат (Bio-Brad-5, NIBSC code: 02/230, Великобри-
тания);

–– конъюгат: авидин/стрептовидин, конъюгиро-
ванный с щелочной фосфатазой (Sigma Aldrich, 
кат. № Е2636, США);

–– субстрат: паранитрофенил фосфат (Sigma 
Aldrich, кат. № 7653, США);

–– стоп-реагент: 3 М раствор натрия гидроксида 
(Sigma Aldrich, кат. № 1310-73-2, США);

–– твердая фаза: полиcтироловые прозрачные 
96-луночные микропланшеты с максималь-
ной сорбционной емкостью (650 нг белка/см2) 
(MaxiSorp, Nunc, кат. № 44-2404-21, США);

–– реагенты: папаин (Sigma Aldrich, кат. № Р4762), 
глутаровый альдегид (Sigma Aldrich, кат. 
№  G5882), глюкоза (Sigma Aldrich, кат. 
№  G7528), натрия цитрат (Sigma Aldrich, 
кат. № S4641), L-цистеин (Sigma Aldrich, кат. 
№  168149), динатриевая соль этилендиамин-
тетрауксусной кислоты (натрия ЭДТА) (Sigma 
Aldrich, кат. № Е4884), кислота борная (Merck, 
кат. № 1.00165), бычий сывороточный альбу-
мин (БСА) (Sigma Aldrich, кат. № А7030), 1 М 
раствор хлористоводородной кислоты (Merck, 
кат. № 1.09871), калия хлорид (Sigma Aldrich, 
кат. № 746436), натрия хлорид (Sigma Aldrich, 
кат. № 13423), калия дигидрофосфат (Sigma 
Aldrich, кат. № P0662), безводный натрия ги-
дрофосфат (Sigma Aldrich, кат. № 53560), трис
(гидроксиметил)аминометан (Sigma Aldrich, 
кат. № 3362).
Для проведения экспериментальных работ 

готовили следующие растворы:
–– фосфатно-солевой буферный раствор (ФБР) 
рН 7,4 (8,0 г/л натрия хлорида, 0,76 г/л безвод-
ного натрия гидрофосфата, 0,2 г/л калия хло-
рида, 0,2 г/л калия дигидрофосфата);

–– 10% раствор папаина (1 г папаина растворя-

https://cdn.who.int/media/docs/default-source/biologicals/bs-documents-(ecbs)/2019-documents/bs.2018.2332_3rd_is_anti-d.pdf?sfvrsn=46bc283b_5&download=true
https://cdn.who.int/media/docs/default-source/biologicals/bs-documents-(ecbs)/2019-documents/bs.2018.2332_3rd_is_anti-d.pdf?sfvrsn=46bc283b_5&download=true
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ли в ФБР рН 5,4, инкубировали в термоста-
те при 37 ºС в течение 30 мин, выдерживали 
после инкубации 15 мин при комнатной тем-
пературе, добавляли 1 мл раствора L-цистеи-
на с концентрацией 48,5 мг/мл и 1 мл натрия 
ЭДТА с концентрацией 3,7 мг/мл и доводили 
общий объем до 10 мл ФБР рН 5,4);

–– ФБР для иммобилизации эритроцитов рН 
7,0 (ФБР рН 7,4 с добавлением 18 г/л глюкозы, 
10 г/л натрия цитрата, 0,7 г/л натрия ЭДТА);

–– раствор глутарового альдегида (0,5 г/л глута-
рового альдегида в ФБР рН 7,4);

–– 2% раствор БСА (20 г/л БСА в ФБР рН 7,4);
–– 10% трис-буферный раствор (ТБР) БСА 
рН 7,2 (8,0 г натрия хлорида, 0,6 г трис(гидрок-
симетил)аминометана, 1 г БСА).

Методы
Приготовление иммуносорбента. Отбира-

ли 3 мл эритроцитов в пробирку и проводили 
их трехкратное отмывание от консервантов 
и остатков компонентов крови путем добав-
ления 10 мл ФБР (рН 7,4) с последующим цен-
трифугированием при 1200 g в течение 3 мин 
и удалением супернатанта. Далее эритроциты 
гидролизировали добавлением к 1 объему эри-
троцитов 1 объема 10% раствора папаина и по-
следующим инкубированием при температуре 
37 °С в течение 10 мин. Затем папаинизирован-
ные эритроциты отмывали от продуктов гидро-
лиза, как описано выше. С использованием ФБР 
для иммобилизации эритроцитов (рН 7,0) гото-
вили 0,2% суспензию папаинизированных отмы-
тых эритроцитов, вносили по 50 мкл суспензии 
в лунки микропланшета и центрифугировали 
при 120 g в течение 3 мин при температуре 4 °С. 
Затем в лунки на 10 мин добавляли по 100 мкл 
раствора глутарового альдегида, после чего 
промывали трехкратно добавлением 300 мкл 
ФБР (рН 7,4). Для исключения неспецифическо-
го связывания вносили по 250 мкл 2% раствора 
БСА и выдерживали 30 мин при комнатной тем-
пературе.

Приготовление растворов стандартного, мо-
дельных (с известным содержанием анти-D-Ат 
Ig) и испытуемых образцов. Растворы МСО анти-D 
иммуноглобулина с содержанием анти-D-Ат IgG 
(30; 15; 7,5; 3,75; 1,88 МЕ/мл) готовили последо-
вательным двукратным разведением с исполь-
зованием 10% ТБР БСА. Растворы модельных 
образцов с известным содержанием анти-D-Ат 
IgG (30; 15; 7,5; 3,75; 1,88 МЕ/мл) для оценки 
правильности готовили путем добавления рас-
творов МСО в раствор СО иммуноглобулина 
человека нормального, не содержащего анти-
D-Ат IgG. Растворы образцов препаратов ИГЧА 

№ 1, 2 разводили до содержания анти-D-Ат IgG 
30 МЕ/ мл добавлением 24 мл воды очищенной 
к 1 мл раствора препарата, затем готовили рас-
творы испытуемых образцов с содержанием ан-
ти-D-Ат IgG (30; 15; 7,5; 3,75; 1,88 МЕ/мл) путем 
последовательного двукратного разведения 
с использованием 10% ТБР БСА.

Прямой конкурентный иммуноферментный 
метод. Вносили по 35 мкл разведений раство-
ров МСО и разведений испытуемых образцов 
в лунки планшета для разведения образцов 
в трех повторностях. К каждому разведению 
добавляли 35 мкл биотинилированных моно-
клональных анти-D-Ат. Затем по 50 мкл каждого 
образца переносили в лунки иммуносорбента. 
После инкубации в течение 1 ч при температуре 
37 °C образованные иммунные комплексы Аг–Ат 
трехкратно отмывали от несвязавшихся Ат ФБР 
(рН 7,4). Затем для выявления образованных 
иммунных комплексов в каждую лунку иммуно-
сорбента вносили 50 мкл конъюгата и проводи-
ли инкубацию в течение 30 мин при комнатной 
температуре. Иммуносорбент трехкратно про-
мывали ФБР (рН 7,4), вносили 100 мкл субстрата 
и проводили инкубацию в течение 10 мин в тем-
ном месте. Реакцию останавливали внесением 
в лунки иммуносорбента 50 мкл 3 М раствора 
натрия гидроксида.

Учет результатов. Учет результатов про-
водили с использованием спектрофотометра 
(Multiskan Go, ThermoScientific, США) при длине 
волны 405 нм. Расчеты проводили при построе-
нии калибровочного графика зависимости опти-
ческой плотности (ОП, относительные единицы 
(ОЕ)) от концентрации растворов МСО (лога-
рифм значений содержания анти-D-Ат IgG). Со-
держание анти-D-Ат IgG (МЕ/мл) в испытуемых 
образцах определяли по формулам (1), (2), (3):

	 Сi= А + B ln[Сст ] ,	 (1)

	
Сi= K× exp

B

[ О Пи —  А ] , 	 (2)

	 Сизм= n
∑ n

i - 1 Ci ,
 	

(3)

где Сi — содержание анти-D-Ат IgG, при одном 
определении, МЕ/мл; exp — функция для пе-
ресчета логарифма при построении линейно-
го графика; А, В — коэффициенты уравнения 
линейной регрессии калибровочного графика; 
Сст — содержание анти-D-Ат IgG в растворе МСО, 
МЕ/мл; ОПи — оптическая плотность испытуе-
мого образца, ОЕ; К — коэффициент разведе-
ния; Сизм — среднее значение содержания анти-
D-Ат IgG, рассчитанное по трем определениям, 
МЕ/ мл, n — количество определений.
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Для оценки правильности рассчитывали ве-
личину степени извлечения (r, %) по формуле (4):

	 r = × 100%
Сизм

Стеор
, 	 (4)

где Сизм — среднее значение содержания анти-
D-Ат IgG в испытуемом образце, рассчитанное 
по 3 определениям, МЕ/мл; Стеор — за теоретиче-
ское значение принимали количество анти-D-Ат 
IgG в МСО, добавленных в раствор СО иммуно-
глобулина человека нормального, не содержа-
щего анти-D-Ат IgG. Для расчета содержания 
анти-D-Ат IgG в препаратах ИГЧА использовали 
лицензионную программу статистической обра-
ботки результатов ИФА методом параллельных 
линий6.

Статистическая обработка результатов. 
Данные обрабатывали с использованием пакета 
программ IBM SPSS Statistics версии 20 (Microsoft 
Windows, США). Рассчитывали среднее ариф-
метическое значение, стандартное отклонение 
(SD), относительное стандартное отклонение 
RSD  (%) . Коэффициент детерминации (R2) ли-
нейной регрессии определяли при построении 
логарифмического калибровочного графика за-
висимости ОП от концентрации растворов МСО, 
доверительный интервал рассчитывали как про-
изведение SD и количества значений в группе 
данных при р=0,05, значимость различий дан-
ных оценивали с помощью t-критерия Стьюден-
та и U-критерия Манна—Уитни для независимых 
выборок [10].

Результаты и обсуждение
Процедура валидации, валидационные ха-

рактеристики методики количественного опре-
деления анти-D-Ат IgG и критерии приемлемо-
сти для оценки валидационных характеристик 
были определены в соответствии с требовани-
ями и рекомендациями нормативных докумен-
тов международных регуляторных органов (ICH, 
ЕАЭС, FDA, ЕМА), предъявляемыми к разработке 
и валидации количественных биоаналитических 
методов, основанных на образовании иммун-
ных комплексов Аг–Ат7. Установленные для ва-
лидации параметры представлены в таблице 1.

6	 PLA Database version 2.0.0 (build 551), S/N: 10536.
7	 Руководства ICH для фармацевтической отрасли. Качество: практическое руководство. Береговых ВВ., ред. Санкт-Пе-

тербург: Профессия; 2017.
Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 (ред. от 04.09.2020) «Об утверждении Пра-
вил проведения исследований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического 
союза». Приложение № 6. Требования к валидации биоаналитических методик испытаний и анализу исследуемых био-
логических образцов.
Bioanalytical method validation: guidance for industry. FDA; 2018. https://www.fda.gov/files/drugs/published/Bioanalytical-
Method-Validation-Guidance-for-Industry.pdf
Guideline on bioanalytical method validation (EMEA/CHMP/EWP/192217/2009 Rev.1 Corr.2). EMA; 2011. https://www.ema.
europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-bioanalytical-method-validation_en.pdf

Оценку правильности (точности) количе-
ственного определения анти-D-Ат IgG в препа-
ратах ИГЧА с использованием эритроцитов фе-
нотипа CCDee проводили с использованием МСО 
и модельных смесей с известным содержанием 
определяемого вещества (табл. 2). Рассчитыва-
ли средние значения степени извлечения (r, %) 
анти-D-Ат IgG в испытуемых растворах для ка-
ждой концентрации, а затем среднее значение 
для пяти испытуемых растворов. Оценивали ре-
зультат отклонением среднего результата опре-
делений (Cизм) от значения, принимаемого за ис-
тинное (Стеор).

Во всех испытаниях получены удовлетвори-
тельные результаты — значения, принимаемые 
за истинные (Стеор), лежат внутри доверитель-
ного интервала соответствующих средних ре-
зультатов испытаний, полученных эксперимен-
тально данной методикой. Результаты оценки 
содержания анти-D-Aт IgG в испытуемых образ-
цах соответствуют установленному критерию 
приемлемости (±20%).

Оценку промежуточной прецизионности (вну-
трилабораторной воспроизводимости и повторя-
емости) количественного определения анти-D-Ат 
IgG в препаратах ИГЧА с использованием эри-
троцитов фенотипа CCDee проводили в разные 
дни два аналитика (табл. 3). Проводили по 6 ис-
пытаний на препаратах ИГЧА № 1, 2 с одинако-
вым содержанием анти-D-Ат IgG в 1 мл — 750 МЕ. 
Общее количество испытаний — 12.

Прецизионность подтверждалась соответ-
ствием полученных результатов установленным 
критериям приемлемости: величина RSD (%) зна-
чений содержания анти-D-Ат IgG в препаратах 
ИГЧА, полученных на 6 образцах каждым анали-
тиком, составила менее 20% (3,54 и 8,89%); ве-
личина RSD (%) значений содержания анти-D-Ат 
IgG в препаратах ИГЧА, полученных на 12 об-
разцах, составила менее 20% (6,48%); значения 
содержания анти-D-Ат IgG в препаратах ИГЧА, 
определенные каждым аналитиком (аналитик 
1 — от 729,15 до 771,65 МЕ/мл, аналитик 2 — 
от 685,01 до 789,99 МЕ/мл), находятся в диапазо-
не ±20%, или от 600 до 900 МЕ/мл от номиналь-
ного значения (750 МЕ/мл), что соответствует 

https://www.fda.gov/files/drugs/published/Bioanalytical-Method-Validation-Guidance-for-Industry.pdf
https://www.fda.gov/files/drugs/published/Bioanalytical-Method-Validation-Guidance-for-Industry.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-bioanalytical-method-validation_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-bioanalytical-method-validation_en.pdf
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установленным критериям приемлемости ре-
зультатов. Таким образом, методика количе-
ственного определения анти-D-Ат IgG в пре-
паратах ИГЧА методом ИФА с использованием 

эритроцитов фенотипа CCDee обладает преци-
зионностью.

Оценку линейности аналитического диапа-
зона количественного определения анти-D-Ат 

Таблица 1. Установленные валидационные параметры методики количественного определения анти-D-антител IgG в препа-
ратах иммуноглобулина человека антирезус Rho(D) методом иммуноферментного анализа
Table 1. Established validation parameters of the enzyme immunoassay for quantitative determination of anti-D IgG antibodies 
in human anti-D (Rho) immunoglobulin preparations

Валидационная характеристика
Validation parameter

Критерии приемлемости
Acceptance criteria

Правильность (точность)
Trueness (accuracy) 

Степень извлечения (r, %) анти-D-Ат IgG в модельных образцах, приготовленных путем 
добавления раствора МСО в раствор СО иммуноглобулина человека нормального, 
не содержащего анти-D-Ат IgG, должна находиться в диапазоне ±20% относительно 
добавленного количества (Стеор)
Recovery (r, %) of anti-D IgG from the samples prepared by spiking the solution of the anti-D IgG–
free RS of normal human immunoglobulin with the IS solution should range within ±20% of the 
spiked amount (Ctheor)

Промежуточная прецизи-
онность (внутрилабора-
торная воспроизводимость 
и повторяемость)
Intermediate precision (intra-
laboratory reproducibility and 
repeatability)

1. Величина RSD (%) значений содержания анти-D-Ат IgG, полученных на 12 образцах 
двумя аналитиками в разные дни (по 3 образца препаратов ИГЧА № 1, 2 каждым анали-
тиком в 3 дня) должна быть ≤20%.
2. Содержание анти-D-Ат IgG в испытуемых образцах препаратов ИГЧА № 1, 2, опре-
деленное каждым аналитиком, должно находиться в диапазоне ±20% от номинального 
значения
1. Relative standard deviation (RSD, %) of the values of anti-D IgG content obtained for 
12 samples by two analysts on different days (3 samples of human anti-D immunoglobulin 
preparations Nos. 1 and 2 each within 3 days) should be ≤20%.
2. Anti-D IgG content in the test samples of human anti-D immunoglobulin preparations Nos. 1 
and 2, determined by each of the analysts, should range within ±20% of the nominal value

Линейность аналитического 
диапазона
Linearity (analytical range)

Графики зависимости значений оптической плотности от содержания анти-D-Ат IgG 
в растворах МСО визуально должны характеризоваться линейностью в диапазоне от 1,8 
до 30 МЕ/мл, коэффициенты детерминации (R2) линейной регрессии должны быть ≥0,9
Plots of absorbance versus anti-D IgG content in IS solutions should be visually linear in the 
range from 1.8 to 30 IU/mL; coefficients of determination (R2) of the linear regression should 
be ≥0.9

Селективность 
и специфичность
Selectivity and specificity

1. Содержание анти-D-Ат IgG в испытуемых образцах препаратов ИГЧА № 1, 2 
содержащих глицин, натрия хлорид, альбумин человека, должно находиться в диапазо-
не ±20% от номинального значения.
2. Конкуренция между компонентами реакции: СО иммуноглобулина человека 
нормального, не содержащего анти-D-Ат IgG, и моноклональными анти-D-Ат при их 
внесении в лунки иммуносорбента, приготовленного с использованием эритроцитов 
фенотипа CCDee, должна отсутствовать.
3. Внесение растворов МСО и испытуемых образцов в лунки иммуносорбента, 
приготовленного с использованием эритроцитов резус-отрицательного фенотипа 
ccddee, не должно образовывать комплекса Аг–Ат
1. Anti-D IgG content in the test samples of human anti-D immunoglobulin preparations Nos. 1 
and 2 containing glycine, sodium chloride, and human albumin should range within ±20% of the 
nominal value.
2. Reaction components, the anti-D IgG–free RS of normal human immunoglobulin and the 
anti-D mAbs, should not compete with each other when introduced into the wells with the 
immunosorbent prepared using CCDee erythrocytes.
3. Antigen–antibody complexes should not form when IS solutions and test samples are 
introduced into the wells with the immunosorbent prepared using Rh-negative ccddee 
erythrocytes

Устойчивость методики, сопо-
ставимость результатов при 
использовании эритроцитов 
фенотипов CCDee и ccDEE
Robustness of the analytical 
procedure, comparability of the 
results obtained with CCDee and 
ccDEE erythrocytes

Значимость различий данных при оценке независимых выборок с помощью t-критерия 
Стьюдента и U-критерия Манна–Уитни количественного определения анти-D-Ат IgG 
в препаратах ИГЧА № 1, 2, полученных в условиях оценки промежуточной прецизион-
ности с использованием эритроцитов фенотипов CCDee и ccDEE, должна отсутствовать
With independent-sample Student’s t- and Mann–Whitney U-tests, no significant difference 
should be observed between the results of anti-D IgG quantification in human anti-D 
immunoglobulin preparations Nos. 1 and 2 obtained under the conditions for the evaluation 
of intermediate precision using CCDee and ccDEE erythrocytes

Примечание. Ат — антитела, Аг — антигены, ИГЧА — иммуноглобулин человека антирезус Rho(D), СО — стандартный образец, 
МСО — международный стандартный образец, r — степень извлечения анти-D-Ат IgG в испытуемых образцах, Стеор — значе-
ния содержания анти-D-Aт IgG, принимаемые за истинные, RSD — относительное стандартное отклонение, R2 — коэффици-
ент детерминации.
Note. mAb—monoclonal antibody, RS—reference standard, IS—international standard, r—recovery of anti-D IgG from the test sam-
ples, Ctheor—anti-D IgG content values taken as true, RSD—relative standard deviation, R2—coefficient of determination.
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IgG в препаратах ИГЧА с использованием эри-
троцитов фенотипа CCDee проводили десятью 
испытаниями с применением растворов МСО, 
содержащих 30, 15, 7,5, 3,75, 1,88 МЕ/мл анти-
D-Ат IgG (табл. 4).

Величина RSD (%) значений ОП растворов 
МСО не превышала 11,0% и соответствовала 

установленным критериям приемлемости ре-
зультатов (≤20%). Графики зависимости значе-
ний ОП от значений содержания анти-D-Ат IgG 
в растворах МСО характеризовались линейно-
стью, коэффициенты детерминации линейной 
регрессии (R2) были не менее 0,9 (рис. 1), что сви-
детельствовало о наличии линейной зависимо-

Таблица 2. Результаты оценки правильности количественного определения анти-D-антител IgG методом иммунофермент-
ного анализа с использованием эритроцитов фенотипа CCDee
Table 2. Results of trueness evaluation of the enzyme immunoassay method for anti-D IgG quantification using CCDee erythrocytes

Фенотип эритроцитов
Phenotype 

of erythrocytes

Стеор, МЕ/мл
Ctheor, IU/mL

Сизм, МЕ/мл
Cmeas, IU/mL

Uф
Uobt

Uк
Ucrit

r, %
Средние 

значения, %
Mean values, %

ДИ (P=95%), %
CI (P=95%), %

CCDee

30,0 30,7±3,34 16

3

102,37

100,5 100,5±5,37
15,0 14,87±2,11 15 99,10

7,5 7,59±4,58 16 101,21

3,75 3,87±0,60 12 103,23

1,88 1,82±0,61 12 96,57

Примечание. Стеор — значения содержания анти-D-Aт IgG, принимаемые за истинные, Сизм — содержание анти-D-Aт IgG в ис-
пытуемых образцах, Uф — фактическое значение U-критерия Манна—Уитни, Uк — критическое значение U-критерия Манна—
Уитни; r — степень извлечения анти-D-Ат IgG в испытуемых образцах, ДИ — доверительный интервал.
Note. Ctheor—anti-D IgG content values taken as true, Cmeas—anti-D IgG content values measured in the test samples, Uobt—obtained 
values of Mann—Whitney U-test, Ucrit—critical values of Mann—Whitney U-test, r—anti-D IgG recovery from the test samples, CI—
confidence interval.

Таблица 3. Результаты оценки промежуточной прецизионности количественного определения анти-D-антител IgG в препа-
ратах иммуноглобулина человека антирезус Rho(D) с использованием эритроцитов фенотипа CCDee
Table 3. Results of intermediate precision evaluation of the enzyme immunoassay method for anti-D-IgG quantification in human 
anti-D (Rho) immunoglobulin preparations using CCDee erythrocytes

Аналитик
Analyst

Препарат
Preparation

Дни
Days

Сизм, МЕ/мл
Cmeas, IU/mL

Среднее значение, 
МЕ/мл

Mean value, IU/mL
SD RSD, %

RSD, среднее 
значение, %

RSD, mean 
value, %

ДИ (Р=95%), 
МЕ/мл

CI (Р=95%), 
IU/mL

1

№ 1

1 754

750,4 26,56 3,54

6,48

±21,25

2 792

3 739

№ 2

1 753,5

2 754

3 710

2

№ 1

1 734

737,5 65,6 8,89 ±52,49

2 686

3 807

№ 2

1 770

2 791

3 637

Примечание. Сизм — содержание анти-D-Aт IgG в испытуемых образцах, SD — стандартное отклонение, RSD — относительное 
стандартное отклонение, ДИ — доверительный интервал.
Note. Cmeas—anti-D IgG content values measured in the test samples, SD—standard deviation, RSD—relative standard deviation, 
CI—confidence interval.
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сти в аналитическом диапазоне содержания ан-
ти-D-Ат IgG от 1,88 до 30 МЕ/мл.

Оценку селективности и специфичности коли-
чественного определения анти-D-Ат IgG в пре-
паратах ИГЧА с использованием эритроцитов 
фенотипа CCDee рассматривали как способность 
методики однозначно оценивать содержание 
анти-D-Ат IgG в препаратах ИГЧА в присутствии 
сопутствующих компонентов. Для исследования 
валидационных характеристик использовали 
препараты ИГЧА различного состава (препараты 

№ 1, 2). Селективность и специфичность под-
тверждалась соответствием критериям прием-
лемости результатов, доказывающих, что вхо-
дящие в состав препаратов дополнительные 
вещества (стабилизаторы — глицин, натрия 
хлорид, альбумин человека) не влияют на коли-
чественное определение содержания анти-D-Ат 
IgG (табл. 3).

При параллельном воспроизведении мето-
дики в качестве испытуемого образца исполь-
зовали раствор СО иммуноглобулина человека 

Таблица 4. Результаты оценки линейности аналитического диапазона количественного определения анти-D-антител IgG 
иммуноферментным методом с использованием эритроцитов фенотипа CCDee
Table 4. Results of linearity range evaluation of the enzyme immunoassay method for anti-D IgG quantification using CCDee 
erythrocytes

СМСО, МЕ/мл
CIS, IU/mL

Оптическая плотность растворов МСО, 
относительные единицы

Absorbance of IS solutions, arbitrary units
RSD, %

1,88 0,738±0,017 2,3

3,75 0,626±0,021 3,5

7,5 0,536±0,026 4,8

15,0 0,379±0,024 5,8

30,0 0,260±0,025 11,0

Примечание. МСО — международный стандартный образец, СМСО — содержание анти-D-антител IgG в растворах МСО, RSD — 
относительное стандартное отклонение.
Note. IS—international standard, CIS—anti-D IgG content in IS solutions, RSD—relative standard deviation.

Рис. 1. Определение содержания анти-D-антител IgG в растворах Международного стандартного образца (МСО) при коэф-
фициенте детерминации R2≥0,9:  при использовании эритроцитов фенотипа CCDee,  линия тренда средних значений 
при n=10.

Fig. 1. Anti-D IgG quantification in international standard (IS) solutions with the coefficient of determination of R2≥0.9:  results 
obtained with CCDee erythrocytes;  trend line for means, n=10.
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нормального, не содержащего анти-D-Ат IgG. 
При его применении наблюдалось отсутствие 
конкуренции с биотинилированными монокло-
нальными анти-D-Ат, что подтверждалось раз-
витием яркого окрашивания реакционной смеси 
после внесения стоп-реагента, а также высоки-
ми значениями ОП (ОЕ>2, n=10) при учете ре-
зультатов с использованием спектрофотометра.

При параллельном воспроизведении мето-
дики при внесении растворов МСО, испытуе-
мых образцов и биотинилированных монокло-
нальных анти-D-Ат в лунки иммуносорбента, 
приготовленного с использованием D-отри-
цательных эритроцитов фенотипа ccddee, 
не наблюдалось образования комплексов Аг–Ат, 
что подтверждалось отсутствием окрашивания 
реакционной смеси после внесения стоп-ре-
агента при визуальной оценке, а также значе-
ниями ОП значительно ниже аналитическо-

го диапазона определения  — 0,050±0,007 ОЕ 
(n=10), при учете результатов с использованием 
спектрофотометра.

Таким образом, продемонстрирована специ-
фичность методики количественного определе-
ния анти-D-Ат IgG в препаратах ИГЧА с исполь-
зованием эритроцитов фенотипа CCDee.

Оценку устойчивости методики и сопостави-
мость результатов проводили для подтвержде-
ния возможности применения эритроцитов 
фенотипа CCDee как альтернативного фено-
типу ccDEE при количественном определении 
анти-D-Ат IgG методом ИФА. Для этого готовили 
иммуносорбент с использованием эритроцитов 
двух фенотипов и определяли содержание анти-
D-Ат IgG в препаратах ИГЧА различного состава 
для внутримышечного (препарат № 1) и внутри-
венного (препарат № 2) введения (по 18 опре-
делений для каждого препарата). Результаты 

Таблица 5. Результаты оценки количественного определения анти-D-антител IgG в препарате № 1 с помощью иммуносор-
бента, приготовленного с использованием эритроцитов фенотипов CCDee и ccDEE
Table 5. Results of evaluation of anti-D IgG quantification in preparation No. 1 using the immunosorbents prepared with CCDee 
and ccDEE erythrocytes

Фенотип эритроцитов
Phenotype of erythrocytes

Сизм, МЕ/мл
Cmeas, IU/mL

Среднее значение, 
МЕ/мл

Mean value, IU/mL
SD RSD, % ДИ (P=95%), МЕ/мл

CI (P=95%), IU/mL
tтеор
ttheor

tф
tobt

CCDee

754

758,56 72,15 9,51 ±47,14

2,30 1,24

734

686

792

844

807

739

844

627

ccDEE

748

798,78 51,71 6,47 ±33,78

730

833

794

792

891

776

771

854

Примечание. Сизм — содержание анти-D-антител IgG препарате № 1, SD — стандартное отклонение, RSD — относительное 
стандартное отклонение, ДИ — доверительный интервал, tтеор — теоретическое значение t-критерия Стьюдента, tф — факти-
ческое значение t-критерия Стьюдента.
Note. Cmeas—anti-D IgG content values measured in preparation No. 1, SD—standard deviation, RSD—relative standard deviation, 
CI—confidence interval, ttheor—theoretical value of Student’s t-test, tobt—obtained value of Student’s t-test.
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оценки количественного определения анти-D-Ат 
IgG в препаратах ИГЧА представлены в табли-
цах 5 и 6 и на рисунке 2.

Возможность применения эритроцитов фе-
нотипа CCDee как альтернативного фенотипу 
ccDEE для количественного определения анти-
D-Ат IgG в препаратах ИГЧА иммуноферментным 
методом подтверждалась отсутствием статисти-
ческой значимости различий данных при оценке 
независимых выборок (результаты количествен-
ного определения анти-D-Ат IgG в препаратах 
№ 1, 2). С помощью t-критерия Стьюдента по-
казано, что для препарата № 1 tф=1,24 меньше 
tтеор=2,30 (табличного при Р=95%), для препа-
рата № 2 — tф=0,79 меньше tтеор=2,30 (таблич-
ного при Р=95%). Далее с помощью U-критерия 
Манна—Уитни для независимых групп дан-
ных для двух препаратов было установлено, 
что Uк=18 меньше Uф=21.

Проведенная валидация методики количе-
ственного определения анти-D-Ат IgG в пре-
паратах ИГЧА методом ИФА по ключевым па-
раметрам: правильность, промежуточная 
прецизионность (повторяемость и внутрила-
бораторная воспроизводимость), линейность 
аналитического диапазона, селективность, 
специфичность, устойчивость методики и сопо-
ставимость результатов при использовании эри-
троцитов фенотипов CCDee и ccDEE позволила 
установить следующие критерии приемлемости 
оценки результатов: 1) относительные значения 
содержания анти-D-Ат IgG в испытуемом об-
разце должны быть в интервале от 80 до 120% 
(±20%) от номинального (установленного) зна-
чения; 2) при построении графика зависимости 
значений ОП от значений содержания анти-D-Ат 
IgG в растворах МСО коэффициент детермина-
ции (R2) линейной регрессии должен быть не ме-

Таблица 6. Результаты оценки количественного определения анти-D-антител IgG в препарате № 2 с помощью иммуносор-
бента, приготовленного с использованием эритроцитов фенотипов CCDee и ccDEE
Table 6. Results of evaluation of anti-D IgG quantification in preparation No. 2 using the immunosorbents prepared with CCDee 
and ccDEE erythrocytes

Фенотип эритроцитов
Phenotype of erythrocytes

Сизм, МЕ/мл
Cmeas, IU/mL

Среднее значение, 
МЕ/мл

Mean value, IU/mL
SD RSD, % ДИ (Р=95%), МЕ/мл

CI (P=95%), IU/mL
tтеор
ttheor

tф
tobt

CCDee

753,5

779,17 80,8 10,37 ±52,79

2,30 0,79

754

791

637

710

770

890

888

819

ccDEE

763

751,94 78,03 10,38 ±50,98

883

681

700

674

743,5

763

691

869

Примечание. Сизм — содержание анти-D-антител IgG в препарате № 2, SD — стандартное отклонение, RSD — относительное 
стандартное отклонение, ДИ — доверительный интервал, tтеор — теоретическое значение t-критерия Стьюдента, tф — факти-
ческое значение t-критерия Стьюдента.
Note. Cmeas—anti-D IgG content values measured in preparation No. 2, SD—standard deviation, RSD—relative standard deviation, 
CI—confidence interval, ttheor—theoretical value of Student’s t-test, tf—actual value of Student’s t-test.
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нее 0,9; 3) относительное стандартное отклоне-
ние (RSD, %) трех значений ОП, ОЕ для каждой 
концентрации не должно превышать 20%.

Заключение
В ходе проведенных валидационных иссле-

дований получены результаты, демонстриру-
ющие возможность применения эритроцитов 
фенотипа CCDee как альтернативного фенотипу 
ccDEE для количественного определения анти-
D-Ат IgG в препаратах ИГЧА иммунофермент-
ным методом. Разработанные критерии прием-
лемости оценки результатов количественного 
определения анти-D-Ат IgG иммунофермент-
ным методом с использованием эритроцитов 
фенотипов CCDee и ccDEE для приготовления 
иммуносорбента гарантируют достоверность 
получаемых результатов количественного 
определения анти-D-Ат IgG, что позволяет их 
использовать специалистами контрольно-ана-
литических лабораторий для оценки качества 
препаратов ИГЧА. Количественное определе-
ние анти-D-Ат IgG с использованием наиболее 
распространенного фенотипа эритроцитов 
CCDee в дополнение к фенотипу ccDEE расши-
рит возможности применения селективного им-
муноферментного метода.
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Оптимизация условий культивирования 
клона-продуцента, коэкспрессирующего 
арилсульфатазу B и формилглицин-
генерирующий фермент, с целью 
повышения выхода фермента 
арилсульфатазы B
С.С. Тимонова , К.А. Смолова, И.А. Кирик, М.С. Пантюшенко, Р.Л. Анисимов, 
Р.А. Хамитов, А.А. Пискунов, В.Н. Бадэ

АО «ГЕНЕРИУМ», ул. Владимирская, д. 14, пос. Вольгинский, Петушинский район, Владимирская 
область, 601125, Российская Федерация

 Тимонова Софья Сергеевна; timonova1993@yandex.ru

Резюме	 Синдром Марото—Лами (мукополисахаридоз VI типа) — орфанное генетическое заболе-
вание, вызванное мутациями гена ARSB, который кодирует лизосомальный фермент арил-
сульфатазу В. Актуальность исследования заключается в необходимости разработки отече-
ственного препарата рекомбинантной арилсульфатазы В для лечения пациентов с данным 
заболеванием в Российской Федерации. Ранее были получены клеточные линии-продуцен-
ты, коэкспрессирующие целевой фермент арилсульфатазу В и вспомогательный формил
глицин-генерирующий фермент на основе клеточной линии СНО. Однако для дальнейшей 
разработки препарата рекомбинантной арилсульфатазы В представляется важным по-
вышение выхода фермента. Цель работы: увеличение продуктивности клонов-продуцен-
тов за счет оптимизации процесса культивирования и добавления в культуральную среду 
хлорида кальция и сульфата меди. Материалы и методы: использовали суспензионную 
клеточную линию СНО. Моноклональные клеточные линии получали с использованием 
систем Cell Metric и Clone Pix FL. Концентрацию арилсульфатазы В в культуральной жид-
кости определяли методом иммуноферментного анализа. Использовали периодическое 
культивирование (batch culture) и/или периодическое культивирование с подпиткой (fed-
batch culture) в среде с добавлением различных концентраций сульфата меди и хлорида 
кальция. Результаты: продемонстрировано, что одновременное добавление сульфата меди 
и хлорида кальция в концентрации 300 мкM при периодическом культивировании кло-
нов-продуцентов, коэкспрессирующих арилсульфатазу В и формилглицин-генерирующий 
фермент, увеличивает жизнеспособность культур и повышает удельную продуктивность 
клеток до 4,58±1,62 пг/(клетка×сут). При культивировании лидерного клона-продуцента, ко-
экспрессирующего арилсульфатазу В и формилглицин-генерирующий фермент, в условиях 
периодического культивирования с подпиткой длительностью 12 сут достигнуто увеличе-
ние выхода активного лизосомального фермента арилсульфатазы В до 420 мг/л при добав-
лении в ростовую среду сульфата меди в концентрации 300 мкM. Выводы: культивирование 
клонов-продуцентов, коэкспрессирующих арилсульфатазу В и формилглицин-генерирую-
щий фермент, в условиях периодического культивирования с подпиткой и с добавлением 
в среду сульфата меди приводит к значительному улучшению ростовых свойств клеточной 
линии и выхода целевого фермента. Данный подход в подборе условий культивирования 
продуцентов можно применять к другим ферментам подкласса сульфатаз.

Ключевые слова:	 арилсульфатаза В; клон-продуцент; условия культивирования; формилглицин-генерирую-
щий фермент; ген SUMF1; мукополисахаридоз VI типа
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Optimisation of culture conditions for 
a producer clone coexpressing arylsulfatase B 
and a formylglycine-generating enzyme in order 
to increase the yield of arylsulfatase B
S.S. Timonova , K.A. Smolova, I.A. Kirik, M.S. Pantyushenko, R.L. Anisimov, 
R.A. Khamitov, A.A. Piskunov, V.N. Bade

JSC "GENERIUM", 14 Vladimirskaya St., Volginsky town, Petushinskiy District, Vladimir Region 
601125, Russian Federation

 Sofia S. Timonova; timonova1993@yandex.ru

Abstract	 Maroteaux—Lamy syndrome (mucopolysaccharidosis type VI) is an orphan genetic disease 
caused by mutations in the arylsulfatase B gene (ARSB), which encodes the lysosomal enzyme 
arylsulfatase B (ASB). The relevance of the study lies in the need of a Russian recombinant ASB 
product for patients with the disease in the Russian Federation. Previously, the authors have 
developed producer lines coexpressing the target ASB enzyme with an auxiliary formylgly-
cine-generating enzyme (FGE), based on Chinese hamster ovary (CHO) cells. Further develop-
ment of the recombinant ASB preparation places priority on increasing the enzyme yield. The 
aim of this study was to increase the productivity of producer clones by optimising the culture 
process and adding calcium chloride and copper sulfate to the culture medium. Materials and 
methods: a suspension-adapted CHO cell line was used. Monoclonal cell lines were developed 
using Cell Metric and ClonePix FL systems. The concentration of ASB in the culture liquid was 
determined using the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The authors analysed batch 
culture and/or fed-batch culture in media supplemented with various concentrations of copper 
sulfate and calcium chloride. Results: the combined addition of copper sulfate and calcium 
chloride at concentrations of 300 μM during batch culture of producer clones coexpressing ASB 
and FGE increases viability and specific productivity of the cells up to 4.58±1.62 pg/(cell×day). 
The cultivation of the lead producer clone coexpressing ASB and FGE under fed-batch condi-
tions for 12 days and the addition of copper sulfate to the growth medium at the concentration 
of 300 µM allow for increasing the yield of the active lysosomal enzyme, arylsulfatase B, to 
420 mg/L. Conclusions: the cultivation of producer clones coexpressing ASB and FGE under 
fed-batch conditions with copper sulfate added to the medium significantly improves cell line 
growth properties and the ASB yield. This approach to the selection of culture conditions for 
producer cell lines can be applied to other enzymes of the sulfatase family.

Key words:	 arylsulfatase B; producer clone; culture conditions; formylglycine-generating enzyme; SUMF1 
gene; mucopolysaccharidosis type VI
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Введение
Ген ARSB кодирует лизосомальный фермент 

N-ацетилгалактозамин-4-сульфатазу (арилсуль-
фатаза B, галсульфаза, ASB, EC 3.1.6.12) [1]. Му-
кополисахаридоз (МПС) VI типа представляет 
собой орфанное генетическое заболевание, ко-
торое вызвано нарушением работы или отсут-
ствием фермента арилсульфатазы В (ASB). Ос-
новная функция фермента ASB заключается 
в отщеплении сульфатных остатков гликозами-
ногликанов (ГАГ) в лизосомах [2]. Накопление 
ГАГ приводит к агрегированию нерасщепленных 
продуктов метаболизма в тканях и органах, вы-
зывая нарушение обмена веществ [3]. В насто-
ящее время пациентам МПС VI типа рекомен-
довано лечение единственным одобренным 
препаратом Наглазим (BioMarin, США) [4, 5].

Для активности фермента ASB необходима 
посттрансляционная модификация [6–8], приво-
дящая к изменению аминокислотного остатка ци-
стеина (Cys) до молекулы Cα-формилглицин (fGly) 
[9, 10]. В своей структуре фермент ASB1 имеет ион 
двухвалентного металла, предположительно Ca2+. 
Роль иона металла заключается в стабилизации 
образования сложного промежуточного сульфат-
ного эфира во время конверсии Cys в fGly [11].

Образование fGly катализируется формилгли-
цин-генерирующим ферментом2 (FGE, EC 1.8.3.7) 
[12, 13]. FGE взаимодействует с развернутой 
вторичной структурой сульфатаз и модифици-
рует Cys в активном центре фермента до fGly [14, 
15]. В литературе описан механизм реакции кон-
версии Cys в fGly под действием FGE с участием 
иона Cu2+ [16–19]. Также известно, что вспомога-
тельный фермент FGE имеет два иона Ca2+ в тре-
тичной структуре белка [20, 21].

В результате предварительных работ, прове-
денных авторами [22], на основе суспензион-
ной линии клеток СНО были получены клеточ-
ные линии-продуценты, коэкспрессирующие 
ферменты ASB и FGE (ASB+FGE), с уровнем вы-
хода целевого фермента ASB 50–100 мг/л. Од-
нако для дальнейшей разработки отечествен-
ного препарата на основе рекомбинантной 
арилсульфатазы В необходимо было оптими-
зировать процесс культивирования клеточной 
линии. Для подбора условий культивирования 
использовали периодическое культивирова-
ние (batch culture) и/или периодическое куль-
тивирование с подпиткой (fed-batch culture). 
Добавление сульфата меди как компонента, 
влияющего на повышение продуктивности 
клеточной линии и удельную активность суль-

1	 https://www.uniprot.org/uniprot/P15848
2	 https://www.uniprot.org/uniprot/Q8NBK3

фатазы, известно ранее на примере фермента 
идуронат-2-сульфатазы [23].

Цель работы — увеличение продуктивности 
клонов-продуцентов за счет оптимизации про-
цесса культивирования и добавления в культу-
ральную среду хлорида кальция и сульфата меди. 
Для достижения данной цели были поставлены 
следующие задачи: изучение влияния добавления 
в культуральную среду различных концентраций 
сульфата меди и хлорида кальция на выход целе-
вого фермента ASB при культивировании мини-
пулов-продуцентов ASB+FGE; изучение влияния 
добавления хлорида кальция и сульфата меди 
на ростовые и продукционные характеристики 
панели клонов-продуцентов ASB+FGE; оптими-
зация условий культивирования лидерного кло-
на-продуцента ASB+FGE с целью повышения вы-
хода целевого фермента ASB; сравнение и анализ 
результатов активности очищенного фермента 
и продуктивности полученных клеточных линий.

Материалы и методы
Материалы

Клетки яичника китайского хомячка (СНО-К1) 
получены из коллекции клеточных культур НИЦ 
«Курчатовский институт» — ГосНИИгенетика 
и адаптированы к условиям суспензионного 
культивирования без использования белков жи-
вотного происхождения.

В работе использовали следующие основ-
ные реактивы: полутвердая среда для клони-
рования ClonaCell Flex (Stemcell, Канада); сре-
да для культивирования BalanCD CHO Growh A 
(BCD) (FUJIFILM Irvine Scientific, США); подпитка 
BalanCD CHO Feed  4 (FUJIFILM Irvine Scientific, 
США); поликлональные крысиные антитела 
против ASB (anti-ASB, АО «ГЕНЕРИУМ», Россия); 
4-метилумбеллиферилсульфата калиевая соль 
(Sigma, Япония); крысиные антитела против ASB, 
конъюгированные с пероксидазой хрена (anti-
ASB-HRP, АО «ГЕНЕРИУМ», Россия); стандарт 
4-метилумбеллиферона (Sigma, Япония).

Методы
Получение плазмид с генами, кодирующими 

арилсульфатазу В и формилглицин-генерирую-
щий фермент. Синтетические последователь-
ности генов ARSB и SUMF1 клонировали в экс-
прессионные векторы с разными селективными 
маркерами, как описано авторами ранее [22].

Суспензионное культивирование клеток линии 
СНО. Клетки линии СНО-К1 были адаптирова-

https://www.nextprot.org/term/1.8.3.7
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ны к суспензионному культивированию в среде, 
не содержащей сыворотку или другие компо-
ненты животного происхождения. Использовали 
ростовую среду BalanCD CHO Growh A (FUJIFILM 
Irvine Scientific, США). Условия культивирования 
в CO2-инкубаторе (Sanyo, Япония): 37  °С, влаж-
ность более 75%, 5% CO2.

Определение ростовых характеристик кле-
точных культур. Жизнеспособность культуры 
и плотность жизнеспособных клеток (VCD, viable 
cell density) измеряли с помощью счетчика кле-
ток Countess II FL Automated Cell Counter (Thermo 
Fisher Scientific, США); удельную продуктивность 
(Qp) и кумулятивную клеточную плотность (ССD) 
рассчитывали, как описано ранее [22, 24].

Получение клонов-продуцентов арилсульфа-
тазы В. Клетки минипула, экспрессирующие 
фермент ASB, были клонированы методом пре-
дельного разведения в ростовой среде BCD 
в 96-луночных планшетах с концентрацией 
5 клеток/мл. Для отслеживания роста клонов 
клеток использовали систему клеточной визуа-
лизации Cell Metric (Solentim, Великобритания). 
Планшеты с клеточными клонами инкубирова-
ли в CO2-инкубаторе в течение 12 сут в стацио-
нарных условиях: 37 °С, 70% влажность, 5% СO2. 
Визуализацию и фотодокументирование роста 
клеточных клонов осуществляли через 4 часа 
после рассева клеток, через 24 ч, 48 ч и далее 
на 7 и 12 сут роста клонов.

Получение минипулов-продуцентов, коэкспрес-
сирующих арилсульфатазу В и формилглицин-
генерирующий фермент. Клетки линии СНО 
были трансфицированы двумя плазмидами, ко-
дирующими гены ферментов ASB и FGE (плаз-
миды вносили в соотношении, равном 90:10%). 
Трансфицированные клетки высевали в кон-
центрации 5,0×104 клеток/мл в плоскодонные 
96-луночные планшеты по 100 мкл/лунку в сре-
де BCD c селективными антибиотиками. Затем 
проводили скрининг по продуктивности мини-
пулов из 96-луночных планшетов, после чего 
минипулы c самой высокой продуктивностью 
переводили в больший объем 6-луночных план-
шетов. Далее проводили скрининг минипулов 
из 6-луночных планшетов, после чего переводи-
ли минипулы с максимальной продуктивностью 
в колбы для адаптации роста, как описано авто-
рами ранее [22].

Получение клонов-продуцентов, коэкспресси-
рующих арилсульфатазу В и формилглицин-гене-
рирующий фермент. Клетки минипулов, коэкс-
прессирующих два фермента, ASB и FGE, были 
клонированы в полутвердую среду ClonaCell 
Flex (Stemcell, Канада) с посевной концентра-
цией 10 клеток/мл. Для приготовления полу

твердой среды для клонирования использовали 
среду BCD и двухдневную кондиционированную 
среду исходного минипула. Планшеты с расту-
щими колониями клонов инкубировали 10 сут 
в условиях CO2-инкубатора: при 37 °С, 70% влаж-
ности и 5% СO2. Отбор клонов проводили с по-
мощью роботизированной системы Clone Pix FL 
(Molecular Devices, США).

Криоконсервация клеточных клонов. Кле-
точную суспензию осаждали центрифугирова-
нием при 180 g в течение 5 мин, супернатант 
удаляли, к осадку клеток добавляли среду BCD 
c 10% диметилсульфоксидом (Sigma, Япония). 
Клетки клонов замораживали в концентрации 
1,0×107 клеток/мл, после чего помещали крио-
ампулы в сосуд с парами жидкого азота.

Иммуноферментный анализ. Концентрацию 
ASB в культуральной жидкости определяли ме-
тодом иммуноферментного анализа (ИФА) с при-
менением 96-луночных планшетов с высокой 
сорбционной способностью MaxiSorp (Thermo 
Scientific Nunc, Дания). Поликлональные крыси-
ные антитела anti-ASB (АО «ГЕНЕРИУМ», Россия) 
использовали в качестве сорбирующих антител. 
Поликлональные крысиные антитела, конъюги-
рованные с пероксидазой хрена, anti-ASB-HRP 
(АО «ГЕНЕРИУМ», Россия) использовали в каче-
стве детектирующих антител. Cтандарт — фер-
мент галсульфаза Наглазим (BioMarin, США). 
Измерения проводили с помощью спектрофо-
тометра Benchmark Plus при 450 нм (Bio-Rad 
Laboratories, США).

Периодическое культивирование проводили 
в биореакторе TubeSpin Bioreactor 50 (TPP Techno 
Plastic Products AG, Швейцария). Посевная кон-
центрация клеток составляла 0,3×106 клеток/мл; 
в качестве ростовой среды использовали BCD 
при культивировании в следующих условиях: 
5%  СО2, 37  °С, при 200 об/мин на шейкер-ин-
кубаторе Climo-Shaker ISF1-XC (Kuhner, Герма-
ния)  [22]. Культивирование продуцентов прово-
дили с добавлением в ростовую среду сульфата 
меди в концентрации 300 мкM и/ или хлорида 
кальция в концентрации 300 мкM. В качестве 
контроля использовали среду BCD.

Периодическое культивирование с подпиткой 
проводили в колбах Эрленмейера (Сorning, США) 
в ростовой среде BCD в условиях 5% СО2, 37 °С, 
снижая температуру до 30 °С на 6 сут процесса. 
Для культивирования продуцентов использова-
ли шейкер-инкубатор Multitron (Infors HT, Швей-
цария) при 150 об/мин. Посевная концентрация 
клеток: 0,3×106 клеток/мл. Подпитку осуществля-
ли компонентом BalanCD CHO Feed 4 (FUJIFILM 
Irvine Scientific, США) 3% от объема каждые сутки 
начиная с 4 сут культивирования. Концентрацию 
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глюкозы поддерживали на уровне не ниже 
3 г/л с 4 сут культивирования до конца процес-
са. Во время культивирования в ростовую среду 
добавляли сульфат меди и/или хлорид кальция 
в различных концентрациях. В качестве контро-
ля использовали среду BCD.

Определение уровня лактата и глюкозы. 
Для определения уровня лактата и глюкозы 
в культуральной жидкости использовали анализа-
тор Biosen C-line (EKF-diagnostic GmbH, Германия) 
в соответствии с инструкцией производителя.

Измерение активности арилсульфатазы В. 
Активность фермента ASB оценивали по способ-
ности фермента отщеплять сульфатные остатки 
от субстрата — 4-метилумбеллиферилсульфата 
калиевой соли (Sigma, Япония). Единицей актив-
ности фермента ASB считали количество фер-
мента, способного катализировать расщепление 
1 мкмоль субстрата 4-метилумбеллиферилсуль-
фата калиевой соли при 37 °С, pH 4,9–5,1, в те-
чение 1 мин [22].

Хроматографическая очистка арилсульфата-
зы В. Для очистки ASB использовали три ста-
дии выделения. На первом этапе целевой бе-
лок из культуральной жидкости сорбировали 
на аффинном сорбенте Con A Sepharose (Cytiva, 
Швеция). Далее фермент доочищали с помощью 
металл-хелатной хроматографии с использова-
нием носителя IMAC Sepharose FF (Cytiva, Шве-
ция) с иммобилизованными ионами меди и по-
следующей катионообменной хроматографии 
с использованием носителя SP Sepharose (Cytiva, 
Швеция), как описано авторами ранее [22].

Статистическая обработка данных была 
выполнена с помощью программы GraphPad 
Prism  6 (GraphPad Software, США). Использова-
ли однофакторный дисперсионный анализ (one-
way ANOVA тест) или t-критерий Стьюдента. До-
стоверность отличий обозначали: * pvalues < 0,05, 
** pvalues < 0,01, *** pvalues < 0,001, **** pvalues < 0,0001 
или ns — нет статистической разницы. Данные 
представлены в виде среднего значения и стан-
дартного отклонения (SD).

Результаты и обсуждение
Изучение влияния добавления в культуральную 
среду различных концентраций сульфата меди 
и хлорида кальция на выход целевого фермента 
арилсульфатазы В при культивировании 
минипулов-продуцентов, коэкспрессирующих 
арилсульфатазу В и формилглицин-
генерирующий фермент

Для повышения продуктивности лидерных 
минипулов-продуцентов ASB+FGE, полученных 
авторами ранее [22], проводили изучение вли-

яния добавления в культуральную среду раз-
личных концентраций сульфата меди и хлорида 
кальция. Выбор данных компонентов основан 
на ранее проведенных исследованиях, а также 
данных литературы. Известно, что добавление 
сульфата меди в ростовую среду увеличивает 
специфическую активность фермента идуро-
нат-2-сульфатазы [18], который относится к под-
классу ферментов сульфатаз, так же как изучае-
мый в работе фермент ASB. Кроме того, описан 
механизм реакции конверсии цистеина в фор-
милглицин в активном центре ASB с участием 
фермента FGE, кофактором которого являются 
ионы Cu2+ [19]. О роли ионов Са2+ известно из  
данных литературы — в структуре как целево-
го фермента ASB, так и вспомогательного фер-
мента FGE имеются ионы Ca2+ [11, 20, 21]. Исхо-
дя из описанных данных, нами было выдвинуто 
предположение о влиянии добавления ионов 
Ca2+ и Cu2+ в ростовую среду на продуктивность 
минипулов-продуцентов ASB+FGE.

Минипулы-продуценты ASB+FGE культивиро-
вали в течение 5 сут с добавлением в различ-
ных концентрациях как отдельно сульфата меди 
или хлорида кальция, так и в комбинации данных 
солей (рис. 1). Минимальная концентрация солей 
в ростовой среде составляла 30 мкМ, максималь-
ная концентрация — 300–500 мкМ. Следует отме-
тить, что при добавлении в ростовую среду суль-
фата меди и хлорида кальция как отдельно, так 
и в комбинации в концентрации 30–50 мкМ ста-
тистически значимого увеличения продуктивно-
сти клеточной линии не наблюдали. При добавле-
нии в среду культивирования 500 мкМ сульфата 
меди было отмечено снижение жизнеспособно-
сти минипулов-продуцентов ASB+FGE ниже 30% 
(данные не приведены). Максимальный прирост 
продуктивности минипула-продуцента ASB+FGE 
до 55,7±7,9 мг/л наблюдали при культивировании 
в условиях добавления сульфата меди в кон-
центрации 300 мкМ — увеличение продуктив-
ности составило 66% (рис. 1, вариант 1) относи-
тельно контрольных условий культивирования 
без добавления солей (control; продуктивность 
33,5±0,8 мг/л). Добавление в ростовую среду хло-
рида кальция в концентрации 300 мкМ приводи-
ло к повышению продуктивности до 45,9±1,5 мг/л 
(прирост продуктивности около 37%), однако 
статистически значимого отличия от контроль-
ных условий в данном случае не выявлено. Сле-
дует отметить значительное увеличение выхода 
фермента (51,8±3,4 мг/л) при условии совместно-
го добавления сульфата меди и хлорида кальция 
в концентрациях 300 мкМ, при котором наблю-
дали статистически достоверное увеличение 
продуктивности на 52% (рис. 1, вариант 3).
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По результатам проведенного эксперимента 
оптимальным вариантом культивирования ми-
нипулов-продуцентов ASВ+FGE признано куль-
тивирование с добавлением в ростовую среду 
сульфата меди и хлорида кальция (отдельно 
и в комбинации) в концентрации 300 мкМ.

Далее в работе проводили получение кло-
нов-продуцентов (клонов-продуцентов ASB 
и клонов-продуцентов, коэкспрессирующих 
ASВ и FGE), а также изучение влияния добавле-
ния в ростовую среду сульфата меди и хлорида 
кальция на жизнеспособность и продуктивность 
полученных клонов-продуцентов.

Изучение влияния добавления хлорида кальция 
и сульфата меди на ростовые и продукционные 
характеристики панели клонов-продуцентов, 
коэкспрессирующих арилсульфатазу В 
и формилглицин-генерирующий фермент

Для изучения влияния добавления хлорида 
кальция и сульфата меди на ростовые и продук-
ционные характеристики восьми клонов-про-
дуцентов, коэкспрессирующих ASВ и FGE, было 

проведено периодическое культивирование 
в среде с различными вариантами добавок 
(рис.  2). В качестве контрольных условий ис-
пользовали ростовую среду BCD.

При добавлении сульфата меди в ростовую 
среду наблюдали повышение жизнеспособности 
клонов-продуцентов ASВ+FGE (рис. 2A), увеличе-
ние клеточной плотности (рис. 2В) и продуктив-
ности клонов (рис. 2С). При этом максимальное 
значение продуктивности достигало 150 мг/л.

Добавление хлорида кальция как отдельного 
компонента в ростовую среду привело к повы-
шению жизнеспособности клонов-продуцентов 
в среднем на 10% на протяжении всего процесса 
культивирования (рис. 2А, pvalues < 0,05).

Добавление двух компонентов, сульфа-
та меди и хлорида кальция, в ростовую среду 
привело к повышению жизнеспособности кло-
нов-продуцентов в среднем на 15% по сравне-
нию с контрольными условиями на протяжении 
всего процесса культивирования (рис. 2A). Также 
при добавлении в ростовую среду одновремен-
но двух компонентов наблюдали рост удельной 
продуктивности клонов-продуцентов ASВ+FGE 
(рис. 2D) до значений 4,58±1,62 пг/(клетка×сут) 
по сравнению с вариантом культивирования 
в присутствии сульфата меди, 3,62±0,64 пг/
(клетка×сут). Следует отметить, что максималь-
ное значение удельной продуктивности достиг-
ло 9,30 пг/(клетка×сут) (рис. 2D).

Потребление глюкозы более интенсивно про-
ходило при добавлении сульфата меди (рис. 2E) 
и как отдельного компонента, и совместно с хло-
ридом кальция, что связано с высокой клеточной 
плотностью клонов-продуцентов (рис.  2B). Уро-
вень лактата в культуральной жидкости во всех 
условиях статистически не различался (рис. 2F).

Таким образом, в результате проведенного 
эксперимента было продемонстрировано, что до-
бавление в ростовую среду сульфата меди и хло-
рида кальция положительно влияет на удельную 
продуктивность клеточных линий и жизнеспо-
собность клонов-продуцентов ASВ+FGE. По-ви-
димому, данный эффект объясняется тем, 
что одновременное добавление в среду (в каче-
стве компонентов) ионов Са2+ и Сu2+, входящих 
в структуру активных центров целевого и вспо-
могательного ферментов [11, 16–21], благоприят-
но влияет на конфигурацию и стабильность ASВ.

Исходя из полученных результатов, следующий 
этап исследований с лидерным клоном-проду-
центом в условиях его периодического культиви-
рования с подпиткой проводили с использова-
нием двух вариантов условий культивирования: 
с добавлением сульфата меди и одновременным 
добавлением двух компонентов.

Рис. 1. Продуктивность минипулов-продуцентов АSB+FGE 
на 5 сут культивирования при различных вариантах добав-
ления сульфата меди и хлорида кальция. В легенде описа-
ны варианты (1–7) культивирования. Данные представлены 
в виде среднего значения и стандартного отклонения. рvalues 
рассчитывали с помощью теста one-way ANOVA, используя в 
качестве контроля (control) группу ASB+FGE без добавления 
солей (* pvalues < 0,05; ** pvalues < 0,01; ns — нет статистически 
значимых отличий).

Fig. 1. Productivity of ASB+FGE-expressing mini-pools on 
culture day 5 with different amounts of added copper sulfate 
and calcium chloride. The legend describes culture variants 
(1–7). Data are presented as mean and standard deviation 
values. pvalues are calculated using the one-way ANOVA test 
with the ASB+FGE group with no added salts as the control 
(* pvalues < 0.05; ** pvalues < 0.01; ns—no statistical difference).
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Оптимизация условий культивирования 
лидерного клона-продуцента, 
коэкспрессирующего арилсульфатазу В 
и формилглицин-генерирующий фермент, 
с целью повышения выхода целевого фермента 
арилсульфатазы В

Для дальнейшей оптимизации процесса куль-
тивирования из панели клонов был выбран один 
лидерный клон-продуцент ASВ+FGE, проде-
монстрировавший наиболее высокий уровень 

выхода целевого фермента и способность до-
стигать высоких клеточных плотностей. Рост 
клона-продуцента проводили при периодиче-
ском культивировании с подпиткой длительно-
стью 12 сут в трех вариантах условий: в росто-
вой среде (контроль); с добавлением сульфата 
меди в концентрации 300 мкM; с одновремен-
ным добавлением сульфата меди в концентра-
ции 300 мкM и хлорида кальция в концентрации 
300 мкM (рис. 3).

Рис. 2. Характеристики восьми клонов-продуцентов, коэкспрессирующих ферменты ASB и FGE, в процессе периодического 
культивирования на 4–7 сут. А — жизнеспособность клеток; B — плотность жизнеспособных клеток, VCD; С — продуктив-
ность; D — удельная продуктивность клеток; E — концентрация глюкозы; F — концентрация лактата. Обозначения на рисун-
ке: ASB+FGE — клоны-продуценты, коэкспрессирующие ферменты ASВ+FGE, культивируемые на среде BCD; ASB+FGE+Cu2+ — 
клоны-продуценты, коэкспрессирующие ферменты ASВ+FGE, культивируемые на среде BCD с добавлением сульфата меди; 
ASB+FGE+Ca2+ — клоны-продуценты, коэкспрессирующие ферменты ASВ+FGE, культивируемые на среде BCD с добавлением 
хлорида кальция; ASB+FGE+Cu2++Ca2+ — клоны-продуценты, коэкспрессирующие ферменты ASВ+FGE, культивируемые на 
среде BCD с добавлением сульфата меди и хлорида кальция. Данные представлены в виде среднего значения и стандарт-
ного отклонения. рvalues рассчитывали с помощью теста one-way ANOVA, используя в качестве контроля группу ASB+FGE 
(* рvalues < 0,05, ** рvalues < 0,01, *** рvalues < 0,001, **** рvalues < 0,0001; ns — нет статистически значимых отличий). Точками обозна-
чены значения показателей для 8 клонов на каждые сутки культивирования с 4 по 7 сут.

Fig. 2. Characteristics of 8 producer clones coexpressing ASB and FGE enzymes on days 4–7 of batch culture. A—cell viability; B—vi-
able cell density, VCD; С—volumetric productivity; D—specific productivity; E—glucose concentration; F—lactate concentration. Ab-
breviations: ASB+FGE—producer clones coexpressing ASB and FGE, cultivated in BCD; ASB+FGE+Cu2+—producer clones coexpress-
ing ASB and FGE, cultivated in BCD with copper sulfate; ASB+FGE+Ca2+—producer clones coexpressing ASB and FGE, cultivated in 
BCD with calcium chloride; ASB+FGE+Cu2++Ca2+—producer clones coexpressing ASB and FGE, cultivated in BCD with copper sulfate 
and calcium chloride. Data are presented as mean and standard deviation values. pvalues are calculated using the one-way ANOVA 
test with the ASB+FGE group as the control (* рvalues < 0.05, ** рvalues < 0.01, *** рvalues < 0.001, **** рvalues < 0.0001; ns—no statistical 
difference). Dots indicate test values observed for 8 clones on each culture day (days 4 to 7).
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Рис. 3. Характеристики лидерного клона, коэкспрессирующего ферменты ASB и FGE в процессе периодического культивиро-
вания с подпиткой, и активность очищенного препарата ASB. А — жизнеспособность клеток; B — плотность жизнеспособных 
клеток, VCD; С — концентрация глюкозы; D — концентрация лактата; E — продуктивность клона; F — удельная продуктив-
ность клеток с 4 по 12 сут. Обозначения на рисунке: ASB+FGE — клон-продуцент, коэкспрессирующий ферменты ASВ+FGE, 
культивируемые на среде BCD; ASB+FGE+Сu2+ — клон-продуцент, коэкспрессирующий ферменты ASВ+FGE, культивируемый 
на среде BCD с добавлением сульфата меди; ASB+FGE+Cu2++Ca2+ — клон-продуцент, коэкспрессирующий ферменты ASВ+FGE, 
культивируемый на среде BCD с добавлением сульфата меди и хлорида кальция. Данные представлены в виде среднего 
значения и стандартного отклонения. рvalues рассчитывали с помощью теста one-way ANOVA; в качестве контроля исполь-
зовали группу ASB+FGE (**** pvalues < 0,0001). Точками обозначены значения удельной продуктивности клонов с 4 по 12 сут 
культивирования в трех повторах.

Fig. 3. Characteristics of the lead clone coexpressing ASB and FGE enzymes during fed-batch culture and the specific enzyme 
activity of the purified ASB preparation. A—cell viability; B—viable cell density, VCD; С—glucose concentration; D—lactate con-
centration; E—volumetric productivity; F—specific productivity of the cells on days 4 to 12 of fed-batch culture. Abbreviations: 
ASB+FGE—producer clones coexpressing ASB and FGE, cultivated in BCD; ASB+FGE+Cu2+—producer clone coexpressing ASB and 
FGE, cultivated in BCD with copper sulfate; ASB+FGE+Cu2++Ca2+—producer clone coexpressing ASB and FGE, cultivated in BCD with 
copper sulfate and calcium chloride. Data are presented as mean and standard deviation values. рvalues are calculated using the one-
way ANOVA test with the ASB+FGE group as the control (**** pvalues < 0.0001). Dots indicate specific productivity values observed 
for the clones on culture days 4–12; the experiment was conducted in triplicate.
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В условиях культивирования с одновремен-
ным добавлением сульфата меди и хлорида 
кальция наблюдали высокую жизнеспособность 
на протяжении всего периода культивирования, 
которая составляла более 80% (рис. 3А).

При добавлении сульфата меди и/или одно-
временно двух компонентов солей наблюдали 
увеличение плотности жизнеспособных клеток 
до ~(16,55±2,29)×106 клеток/мл (рис. 3B). Ранее 
было показано, что добавление хлорида каль-
ция не способствует росту плотности жизнеспо-
собных клеток, поэтому можно сделать вывод, 
что на увеличение плотности жизнеспособных 
клеток влияет добавление ионов меди в росто-
вую среду. Возможным объяснением данного эф-
фекта является то, что добавление ионов меди 
в ростовую среду влияет на активность вспомо-
гательного FGE фермента [16–19], способствуя 
биосинтезу сверхэкспрессированной лизосо-
мальной сульфатазы ASB, обеспечивая правиль-
ный фолдинг и последующую секрецию в куль-
туральную жидкость (рис. 3B, ASB+FGE+Cu2+/
ASB+FGE+Cu2++Ca2+). Вероятно, поэтому можно 
наблюдать низкую плотность жизнеспособных 
клеток  ~(8,40±1,84)×106 при культивировании 
в контрольных условиях, где, возможно, ASB с не-
правильным фолдингом накапливается в эндо-
плазматическом ретикулуме и/или цитоплазме 
и, как следствие, оказывает токсическое дей-
ствие на клетку (рис. 4B, ASB+FGE) [25].

Как правило, потребление глюкозы и нако-
пление лактата в культуральной жидкости явля-
ются показателями метаболической активности 
клеток [26, 27]. Чаще всего накопление лактата 
в культуральной жидкости приводит к ингиби-
рованию роста клеток и, как следствие, сни-
жению продукции целевого белка [28]. Однако 
существует метаболический процесс, при ко-
тором клетки клона начинают одновременно 
потреблять и лактат, и глюкозу  [29]. Для про-
мышленных процессов периодического культи-
вирования такие клоны-продуценты являются 
более предпочтительными, так как в данном 
случае происходит более эффективное потре-
бление питательных веществ и достигается вы-
сокий выход продукта за счет увеличения дли-
тельности процесса культивирования и высоких 
клеточных плотностей. Помимо вышеперечис-
ленного, в ряде работ показано, что добавление 
в ростовую среду сульфата меди способствует 
увеличению выхода продукта, плотности жизне-
способных клеток и жизнеспособности культу-
ры за счет снижения уровня белков клеточного 
стресса [30]. В ходе проведенного исследова-
ния было обнаружено, что лидерный клон-про-
дуцент ASВ+FGE с добавлением в ростовую 

среду двух компонентов активно потреблял од-
новременно и глюкозу, и лактат в стационарной 
фазе процесса культивирования (рис.  3С, 4D), 
в то время как этот же клон-продуцент без до-
бавления компонентов был не способен утили-
зировать лактат, который накапливается в куль-
туральной жидкости во время культивирования 
(рис. 3C).

Кроме того, было показано, что добавление 
в ростовую среду сульфата меди привело к по-
вышению продуктивности и удельной продук-
тивности клона-продуцента ASВ+FGE в срав-
нении с контрольными условиями в среднем 
с 31,04±7,05 до 350,20±48,19 мг/л и с 0,41±0,13 
до 1,82±0,70 пг/(клетка×сут) соответствен-
но (рис. 3E, 3F). Следует отметить, что макси-
мальное значение продуктивности лидерного 
клона-продуцента достигало 420 мг/л, а мак-
симальное значение удельной продуктивности — 
3,50 пг/ (клетка×сут).

Изучение влияния сульфата меди и хлорида 
кальция на продуктивность, ростовые 
характеристики и метаболизм клона-
продуцента арилсульфатазы В

Культивирование клона-продуцента ASB 
проводили в режиме периодического культи-
вирования в трех вариантах условий: в стан-
дартной ростовой среде (контроль); с добавле-
нием сульфата меди в концентрации 300 мкM; 
с одновременным добавлением сульфата меди 
в концентрации 300 мкM и хлорида кальция 
в концентрации 300 мкM (рис. 4).

Во всех трех вариантах условий культиви-
рования не наблюдалось изменения ростовых 
характеристик клона-продуцента ASB на про-
тяжении процесса культивирования. Жизне-
способность клеток клона-продуцента снижа-
лась на 7 сут процесса (рис. 4А), максимальная 
плотность жизнеспособных клеток (показатель 
VCD) на 6 сут культивирования достигала около 
(13,0±1,51)×106 клеток/мл (рис.  4C). Временные 
зависимости уровней глюкозы и лактата пред-
ставлены на рисунке 4B и 4D.

Несмотря на схожие ростовые характери-
стики клона-продуцента ASB в разных услови-
ях культивирования, было выявлено трехкрат-
ное увеличение продуктивности клеточной 
линии с 1,93±0,27 до 6,77±1,01 мг/л (рис. 4E) 
и повышение удельной продуктивности кле-
ток с 0,04±0,01 до 0,13±0,01 пг/(клетка×сут) 
при добавлении в ростовую среду сульфата 
меди (рис. 4F).

При добавлении двух компонентов актив-
ность ASB в культуральной жидкости в сред-
нем составила 0,047±0,009 ЕД/мл, что выше 
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Рис. 4. Характеристики клона-продуцента ASB в процессе периодического культивирования. А — жизнеспособность кле-
ток; B — плотность жизнеспособных клеток, VCD; С — концентрация глюкозы; D — концентрация лактата; E — продуктив-
ность; F  — удельная продуктивность клеток; G — активность ASB в культуральной жидкости. Обозначения на рисунке: 
ASB — клон-продуцент ASВ, культивируемый на среде BCD; ASB+Cu2+ — клон-продуцент ASВ, культивируемый на среде BCD 
с добавлением сульфата меди; ASB+Cu2++Ca2+ — клон-продуцент ASВ, культивируемый на среде BCD с добавлением сульфата 
меди и хлорида кальция. Данные представлены в виде среднего значения и стандартного отклонения. рvalues рассчитывали 
с помощью теста one-way ANOVA, используя в качестве контроля группу ASB (** pvalues < 0,01, *** pvalues < 0,001). Точками обо-
значены значения исследуемых показателей в трех повторах.

Fig. 4. Characteristics of the ASB-producing clone during batch culture. A—cell viability; B—viable cell density, VCD; С—glucose 
concentration; D—lactate concentration; E—volumetric productivity; F—specific productivity; G—ASB activity in the culture medi-
um. Abbreviations: ASB—ASB-producing clone cultivated in BCD; ASB+Cu2+—ASB-producing clone cultivated in BCD with copper 
sulfate; ASB+Cu2++Ca2+—ASB-producing clone cultivated in BCD with copper sulfate and calcium chloride. Data are presented 
as mean and standard deviation values. рvalues are calculated using the one-way ANOVA test with the ASB group as the control 
(** pvalues < 0.01, *** pvalues < 0.001). Dots indicate test values observed; the experiment was conducted in triplicate.
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в 2,7 раза в сравнении с контрольными условия-
ми — 0,017±0,002 ЕД/мл (рис. 4G).

Было показано, что добавление в ростовую 
среду сульфата меди и одновременное добав-
ление сульфата меди и хлорида кальция в кон-
центрации 300 мкМ приводит к повышению 
продуктивности и активности фермента кло-
на-продуцента, экспрессирующего один фер-
мент ASB. Полученные результаты соотносятся 
с известными данными литературы [9, 11, 18, 19].

Изучение активности фермента 
арилсульфатазы В и продуктивности 
клона-продуцента арилсульфатазы В 
и клона-продуцента, коэкспрессирующего 
арилсульфатазу В и формилглицин-
генерирующий фермент

На рисунке 5А представлены данные актив-
ности очищенного препарата фермента ASB, 
полученного при культивировании клона-про-

дуцента ASB и клона-продуцента ASB+FGE. 
Удельная активность хроматографически очи-
щенного препарата ASB, полученного в усло-
виях периодического культивирования клона 
ASB без добавления солей металлов, в среднем 
составляла около 11,85±0,42 ЕД/ мг (рис.  5A, 
ASB). Добавление сульфата меди увеличивало 
активность фермента приблизительно в 3 раза 
до 30,85±1,96 ЕД/мг (рис. 5А, ASB+Cu2+). Благо-
даря коэкспрессии ферментов ASB и FGE уда-
лось значительно повысить удельную актив-
ность ASB до 70–90 ЕД/ мг (рис. 5A); активность 
полученного фермента ASB в этом случае соот-
ветствовала активности коммерчески доступно-
го препарата сравнения Наглазим.

Таким образом, описанные результаты свиде-
тельствуют о том, что значительный вклад в уве-
личение активности фермента ASB достигается 
за счет модификации клеточной линии вспомо-
гательным ферментом FGE.

Рис. 5. Удельная активность очищенного препарата ASB и продуктивность клонов. А — удельная активность фермента ASB 
после хроматографической очистки; B — продуктивность на 6 сут процесса культивирования. Обозначения на рисунке: 
ASB — клон-продуцент ASВ, культивируемый на среде BCD; ASB+Cu2+ — клон-продуцент ASВ, культивируемый на среде BCD 
с добавлением сульфата меди; ASB+Cu2++Ca2+ — клон-продуцент ASВ, культивируемый на среде BCD с добавлением сульфата 
меди и хлорида кальция; ASB+FGE — клон-продуцент, коэкспрессирующий ферменты ASВ+FGE, культивируемый на среде 
BCD; ASB+FGE+Сu2+ — клон-продуцент, коэкспрессирующий ферменты ASВ+FGE, культивируемый на среде BCD с добавлени-
ем сульфата меди; ASB+FGE+Cu2++Ca2+ — клон-продуцент, коэкспрессирующий ферменты ASВ+FGE, культивируемый на среде 
BCD с добавлением сульфата меди и хлорида кальция; Naglazyme — препарат галсульфазы Наглазим. Данные представлены 
в виде среднего значения и стандартного отклонения. рvalues рассчитывали с помощью теста one-way ANOVA; в качестве 
контроля использовали условие ASB (** pvalues < 0,01, *** pvalues < 0,001, **** pvalues < 0,0001; ns — нет статистической разницы). 
Точками обозначены значения исследуемых показателей клонов в трех повторах.

Fig. 5. Specific activity of the purified ASB preparation and productivity of clones. A—specific activity of ASB after chromatographic 
purification; B—productivity on culture day 6. Abbreviations: ASB—ASB-producing clone cultivated in BCD; ASB+Cu2+—ASB-pro-
ducing clone cultivated in BCD with copper sulfate; ASB+Cu2++Ca2+—ASB-producing clone cultivated in BCD with copper sulfate 
and calcium chloride; ASB+FGE—producer clone coexpressing ASB and FGE enzymes, cultivated in BCD; ASB+FGE+Cu2+— producer 
clone coexpressing ASB and FGE enzymes, cultivated in BCD with copper sulfate; ASB+FGE+Cu2++Ca2+—producer clone coexpress-
ing ASB and FGE enzymes, cultivated in BCD with copper sulfate and calcium chloride; Naglazyme—galsulfase medicinal product. 
Data are presented as mean and standard deviation values. рvalues are calculated using the one-way ANOVA test with the ASB group 
as the control (** pvalues < 0.01, *** pvalues < 0.001, **** pvalues < 0.0001; ns—no statistical difference). Dots indicate test values observed 
for the clones; the experiment was conducted in triplicate.
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На рисунке 5В представлены данные продук-
тивности клона ASB и клона ASB+FGE на 6 сут 
культивирования продуцентов. Продемонстри-
ровано, что наибольшее увеличение выхода 
целевого фермента ASB достигалось при добав-
лении в ростовую среду при культивировании 
клона-продуцента, модифицированного фер-
ментом FGE, сульфата меди в концентрации 
300 мкМ.

Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что значительное увеличение выхода це-
левого фермента ASB достигается за счет сле-
дующих факторов: влияние на активный центр 
целевого фермента ASB (модификация клеточ-
ной линии путем коэкспрессии фермента FGE 
приводит к достижению стабильной высокой 
активности ASB и увеличению продуктивности 
клона-продуцента) и влияние на активный центр 
вспомогательного фермента FGE (добавление 
в ростовую среду сульфата меди приводит к до-
полнительному увеличению продуктивности це-
левого фермента ASB).

Таким образом, в экспериментальной работе 
выявлены критические факторы, влияющие на вы-
ход рекомбинантного фермента ASB. Разрабо-
танная технология получения и культивирования 
клона-продуцента ASB+FGE может быть исполь-
зована при наработке фермента для проведения 
доклинических и клинических исследований.

Выводы
1.	 Получены моноклональные клоны-проду-

центы, коэкспрессирующие арилсульфатазу 
В и формилглицин-генерирующий фермент, 
на основе суспензионной линии клеток СНО 

без использования белков животного проис-
хождения.

2.	 Подобрана оптимальная концентрация суль-
фата меди и хлорида кальция, которая по-
зволяет увеличить выход целевого фермента 
арилсульфатазы В (для клона-продуцента 
арилсульфатазы В и клона-продуцента, ко-
экспрессирующего арилсульфатазу В и фор-
милглицин-генерирующий фермент).

3.	 При периодическом культивировании кло-
нов-продуцентов, коэкспрессирующих арил-
сульфатазу В и формилглицин-генерирующий 
фермент, при одновременном добавлении 
сульфата меди и хлорида кальция в концен-
трации 300 мкM показано увеличение жизне-
способности культур (клонов) и повышение 
удельной продуктивности клеток в среднем 
до 4,58±1,62 пг/(клетка×сут).

4.	 Разработана технология суспензионного 
культивирования лидерного клона-проду-
цента, коэкспрессирующего арилсульфатазу 
В и формилглицин-генерирующий фермент, 
позволяющая достигать выхода активно-
го целевого фермента арилсульфатазы 
В до 420 мг/л в условиях периодического 
культивирования с подпиткой длительностью 
12 суток при добавлении в среду сульфата 
меди в концентрации 300 мкM.

5.	 Разработанные условия культивирования 
для клона-продуцента, коэкспрессирующего 
арилсульфатазу B и формилглицин-генери-
рующий фермент, могут быть использованы 
для наработки рекомбинантной арилсульфа-
тазы В для проведения доклинических и кли-
нических исследований.
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 Проскурина Анастасия Сергеевна; labmolbiol@mail.ru

Резюме	 Создание новых эффективных ранозаживляющих средств является актуальной задачей 
современной клинической фармакологии. Одним из перспективных направлений пред-
ставляется разработка препаратов для стимуляции ангиогенеза, который является кри-
тическим этапом процесса заживления ран. Цель работы: оценить ранозаживляющее 
действие препарата на основе рекомбинантного ангиогенина человека в виде геля на раз-
личных экспериментальных моделях. Материалы и методы: в качестве эксперименталь-
ных животных использовали белых беспородных крыс-самцов. Исследовано ранозажив-
ляющее действие препарата на основе рекомбинантного ангиогенина человека (0,0025%) 
в виде геля относительно препарата сравнения на моделях плоскостной кожно-мышеч-
ной, линейной и ожоговой раны. Ранозаживляющее действие исследуемого препарата 
при лечении длительно незаживающей раны охарактеризовано на модели аллоксанового 
сахарного диабета. На модели адъювантного артрита оценено противовоспалительное 
действие препарата на основе рекомбинантного ангиогенина человека относительно пре-
парата сравнения. Результаты: установлена более высокая ранозаживляющая активность 
препарата на основе рекомбинантного ангиогенина человека относительно препарата 
сравнения (гель Солкосерил) для плоскостной кожно-мышечной раны, линейной и ожого-
вой ран. При применении исследуемого препарата ускоряется процесс репарации тканей 
при лечении длительно незаживающей раны на модели аллоксанового сахарного диабета. 
Отмечено более быстрое расплавление некротических масс и переход к эпителизации 
краев раны. Установлена противовоспалительная активность препарата на основе реком-
бинантного ангиогенина человека, по эффективности сравнимая с действием препарата 
сравнения (гель Диклофенак). Выводы: определено наличие у препарата на основе реком-
бинантного ангиогенина человека в виде геля выраженных ранозаживляющих и противо-
воспалительных свойств, сопоставимых с препаратами сравнения.
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Abstract	 New effective wound healing agents are a priority for modern clinical pharmacology. A prom-
ising approach would be to develop medicinal products that promote angiogenesis, which is 
a critical step in wound healing. The aim of the study was to evaluate the wound healing effect 
of a medicinal product based on recombinant human angiogenin in gel form in various exper-
imental models. Materials and methods: white outbred male rats were used as experimental 
animals. The study compared healing effects of a regenerating product containing recombi-
nant human angiogenin (0.0025%) in gel form and a reference product in full-thickness exci-
sion, incision, and burn wound models. The healing effect of the test product in treating chronic 
wounds was assessed in a model of alloxan-induced diabetes mellitus. The anti-inflammatory 
effect of the test product containing recombinant human angiogenin was compared with that 
of another reference product in a model of adjuvant-induced arthritis. Results: according to the 
study, the test product based on recombinant human angiogenin exerts higher wound healing 
effect in treating excision, incision, and burn wounds than the reference product (Solcoseryl 
gel). Being applied, the test product intensifies tissue repair in chronic wounds in the model 
of alloxan-induced diabetes. The dissociation of necrotic tissues and the progression towards 
epithelialisation at wound edges are more rapid. The anti-inflammatory effect of the test prod-
uct based on recombinant human angiogenin is comparable with that of the reference product 
(Diclofenac gel). Conclusions: the test product based on recombinant human angiogenin in gel 
form was found to have pronounced wound healing and anti-inflammatory effects comparable 
with those of reference products.

Key words:	 excision wound; incision wound; burn wound; alloxan-induced diabetes mellitus; adjuvant-in-
duced arthritis; anti-inflammatory agent; recombinant human angiogenin
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1	 Директива Европейского парламента и Совета Европейского союза 2010/63/ЕС от 22 сентября 2010 г. о защите живот-
ных, использующихся для научных целей.

2	 ГОСТ 33216-2014. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила содержания и ухода 
за лабораторными грызунами и кроликами.

Введение
Создание эффективных ранозаживляющих 

средств является актуальной задачей современ-
ной клинической медицины. Одним из перспек-
тивных направлений представляется разработка 
подходов для стимуляции ангиогенеза, который 
является критическим этапом процесса зажив-
ления ран. Вновь образующиеся кровеносные 
сосуды участвуют в инициации формирования 
грануляционной ткани и далее обеспечивают пи-
танием и кислородом растущие ткани [1, 2].

Одним из сильнейших индукторов образова-
ния кровеносных сосудов является ангиогенин. 
Он также играет ведущую роль в различных 
физиологических и патологических процессах, 
включая репродуктивный цикл, рост эмбрио-
нальных и постнатальных тканей, регенерацию 
поврежденных тканей и системы кроветворе-
ния, нейропротекцию и воспаление [3–6].

Ангиогенин представляет собой секретируе-
мую рибонуклеазу, которая стимулирует транс-
крипцию рРНК в ядрах эндотелиальных клеток. 
Это приводит к активному синтезу различных 
белков, необходимых для роста и выживаемости 
клеток и формирования новых сосудов. В итоге 
пролиферирующие эндотелиальные клетки об-
разуют новую трубку как основу будущего кро-
веносного сосуда, которая укрепляется клетками 
гладкой мускулатуры, формируя новый крове-
носный сосуд [7, 8].

Помимо основной функции активации ангио-
генеза, ангиогенин участвует в регуляции воспа-
лительного процесса и проявляет противовоспа-
лительное действие [9–13].

В экспериментальной и клинической прак-
тике описана возможность использования ан-
гиогенина для системного лечения сосудистых 
заболеваний (ишемия, инфаркт миокарда), бо-
кового амиотрофического склероза, для за-
живления костей и восстановления суставов [4, 
14–16]. Также описано применение ангиогенина, 
в том числе в виде гелей, для местного лечения 
ран [1, 17–22].

Описано получение активного химерного 
белка рекомбинантного ангиогенина человека 
в штамме-продуценте Pichia pastoris [23]. На ос-

нове субстанции рекомбинантного ангиогенина 
человека был разработан гель регенерирующий 
для местного применения.

Цель работы — оценить ранозаживляющее 
действие препарата на основе рекомбинантного 
ангиогенина человека в виде геля на различных 
экспериментальных моделях.

Материалы и методы
Материалы:
–– исследуемый препарат — препарат на основе 
рекомбинантного ангиогенина человека [23] 
в виде геля — гель регенерирующий Ангио-
фарм (25 мкг на 1 г готовой лекарственной 
формы, массовый процент 0,0025%) (ООО «Ла-
боратория Ангиофарм», Россия);

–– контрольный препарат — гелевая основа — 
гидроксиэтил акрилат/натрия акрилоилди-
метилтаурата сополимер (Sepinov EMT 10, 
Франция);

–– препарат сравнения — гель Солкосерил 
(Legacy Pharmaceuticals Switzerland GmbH, 
Швейцария);

–– препарат сравнения — гель Диклофенак (1% 
диклофенак натрия) (Hemofarm, Сербия).

Экспериментальные животные
Исследования на животных были одобре-

ны локальным этическим комитетом Инсти-
тута цитологии и генетики СО РАН (протокол 
№ 8 от 19.03.2019) и проведены в соответствии 
с положениями Директивы Европейского пар-
ламента и совета Европейского союза по охра-
не животных, используемых в научных целях1, 
а также требованиями и рекомендациями Руко-
водства по содержанию и использованию лабо-
раторных животных2.

В качестве экспериментальных животных 
использовали грызунов (крысы), применение 
которых рекомендовано для изучения регене-
ративной активности препаратов для местного 
применения [24].

В исследованиях использовали белых беспо-
родных крыс-самцов массой 200–300 г (источник 
животных — виварий ФГБНУ «Федеральный 

https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-3-293-307
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исследовательский центр Институт цитологии 
и генетики Сибирского отделения Российской 
академии наук»). Животных содержали в клет-
ках с обеспыленной подстилкой из деревянной 
стружки при комнатной температуре 22±2 °С 
с 12-часовым циклом свет/темнота и минималь-
ной относительной влажностью 40%, имели сво-
бодный доступ к воде и гранулированному кор-
му (Ssniff, V1534-300, Германия).

Эксперименты по моделированию ран про-
водили в соответствии с требованиями руко-
водства работы с лабораторными животными3 
и принципами надлежащей лабораторной прак-
тики4. Раны моделировали в условиях эфир-
ного наркоза. Поскольку процесс заживления 
модельных ран зависит от типа раны, сроки 
проведения экспериментов различались для ка-
ждой модели. Вывод животных из эксперимента 
проводили во временные точки в соответствии 
с задачами, определенными для каждой модели 
раны. Эвтаназию животных проводили посред-
ством передозировки углекислого газа.

Методы
Режим нанесения препаратов на рану. Препа-

раты наносили в одинаковом режиме. Количе-
ство наносимого препарата зависело от площа-
ди поверхности раны. На каждый квадратный 
сантиметр поверхности раны наносили не более 
0,1 г геля 1 раз в сутки. Необходимое количество 
препарата равномерно наносили аппликатором 
на область поражения с краевым захватом здо-
ровых тканей, создавая равномерную пленку 
толщиной не более 1 мм.

Модель плоскостной кожно-мышечной раны. 
Крысам наносили полнослойную кожную рану 
в шейнолопаточной области путем удаления 
кожного лоскута с подкожной клетчаткой пло-
щадью 3 см2. С целью получения у всех живот-
ных одинакового исходного размера ран к кра-
ям раны подшивали рамочки, так как вследствие 
подвижности кожи у крыс размеры ран могут 
значительно варьировать, рамочки удаляли 
через двое суток5. Препараты (исследуемый пре-
парат на основе рекомбинантного ангиогенина 
человека; препарат сравнения Солкосерил; кон-
трольный препарат — гелевая основа) наносили 
на раневую поверхность ежедневно в течение 
21 сут. В каждой группе было по 10 животных. 
С целью взятия материала для морфологическо-

3	 Каркищенко НН, Грачева СВ, ред. Руководство по лабораторным животным и альтернативным моделям в биомедицин-
ских технологиях. М.: Профиль; 2010. 

4	 ГОСТ Р 53434-2009. Принципы надлежащей лабораторной практики.
5	 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2013.
6	 Кузнецов НА, ред. Основы клинической хирургии: практическое руководство. М.: ГЭОТАР-Медиа; 2009.

го исследования, половина животных (по 5 жи-
вотных из каждой исследуемой группы) выво-
дились из эксперимента на 5 сут. У оставшихся 
животных (по 5 животных в каждой исследуе-
мой группе) оценивали сроки заживления ран. 
Сроки заживления ран фиксировали по моменту 
отпадения струпа и наличия под ним покрытого 
эпителием дефекта.

Модель линейной раны. Крысам в области 
спины наносили резаную рану длиной 3 см 
до собственной фасции. Лечение начинали не-
медленно после подсыхания раны. Препараты 
(исследуемый препарат на основе рекомбинант-
ного ангиогенина человека; препарат сравнения 
Солкосерил; контрольный препарат — гелевая 
основа) наносили на раневую поверхность еже-
дневно в течение 7 сут. В каждой группе было 
по 5 животных.

Модель ожоговой раны. Термический ожог 
у крыс вызывали на выстриженном участке спи-
ны размером 3×3 см. Для этого использовали 
прибор собственного лабораторного производ-
ства с установленной контролируемой темпера-
турной шкалой и электропаяльником, на конце 
которого крепится металлическая пластина раз-
мером 3×3 см. Данный метод позволяет полу-
чить стандартные ожоги по площади и глубине 
всей толщи кожи. Время экспозиции нагретой 
до 200±10 ºС контактной пластинки составляло 
10 с. При соблюдении этих условий ожог кожи 
у животных соответствовал IIIА степени клини-
ческой классификации ожогов6. Препараты (ис-
следуемый препарат на основе рекомбинантно-
го ангиогенина человека; препарат сравнения 
Солкосерил; контрольный препарат — гелевая 
основа) наносили на раневую поверхность еже-
дневно в течение 28 сут. В каждой группе было 
по 6 животных. Регистрировали состояние раны, 
проводили измерение площади раны, прикла-
дывая к ране прозрачный трафарет. Фиксирова-
ли также количество животных с зарубцевавши-
мися ранами.

Модель длительно незаживающей раны 
на фоне аллоксанового сахарного диабета. Экспе-
риментальный диабет индуцировали у 20 крыс 
путем внутривенного однократного введения 
в хвостовую боковую вену 45 мг/кг аллоксана. 
Эффективность модели оценивали по уровню 
глюкозы в сыворотке крови с помощью стан-
дартной клинической методики [25]. Крыс с раз-
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вившимся сахарным диабетом распределяли 
по группам (8 животных в контрольной груп-
пе; 7 животных в группе, получавшей препарат 
на основе рекомбинантного ангиогенина чело-
века) и индуцировали образование раны путем 
введения в подушечку задней конечности 50 
мкл 20% гидроксида калия. Через неделю по-
сле введения гидроксида калия формировалась 
длительно незаживающая рана. Препараты (ис-
следуемый препарат на основе рекомбинант-
ного ангиогенина человека; контрольный пре-
парат  — гелевая основа) наносили на раневую 
поверхность ежедневно в течение 28 сут.

Модель адъювантного артрита у крыс. Хро-
ническое иммунное воспаление моделировали 
у крыс однократным субплантарным введени-
ем в правую заднюю лапу 0,1 мл полного адъ-
юванта Фрейнда (взвесь ослабленных жизне-
способных бацилл Кальметта—Герена 2,5 мг/
мл в вазелиновом масле). Лечение начинали 
на 12 сут после введения адъюванта Фрейнда. 
Препараты (исследуемый препарат на основе 
рекомбинантного ангиогенина человека; пре-
парат сравнения Диклофенак; контрольный 
препарат — гелевая основа) наносили на место 
воспаления ежедневно в течение 21 сут. В ка-
ждой группе было по 5 животных. С помощью 
штангенциркуля каждые 2–4 сут измеряли диа-
метр здоровой лапы и лапы с индуцированным 
воспалением. Торможение отека оценивали 
по формуле Т = 100% × (ΔDк – ΔDо) / ΔDк, где 
Т — торможение отека, ΔDк — разница между 
отечной и здоровой лапой в контроле, ΔDо — 
разница между отечной и здоровой лапой 
в опытных группах. Объем конечности опреде-
ляли методом онкометрии с помощью порта-
тивного плетизмометра [26].

Морфологическое исследование. Материалы 
для гистологического исследования забирали 
на видимой границе между интактной и по-
врежденной тканью, захватывая оба варианта 
ткани, и фиксировали в 10% нейтрализованном 
мелом формалине. Дальнейшую обработку 
и заливку материала в парафин осуществляли 
по общепринятой гистологической методике 
[27, 28]. Срезы толщиной 5–7 мкм окрашивали 
гематоксилин-эозином. Все микропрепараты ис-
следовали на микроскопах Axioskop-2 (Carl Zeiss, 
Германия).

Статистическая обработка данных. Стати-
стическую обработку полученных результатов 
проводили при помощи программы Statistica 
8.0 методом непараметрической статистики 
с оценкой значимости различий по U-критерию 
Манна—Уитни. На рисунках приведены средние 
значения и стандартные отклонения.

Результаты и обсуждение

Оценка ранозаживляющего действия 
рекомбинантного ангиогенина человека на 
модели плоскостной кожно-мышечной раны

На смоделированной условно асептиче-
ской полнослойной ране кожи крыс размером 
3 см2 (рис. 1А) проведено сравнительное морфо-
логическое изучение динамики раневого про-
цесса на 5 сут эксперимента, поскольку в этот 
момент наиболее выражена воспалительная 
фаза течения раневого процесса. В контрольной 
группе на 5 сут эксперимента морфологическая 
картина раны характеризовалась травмати-
ческим воспалением с серозно-фибринозной 
и нейтрофильной экссудацией, резким расши-
рением сосудов (рис. 1В). Кровеносные сосуды 
дермы расширены и полнокровны, присутствует 
плотный воспалительный инфильтрат.

При обработке раны препаратом сравнения 
Солкосерил на 5 сут эксперимента фибриноз-
ные массы в ране были набухшие с равномер-
но распределенными включенными гнойными 
тельцами (рис. 1В). Морфологические измене-
ния отличались от контроля меньшей толщиной, 
плотностью и интенсивностью окраски лейко-
цитарного вала. Воспалительная инфильтрация 
в дерме была также выражена меньше в сравне-
нии с контролем.

При обработке раны препаратом на основе 
рекомбинантного ангиогенина человека фи-
бринозно-лейкоцитарный слой раны был утол-
щен за счет равномерного пропитывания гелем 
(рис. 1В). При этом нейтрофильные лейкоциты 
были разрушены. Диффузная воспалительная 
инфильтрация в дерме была выражена слабее 
в сравнении с контролем, отмечались обширные 
участки кровоизлияний. Воспалительный ин-
фильтрат проникал в глубокие слои дермы, где 
появлялись крупные клетки неправильной фор-
мы с базофильными крупными, эксцентрично 
расположенными ядрами. Вокруг сосудов были 
отмечены многочисленные молодые формы фи-
бробластов.

Время заживления ран фиксировали по мо-
менту отпадения струпа и наличия под ним по-
крытого эпителием дефекта. Установлено, 
что и препарат сравнения Солкосерил, и иссле-
дуемый препарат на основе рекомбинантного 
ангиогенина человека ускоряют заживление 
плоскостных ран кожи у крыс (рис. 2). При этом 
средняя скорость заживления раны в случае 
применения исследуемого препарата (12 сут) 
была достоверно выше по сравнению как с кон-
тролем (20 сут), так и с препаратом сравнения 
Солкосерил (15 сут).
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Оценка ранозаживляющего действия 
рекомбинантного ангиогенина человека 
на модели линейной раны

На смоделированной линейной ране (рис. 3А) 
для забора гистологического препарата были 
выбраны 5 сут, поскольку в этот момент наи-
более выражена воспалительная фаза течения 
раневого процесса. Морфологическая картина 
линейной раны на 5 сут в контрольной группе 
исследования характеризовалась воспалитель-
ной фазой раневого процесса. Дефект ткани был 
заполнен некротическими массами и покрыт 
фибринозно-лейкоцитарным слоем различной 
толщины с многочисленными нейтрофилами 
и гнойными тельцами (рис. 3В).

В группе с применением препарата срав-
нения Солкосерил сохранялась массивная 
фибринозно-некротическая пленка на всем 
протяжении раневой поверхности. Воспали-
тельная инфильтрация была выражена в мень-
шей степени по сравнению с контролем. Мо-
лодая ткань характеризовалась началом 
развития грануляционной ткани с появлением 
фибробластов и мелких овальной формы со-
судов (рис. 3В).

При обработке раны препаратом на основе 
рекомбинантного ангиогенина человека по-
верхностный фибринозно-лейкоцитарный слой 
был равномерно пропитан гелем (рис. 3В). Гра-
нуляционная ткань была представлена тонким 
слоем и характеризовалась умеренной степе-
нью зрелости. Наблюдались небольшие крово-
излияния. По краям раны отмечено усиленное 
новообразование мелких кровеносных сосудов.

На рисунке 4 представлена динамика из-
менения морфологических параметров раны 
и клеточного состава в мазке раневого экссу-
дата на 1, 3 и 7 сут эксперимента в контроль-
ной группе и группах с применением препарата 
сравнения Солкосерил и исследуемого препара-
та в форме геля.

В группе с применением препарата на осно-
ве рекомбинантного ангиогенина человека на-
блюдается уменьшение площади интерстиция 
(рис.  4А), свидетельствующее об активно иду-
щих регенеративных процессах. Количество 
полиморфноядерных лейкоцитов в группе, по-
лучавшей исследуемый препарат, существенно 
снижалось к 7 сут (рис. 4В), что свидетельствует 
об уменьшении воспалительного процесса.

Рис. 1. Оценка ранозаживляющего действия рекомбинантного ангиогенина человека на модели плоскостной кожно-мышеч-
ной раны у крыс. А — моделирование плоскостной кожно-мышечной раны с использованием фиксирующих размер рамок 
(фотография слева) и плоскостная кожно-мышечная рана (фотография справа). B — состояние плоскостной кожно-мышеч-
ной раны на 5 сут в контрольной группе (Контроль) и после обработки препаратом сравнения (Солкосерил) и препаратом 
на основе рекомбинантного ангиогенина человека (Ангиогенин). Белыми стрелками указаны: 1 — фибринозно-геморрагиче-
ская корка на поверхности раны, 2 — полнокровный сосуд, 3 — распадающиеся нейтрофилы. Черными стрелками указана 
воспалительная инфильтрация. Окраска гематоксилин-эозином. Увеличение ×100.

Fig. 1. Evaluation of the wound healing effect of recombinant human angiogenin using a full-thickness excision wound model in 
rats. A—splinting (left) and the resulting wound (right); B—wound condition in the control group, the reference group (Solcoseryl), 
and the test group (recombinant human angiogenin) on treatment day 5. White arrows: 1—fibrinohaemorrhagic crust on the wound 
surface, 2—blood-filled vessel, 3—degrading neutrophils. Black arrows: inflammatory infiltration. Haematoxylin–eosin stains at 
100× magnification.
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Было изучено количество фибробластов 
как показателя интенсивности пролифератив-
ных процессов. В группах, получавших препа-
рат сравнения Солкосерил и препарат на основе 
рекомбинантного ангиогенина человека, отме-
чена сходная динамика роста количества фи-
бробластов (рис. 4С). При этом в контрольной 
группе нарастание количества фибробластов 
с 1 по 7 сут отсутствовало.

Количество внесосудистых эритроцитов 
в группах с применением препарата Солкосе-
рил и исследуемого препарата снижалось уже 
на 3 сут и продолжало уменьшаться на 7 сут 
(рис. 4D), что свидетельствует о затухании вос-
палительного процесса.

О локальной реактивности тканей в зоне раны 
свидетельствует количество макрофагов и туч-
ных клеток. В группах, получавших препарат 
сравнения Солкосерил и исследуемый препарат, 
оно возрастало и достигало максимального зна-
чения к 7 сут (рис. 4E, 4F). В контрольной группе 
увеличения числа макрофагов и тучных клеток 
не наблюдалось.

Таким образом, проведенные сравнительные 
исследования свидетельствуют о том, что наи-
более благоприятная тенденция к заживлению 
ран отмечена в группе с применением иссле-
дуемого препарата на основе рекомбинантного 
ангиогенина человека.

Оценка ранозаживляющего действия 
рекомбинантного ангиогенина человека 
на модели ожоговой раны

При проведении сравнительного исследова-
ния на модели ожоговой раны у крыс (рис. 5) было 
показано, что различия в скорости заживления 

Рис. 2. Влияние рекомбинантного ангиогенина человека на 
сроки полной эпителизации плоскостных ран у крыс. По оси 
абсцисс указаны группы животных.  — достоверные отличия 
от контрольной группы, # — достоверные отличия от группы, 
получавшей Солкосерил (p<0,05, U-критерий Манна—Уитни).

Fig. 2. Effect of recombinant human angiogenin on the time 
to complete epithelialisation of excision wounds in rats. The 
X-axis represents animal groups. —significant difference from 
the control group, #—significant difference from the Solcoseryl 
group (p<0.05; Mann—Whitney U-test).

Рис. 3. Оценка ранозаживляющего действия рекомбинантного ангиогенина человека на модели линейной раны у крыс. 
А — модель линейной раны. B — морфологическая картина линейной раны на 5 сут в контрольной группе (Контроль) и после 
обработки препаратом сравнения (Солкосерил) и препаратом на основе рекомбинантного ангиогенина человека (Ангио-
генин). Белыми стрелками указаны: 1 — серозная корка на поверхности раны, 2 — фибринозно-некротическая пленка на 
поверхности раны. Черными стрелками указана грануляционная ткань. Окраска гематоксилин-эозином. Увеличение ×100.

Fig. 3. Evaluation of the wound healing effect of recombinant human angiogenin using an incision wound model in rats. A—incision 
wound model; B—wound morphology in the control group, the reference group (Solcoseryl), and the test group (recombinant hu-
man angiogenin) on treatment day 5. White arrows: 1—serous crust on the wound surface, 2—fibrinoid necrotic layer on the wound 
surface. Black arrows: granulation tissue. Haematoxylin–eosin stains at 100× magnification.
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Рис. 4. Динамика изменения клеточного состава в мазке раневого экссудата линейной раны на 1, 3 и 7 сут эксперимента в кон-
трольной группе (Контроль) и после обработки препаратом сравнения (Солкосерил) и препаратом на основе рекомбинантного 
ангиогенина человека (Ангиогенин). А — площадь интерстиция, B — количество полиморфноядерных лейкоцитов, C — количе-
ство фибробластов, D — количество внесосудистых эритроцитов, E — количество макрофагов, F — количество тучных клеток. 
В легенде указаны группы животных.  — достоверные отличия от контрольной группы (p<0,05, U-критерий Манна—Уитни).

Fig. 4. Time course of cellular composition changes in smears of incision wound exudate in the control group, the reference group 
(Solcoseryl), and the test group (recombinant human angiogenin) on treatment days 1, 3, and 7. A—interstitium areas, B—poly-
morphonuclear leukocyte counts, C—fibroblast counts, D—extravascular erythrocyte counts, E—macrophage counts, F—mast cell 
counts. The legend indicates animal groups. —significant difference from the control group (p<0.05; Mann—Whitney U-test).
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раны между группой, получавшей исследуемый 
препарат, и контрольной группой начинают до-
стоверно определяться начиная с 23 сут. Препа-
рат сравнения Солкосерил на модели ожоговой 
раны проявлял явный ранозаживляющий эффект, 
процесс эпителизации на 23 сут использования 
препарата носил выраженный характер. В те же 
сроки при обработке раны препаратом на ос-
нове рекомбинантного ангиогенина человека 
бóльшая часть раневой поверхности язвы эпи-
телизировалась. Полная эпителизация при при-
менении исследуемого препарата достигалась 
на 26 сут, а при применении препарата срав-

нения Солкосерил — на 27  сут. В контрольной 
группе полная эпителизация не была достигнута 
вплоть до окончания эксперимента (28 сут).

При исследовании мазков раневой поверхно-
сти в динамике отмечалась следующая картина. 
На 1–2 сут во всех исследуемых группах на-
блюдалось наличие эритроцитов и лейкоцитов 
в разреженном пространстве. На 7–9 сут в груп-
пах, получавших препарат Солкосерил и пре-
парат на основе рекомбинантного ангиогенина 
человека, отмечались единичные макроциты, 
напоминающие клетки рогового стоя эпителия. 
В контрольной группе превалировали лейкоци-
ты. На 10–13 сут в группах с применением пре-
парата Солкосерил и исследуемого препарата 
наблюдалось присутствие крупных безъядер-
ных эпителиальных клеток. В контрольной груп-
пе выявлены единичные безъядерные эпители-
альные клетки в консорциуме с макроцитами.

Таким образом, было показано, что препарат 
на основе рекомбинантного ангиогенина че-
ловека обладает способностью стимулировать 
репарацию тканей в области ожоговой раны 
дермы (ожог III степени) относительно контроля. 
При этом ранозаживляющий эффект исследуе-
мого препарата сходен с эффектом препарата 
сравнения Солкосерил, являющимся стандартом 
при исследовании процессов регенерации.

Оценка ранозаживляющего действия 
рекомбинантного ангиогенина человека 
на модели длительно незаживающей раны 
на фоне аллоксанового сахарного диабета

Известно, что при формировании аллоксано-
вого сахарного диабета существенно снижается 
способность животных к нормальному проте-
канию репаративных процессов, что позволяет 
моделировать у них длительно незаживающие 
раны [29]. При моделировании аллоксанового 
сахарного диабета у крыс (табл. 1) была зафик-
сирована гибель 3 из 20 экспериментальных жи-
вотных. В экспериментальные группы были ото-
браны крысы с концентрацией глюкозы в крови, 
превышающей 10,0 мМ (табл. 1). У этих крыс 
вызывали развитие длительно незаживающей 
раны в подушечке задней конечности (рис. 6А), 
характеризующейся формированием фибрино-
вого струпа и наличием большого количества 
некротизированных клеток.

Морфологическая картина раны до лечения 
(на момент формирования модели) характери-
зовалась глубоким поражением дермы, обили-
ем гнойных телец и небольшим фибринозным 
слоем с резко выраженными признаками некро-
за. Отмечено присутствие нейтрофилов. Ране-
вой канал заполнен фибриноидными массами, 
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Рис. 5. Оценка ранозаживляющего действия рекомбинантно-
го ангиогенина человека на модели ожоговой раны у крыс. 
Представлены показатели заживления ран в контрольной 
группе (Контроль) и после обработки препаратом сравнения 
(Солкосерил) и препаратом на основе рекомбинантного ан-
гиогенина человека (Ангиогенин). А — динамика изменения 
площади раны во времени. В — количество животных с заруб-
цевавшимися ранами. В легенде указаны группы животных.

Fig. 5. Evaluation of the wound healing effect of recombinant 
human angiogenin using a burn wound model in rats. The fig-
ure shows indicators of wound healing in the control group, 
the reference group (Solcoseryl), and the test group (recombi-
nant human angiogenin). A—changes in the wound area with 
time; B—number of animals with healed wounds. The legend 
indicates groups of animals.
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покрытыми лейкоцитарным слоем. Наблюда-
лись участки полнокровных сосудов и признаки 
воспалительной инфильтрации, зоны кровоиз-
лияний (рис. 6А).

На 7 сут в контрольной группе изменения 
не выражены. На поверхности раны присут-
ствовали значительные некротические массы 
с фибрином. В группе животных, получавших 
лечение исследуемым препаратом, отмечались 
признаки расплавления некротических масс, 
острая воспалительная инфильтрация в глу-
боких слоях дермы, не разрушенных во время 
формирования раны.

На 14 сут лечения в контрольной группе отме-
чены признаки лизиса некротических масс, уве-
личено количество нейтрофилов, определялись 
отложения фибрина на поверхности раны. В глу-
боких слоях дермы выявлен воспалительный 
инфильтрат (рис. 6В). В группе с применением 
исследуемого препарата на фоне обильных не-
кротических масс с фибрином отмечены участ-
ки активного лизиса с миграцией нейтрофилов 
и макрофагов в эти зоны. В глубоких слоях 
дермы воспалительная инфильтрация (рис.  6В). 

По краям раны наблюдался тонкий регенери-
рующий эпителиальный пласт, подползающий 
под некротические массы.

На 21 сут в контрольной группе отмечено 
значительное сокращение размеров фибриноз-
ного слоя и уменьшение некротических масс. 
Расположенная под тонким слоем фибриноз-
но-лейкоцитарного слоя грануляционная ткань 
характеризовалась очагами отека, фибрино-
идного набухания, полнокровием кровенос-
ных сосудов. Наблюдающийся эпителиальный 
регенерирующий пласт имел неравномерную 
толщину и слабые связи с подлежащей тканью. 
Выявлено значительное количество моноцитов 
и нейтрофилов, а также присутствие плазмати-
ческих клеток. В глубоких слоях дермы имелись 
признаки воспалительных процессов (рис. 6В). 
Отмечено значительное сокращение некроти-
ческих масс и фибринозного слоя. Поверхность 
к моменту окончания лечения была эпителизи-
рована. В подлежащей соединительной ткани 
отмечено формирование волосяных луковиц. 
Тем не менее репарации структуры дермы и пол-
ного заживления раны не произошло.

Таблица 1. Характеристика экспериментальных групп животных по уровню концентрации глюкозы в крови через 4 сут после 
однократного введения аллоксана
Table 1. Classification of experimental animal groups according to blood glucose concentrations 4 days after a single injection of 
alloxan

Контрольная группа
Control group

Группа, получавшая препарат на основе 
рекомбинантного ангиогенина человека

Recombinant human angiogenin group

№ 
животного
Animal No.

Масса 
животного, г

Animal 
weight, g

Концентрация глюкозы, мМ
Glucose concentration, mM

№ 
животного
Animal No.

Масса 
животного, г

Animal 
weight, g

Концентрация глюкозы, мМ
Glucose concentration, mM

до введения 
аллоксана

before alloxan 
treatment

после введения 
аллоксана

after alloxan 
treatment

до введения 
аллоксана

before 
alloxan 

treatment

после введения 
аллоксана

after alloxan 
treatment

1 215 4,5 16,5 1 201 3,6 17,6

2 210 3,8 16,8 2 219 5,3 Гибель
Death

3 232 5,1 Гибель
Death

3 202 3,6 12,6

4 207 3,7 7,7a 4 238 4,8 19,8

5 237 5 20 5 218 4,1 17,1

6 202 4,3 14,3 6 205 3,1 5,9a

7 212 3,2 17,7 7 220 4,6 19,6

8 202 5,2 19,2 8 213 3,5 Гибель
Death

9 235 5,3 20,3 9 236 3,6 10,6

10 231 5,5 18,5 10 239 4,3 15,3

a Исключенные из исследования животные (концентрация глюкозы в крови ≤10 мМ).
a Animals withdrawn from the study (blood glucose concentrations ≤10 mM).
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На фоне применения препарата на основе ре-
комбинантного ангиогенина человека на 21 сут 
наблюдения рана полностью эпителизирова-
лась с восстановлением полноценной структуры 
кожи (рис. 6В).

Среднее время заживления хронической 
раны после лечения исследуемым препаратом 
сокращалось на 8 сут по сравнению с контроль-
ной группой (рис. 7).

Оценка противовоспалительного действия 
рекомбинантного ангиогенина человека 
на модели адъювантного артрита

Крысам с адъювантным артритом на вос- 
паленную конечность наносили препарат на ос-
нове рекомбинантного ангиогенина человека 
или препарат сравнения Диклофенак. Сравни-
вали противовоспалительное действие препа-
ратов с действием гелевой основы (контрольная 

Рис. 6. Оценка ранозаживляющего действия рекомбинантного ангиогенина человека на модели длительно незаживающей раны 
на фоне аллоксанового сахарного диабета у крыс. А — внешний вид раны (фотография слева) и морфологическая картина раны 
на момент формирования модели, без лечения (фотография справа). Черной стрелкой отмечены фибринозно-геморрагические 
массы на поверхности раны. Окраска гематоксилин-эозином. Увеличение ×200. В — морфологическая картина раны в контроль-
ной группе (Контроль) и после применения препарата рекомбинантного ангиогенина человека (Ангиогенин) на 14 и 21 сут. 
Белыми стрелками отмечены: 1 — воспалительный инфильтрат в глубоких слоях дермы, 2 — некротические массы с лейкоцитар-
ной инфильтрацией, 3 — эпидермизирующаяся рана, 4 — восстановленные волосяные фолликулы в эпидермизированной ране. 
Окраска гематоксилин-эозином. Увеличение ×200, для группы с применением препарата Ангиогенин на 21 сут — увеличение ×50.

Fig. 6. Evaluation of the wound healing effect of recombinant human angiogenin using a chronic wound model in rats with allox-
an-induced diabetes mellitus. A—appearance of the wound (left); and wound morphology at the moment of model formation, with-
out treatment (right). The black arrow indicates fibrinohaemorrhagic masses at the wound surface. Haematoxylin–eosin stains at 
200× magnification. B—wound morphology in the control group and the test group (recombinant human angiogenin) on treatment 
days 14 and 21. White arrows: 1—inflammatory infiltrate in the deep dermis layers, 2—necrotic masses with leukocytic infiltration, 
3—wound re-epidermisation, 4—restored hair follicles in the re-epidermised wound. Haematoxylin–eosin stains at 50× magnifica-
tion (angiogenin on day 21) and 200× magnification (the rest).
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группа). На рисунке 8 приведены результаты 
сравнения противовоспалительного действия 
препаратов по изменению размеров поражен-
ной конечности крыс в контрольной и экспери-
ментальных группах.

Обнаружено, что при терапии смоделиро-
ванного адъювантного артрита противовоспа-
лительное действие исследуемого препарата 
было сопоставимо с действием препарата срав-
нения Диклофенак и достоверно отличалось 
от эффекта препарата контроля.

Заключение
Полученные экспериментальные данные сви-

детельствуют о наличии у препарата на основе 
рекомбинантного ангиогенина человека в виде 
геля выраженных ранозаживляющих и противо-
воспалительных свойств.

В случае применения исследуемого препара-
та наблюдалась наиболее благоприятная тен-
денция к заживлению ран по сравнению с кон-
тролем и препаратами сравнения Солкосерил 
и Диклофенак, выражающаяся следующими 
признаками:

–– высокий локальный ответ (реактивность) тка-
ней в зоне раны, сопровождающийся сниже-
нием числа нейтрофилов и миграцией в зону 
воспаления макрофагов, тучных клеток и фи-
бробластов, индуцирующих и поддерживаю-
щих противовоспалительные процессы;

–– активная стимуляция репарации поврежден-
ных тканей;

–– быстрая эпителизация с восстановлением 
полноценной структуры кожи;

–– достоверное сокращение сроков заживления 
раны, определяемое по моменту отпадения 
струпа и наличия под ним покрытого эпители-
ем дефекта;

–– выраженное противовоспалительное действие.
Полученные результаты дают основание 

для проведения дальнейших эксперименталь-
ных исследований свойств препарата на основе 
рекомбинантного ангиогенина человека в виде 
геля, а также проведения расширенных докли-
нических и клинических исследований.

Рис. 7. Сроки заживления хронических ран при использо-
вании рекомбинантного ангиогенина человека на модели 
длительно незаживающей раны на фоне аллоксанового 
сахарного диабета у крыс. По оси абсцисс указаны группы 
животных.  — достоверные отличия от контрольной груп-
пы (p<0,05, U-критерий Манна—Уитни).

Fig. 7. Chronic wound healing time with recombinant human 
angiogenin in the chronic wound model in rats with alloxan-in-
duced diabetes mellitus. The X-axis represents animal groups. 
 —significant difference from the control group (p<0.05; 

Mann—Whitney U-test).

Рис. 8. Оценка противовоспалительного эффекта рекомби-
нантного ангиогенина человека на модели адъювантного 
артрита у крыс. Представлены показатели противовоспали-
тельного действия в контрольной группе (Контроль) и после 
обработки препаратом сравнения (Диклофенак) и препара-
том рекомбинантного ангиогенина человека (Ангиогенин). 
А — динамика торможения отека. В — динамика изменения 
объема пораженной конечности крыс. В легенде указаны 
группы животных.

Fig. 8. Evaluation of the anti-inflammatory effect of recom-
binant human angiogenin using a model of adjuvant-induced 
arthritis in rats. The figure shows indicators of the anti-inflam-
matory effect in the control group, the reference group (Di-
clofenac), and the test group (recombinant human angiogenin). 
A—edema inhibition with time, %; B—changes in the injured 
limb volume with time, cm3. The legend indicates groups of 
animals.
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Резюме	 Использование сульфатированных полисахаридов (фукоиданов) в качестве фармацевти-
ческих субстанций или адъювантов связано с решением задачи по получению структурно 
охарактеризованных и однородных образцов или их олигомерных фракций, сохраняю-
щих высокую биологическую активность. Нами получен высокоочищенный продукт фер-
ментативного гидролиза фукоидана из бурой водоросли Fucus evanescens и дана оценка 
биологической активности полученного продукта в сравнении с нативным фукоиданом. 
Цель работы: изучение влияния ферментативно деполимеризованного образца фуко-
идана из бурой водоросли F. evanescens на эффекторные функции клеток врожденного 
и адаптивного иммунитета in vitro и in vivo в условиях антигенной нагрузки овальбумином 
(ОВА) в сравнении с нативным фукоиданом. Материалы и методы: для оценки влияния об-
разцов фукоиданов (ферментативно деполимеризованного и нативного) in vitro на уровень 
экспрессии основных иммунофенотипических маркеров клеток врожденного и адаптив-
ного иммунитета (нейтрофилов, натуральных киллеров, моноцитов, лимфоцитов) приме-
няли методы проточной цитометрии. В экспериментах in vivo в сыворотке крови мышей 
линии BALB/c, иммунизированных ОВА, исследовали уровень специфических антител IgG, 
IgG1, IgG2а и цитокинов (IFN-γ, IL-2, IL-10, IL-12). Статистическую обработку полученных 
данных проводили с помощью пакета программы Statistica 10. Результаты: под влиянием 
обоих образцов фукоиданов in vitro выявлены изменения уровня экспрессии основных 
иммунофенотипических маркеров клеток врожденного и адаптивного иммунитета, сви-
детельствующие об их активации. В условиях in vivo под действием образцов фукоиданов 
наблюдалось увеличение уровня ОВА-специфических антител (IgG, IgG1, IgG2a) и продук-
ции цитокинов (IFN-γ, IL-2, IL-10). Выводы: показана активация образцом ферментатив-
но деполимеризованного фукоидана врожденного и адаптивного иммунитета, которая 
не уступает действию нативного образца фукоидана, что определяет возможность его 
применения в качестве адъюванта для широкого спектра профилактических и терапевти-
ческих вакцин.

Ключевые слова:	 фукоиданы; адъюванты; вакцины; врожденный иммунитет; адаптивный иммунитет; оваль-
бумин
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Abstract	 The use of sulfated polysaccharides (fucoidans) as active pharmaceutical ingredients or adju-
vants poses the challenge of obtaining structurally characterised and homogeneous samples 
or their oligomeric fractions maintaining high biological activity. The authors obtained a highly 
purified enzymatic hydrolysate of fucoidan from the brown alga Fucus  evanescens and com-
pared its biological activity with that of a native sample. The aim of the study was to compare, 
in vitro and in vivo, the effects of depolymerised fucoidan from the brown alga F. evanescens and 
native fucoidan on the effector functions of innate and adaptive immunity cells loaded with 
ovalbumin (OVA). Materials and methods: the effects of the fucoidan samples (depolymerised 
and native) on the expression of the main immunophenotypic markers by innate and adaptive 
immunity cells (neutrophils, monocytes, natural killers, and lymphocytes) were studied in vitro 
using flow cytometry. The levels of serum OVA-specific antibodies (IgG, IgG1, IgG2а) and cy-
tokines (IFN-γ, IL-2, IL-10, IL-12) were studied in vivo using BALB/c mice immunised with OVA. 
The statistical analysis of the data obtained was performed using the Statistica 10 software 
package. Results: in vitro, both fucoidan samples altered the expression of the main immu-
nophenotypic markers by innate and adaptive immunity cells, indicating their activation. In vivo, 
mice treated with the fucoidan samples demonstrated an increase in the levels of OVA-specific 
antibodies (IgG, IgG1 and IgG2a) and in the production of cytokines (IFN-γ, IL-2, IL-10). Conclu-
sions: the effects of enzymatically depolymerised fucoidan on functional activity of innate and 
adaptive immunity cells are comparable to those of native fucoidan. The findings indicate the 
possibility of using enzymatic hydrolysis products of fucoidan as adjuvants for a wide range of 
prophylactic and therapeutic vaccines.
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Введение
Фукоидан из бурой водоросли Fucus 

evanescens обладает высокой биосовмести-
мостью, низкой токсичностью, безопасностью 
для макроорганизма и проявляет иммуномоду-
лирующую, противовоспалительную, антикоа-
гулянтную, противоопухолевую, гиполипидеми-
ческую, гипогликемическую, антиоксидантную 
активность  [1]. Это открывает большие возмож-
ности конструирования препаратов для биоме-
дицинского применения на основе фукоиданов. 
В то же время фукоиданы до сих пор не исполь-
зуются в качестве фармацевтических субстан-
ций, адъювантов и др. В основе стратегии по их 
разработке находится создание стандартизо-
ванных препаратов фукоидана с установленной 
структурой.

Стандартизация препаратов полисахаридов 
бурых водорослей весьма проблематична в силу 
ряда причин. Так, разные виды бурых водоро-
слей синтезируют различающиеся по строению 
полисахариды. Кроме того, каждый вид водо-
росли синтезирует характерный для него набор 
полисахаридов, содержащий несколько струк-
турных типов фукоиданов, ламинаранов и аль-
гиновых кислот. Состав и структура полисахари-
дов зависят от вида и сезона сбора водоросли 
и от ее репродуктивного статуса. Имеют значе-
ние условия процессов обработки водоросли 
и экстракции полисахаридов при получении 
биополимеров [1, 2].

Одним из подходов к решению задачи по по-
лучению структурно охарактеризованных и од-
нородных образцов или их олигомерных фрак-
ций, сохраняющих высокую биологическую 
активность, является использование ферментов, 
деполимеризующих фукоиданы. В частности, 
с помощью фукоиданазы из морской бактерии 
Formosa algae KMM 3553T получен высокоочи-
щенный продукт ферментативного гидролиза 
фукоидана из Fucus evanescens [2].

Цель работы — изучение влияния фермен-
тативно деполимеризованного образца фу-
коидана из бурой водоросли Fucus evanescens 
на эффекторные функции клеток врожденно-
го и адаптивного иммунитета in vitro и in vivo 
в условиях антигенной нагрузки овальбумином 
(ОВА) в сравнении с нативным фукоиданом.

Материалы и методы

Получение и анализ образцов фукоиданов
В работе использовали два образца фукои-

данов, выделенных из бурой водоросли Fucus 
evanescens: ферментативно деполимеризован-
ное производное фукоидана (образец 1) [2] 

и нативный фукоидан в комплексе с полифе-
нолами (образец 2) [3]. Для получения продук-
та ферментативного гидролиза (образец 1) 1 г 
нативного фукоидана растворяли в 98 мл рас-
твора фермента рекомбинантной фукоиданазы 
FFA1 (0,001 мг/ мл) из штамма морской бактерии 
Formosa algae KMM 3553Т (коллекция микроорга-
низмов ТИБОХ ДВО РАН, Владивосток, Россия) 
в 0,015 М Трис-HCl буфере, рН 7,2 с добавлением 
5 мМ CaCl2 и инкубировали при 34 ºС в течение 
72 ч. Высокомолекулярные продукты гидролиза 
осаждали этанолом (1:3, v/v). Выпавший оса-
док центрифугировали на центрифуге 5804  R 
(Eppendorf, Германия) при 10000 g в течение 
40 мин. Супернатант, содержащий низкомоле-
кулярные продукты реакции, удаляли. Осадок, 
содержащий высокомолекулярные продукты 
реакции, растворяли в воде, концентрирова-
ли на роторном испарителе Hei-VAP (Heidolph, 
Германия), высушивали с помощью лиофиль-
ной сушилки Иней 4 (Институт биологического 
приборостроения РАН, Россия) и анализиро-
вали с применением ЯМР-спектроскопии. 1Н, 
13C-ЯМР и 2D ЯМР (COSY, TOCSY, HMBC, HSQC) 
спектры для растворов фукоиданов в D2O были 
получены на ЯМР-спектрометрах Avance III-
700 HD (Bruker BioSpin AG, Швейцария) и Avance 
II-500 HD (Bruker, Германия) с рабочей частотой 
700 и 500 МГц при температуре 37 °C.

Содержание общих сахаров в образцах фу-
коиданов определяли фенол-сернокислотным 
методом [4]. Концентрацию общих сахаров 
рассчитывали по соответствующим калибро-
вочным кривым, используя как стандарт L-фу-
козу (Sigma-Aldrich, Германия). Содержание 
сульфатных групп в полисахаридах оценивали 
с помощью турбидиметрического метода [5]. 
Моносахаридный состав продуктов кислотного 
гидролиза определяли методом ВЭЖХ на хрома-
тографе LC-20A (Shimadzu, Япония) с использова-
нием колонки Shim-pack ISA-07/S2504, 0,4×25 см 
(Shimadzu, Япония) при 60 °C. Обнаружение про-
водили бицинхонинатным методом [6]. Моно-
сахариды (L-фукозу (L-Fuc), D-галактозу (D-Gal), 
D-ксилозу (D-Xyl), D-маннозу (D-Man), D-глюкозу 
(D-Glc) и ламинарибиозу (Sigma-Aldrich, Герма-
ния) использовали в качестве стандартов.

По результатам анализа данных ЯМР-спек-
троскопии образец 1 представляет собой ре-
гулярный полисахарид с повторяющимся 
дисахаридным звеном [→3)-α-L-Fucp(2,4-SO–

3)-
(1→4)-α-L-Fucp(2-SO–

3)-(1→]n, сульфатированный 
преимущественно по C2 и в меньшей мере по C4, 
ацетильные группы находятся в положении С4 [2]. 
Нативный фукоидан состоит из 1→3- и 1→4-свя-
занных остатков α-L-фукозы и сульфатирован 
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главным образом по С2 и в меньшей степени 
по С4, ацетильные группы занимают свободное 
положение при С4. Нативный фукоидан содер-
жит минорные остатки моносахаридов, такие 
как галактоза и ксилоза. Молекулярная масса об-
разца 1 составляет 50,8 кДа, для образца 2 — на-
ходится в интервале 130–430 кДа (табл. 1) [2, 3].

Экспериментальные исследования образцов 
фукоиданов in vitro

Для исследования фукоиданов in vitro ис-
пользовали образцы венозной крови пяти ус-
ловно здоровых доноров, стабилизированной 
гепарином (25 Ед/мл). Фукоиданы вносили 
в концентрации 100 мкг/мл, овальбумин (ОВА) 
(EndoFitTM Ovalbumin, InvivoGen Europa, США) — 
в концентрации 10 мг/мл. В качестве контро-
лей служили: образец фукоидана 2 (контроль 1), 
ОВА (контроль 2), фосфатный буферный раствор 
(ФБР) (контроль 3). Культивирование проводили 
в полной питательной среде (RPMI 1640 c добав-
лением 10% эмбриональной телячьей сыворот-
ки, 2 ммоль L-глутамина и 20 мг гентамицина) 
в СО2-инкубаторе при 37 °С в течение 24 ч.

Уровень экспрессии клеточных маркеров 
определяли c использованием меченных флуо-
рохромами моноклональных антител к марке-
рам клеточной дифференцировки (CD) — моле-
кулам CD16, CD25, CD69, CD62L, CD11b, CD56bright 

и HLA-DR (Beckman Coulter, США) и соответству-
ющих изотипических контролей на проточном 
цитофлуориметре BD FACSCaliburТМ (Becton 
Dickinson, США). Данные анализировали, ис-
пользуя программное обеспечение BD CellQuest 
Pro (Becton Dickinson, США). Жизнеспособность 
клеток оценивали путем окрашивания 7-ами-
ноактиномицином D. Выделение субпопуляций 

1	 European convention for protection of vertebrate animals used in experimental and other studies. ETS No 123. Strasbourg; 1986.

гранулоцитов (основную часть которых состав-
ляют нейтрофилы) осуществляли по прямому 
(FSC) и боковому (SSC) светорассеянию. Мо-
ноциты дифференцировали от других клеток 
по параметрам FSC и SSC, а также по экспрес-
сии клетками молекул CD14. NK-клетки иден-
тифицировали как субпопуляцию лимфоцитов 
CD3–CD56+. Лимфоциты анализировали по па-
раметрам FSC и SSC, а также по экспрессии мо-
лекул CD3 для Т-клеток и по экспрессии CD19 
или CD20 для В-клеток. В каждой пробе ана-
лизировали не менее 1×104 клеток. Результаты 
измерения представляли в виде среднего ко-
личества клеток (в %), экспрессирующих соот-
ветствующие маркеры, или показателя средней 
интенсивности флуоресценции (MFI — mean 
fluorescence intensity), который косвенно отра-
жает количество молекул, экспрессированных 
на клеточной мембране.

Экспериментальные исследования образцов 
фукоиданов in vivo

Экспериментальные исследования in vivo вы-
полнены на мышах-самцах линии BALB/c мас-
сой 18–20 г, полученных из питомника лабора-
торных животных «Пущино» и адаптированных 
в виварии ФГБНУ «Научно-исследовательского 
института эпидемиологии и микробиологии 
имени Г.П. Сомова» Роспотребнадзора. Работу 
проводили с соблюдением правил и междуна-
родных рекомендаций Европейской конвенции 
«О защите позвоночных животных, использу-
емых для экспериментов или в иных научных 
целях»1. По окончании эксперимента животных 
эвтаназировали с использованием эфирного 
наркоза. Протокол исследования с использо-
ванием лабораторных животных был одобрен 

Таблица 1. Характеристики полисахаридов из бурой водоросли Fucus evanescens
Table 1. Characteristics of polysaccharides from the brown alga Fucus evanescens

Полисахарид
Polysaccharide Mw, kDa SO3Na, %

Нейтральные сахара, моль %
Neutral sugars, mol %

Fuc Gal Xyl Man Glc

Ферментативно 
деполимеризованный 
фукоидан (образец 1)
Enzymatically depolimerised 
fucoidan (sample 1)

50,8 29,7a 97,8 2,2 0 0 0

Нативный фукоидан
(образец 2)
Native fucoidan (sample 2)

130–430 27,0a 94,1 3,8 2,1 0 0

Примечание. Fuc — L-фукоза, Gal — D-галактоза, Xyl — D-ксилоза, Man — D-манноза, Glc — D-глюкоза. 
a Процент от массы образца.
Note. Fuc—L-fucose, Gal—D-galactose, Xyl—D-xylose, Man—D-mannose, Glc—D-glucose.
a Percent by weight of the sample.
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Этическим комитетом ФГБНУ «Научно-исследо-
вательского института эпидемиологии и микро-
биологии имени Г.П. Сомова» Роспотребнадзора 
(протокол № 1 от 14.03.2019).

Были сформированы 4 группы по 10–12 мы-
шей в каждой для проведения иммунизации: 
группа 1 — композицией OВA с ферментативно 
деполимеризованным фукоиданом (образец 1); 
группа 2 — OВA с нативным фукоиданом (обра-
зец 2); группа 3 — OВA с гидроксидом алюминия; 
группа 4 (контроль) — OВA с ФБР. ОВА использо-
вали в дозе 100 мкг/мышь, фукоиданы — в дозе 
5 мг/мышь. Суспензию ОВА с фукоиданами 
или с гидроксидом алюминия готовили путем 
смешивания или адсорбции на геле гидроксида 
алюминия в течение 1 ч. В качестве растворите-
ля использовали ФБР рН 7,2.

Иммунизацию осуществляли внутрибрюш-
инно трехкратно с интервалом 2 недели (0, 14, 
28  сут). Через 35 сут от начала иммунизации 
проводили отбор крови из сонных артерий 
и получали сыворотку, которую хранили при ми-
нус  70 °С. В сыворотке крови определяли уро-
вень специфических антител IgG, IgG1 и IgG2a 
с применением тест-системы (Mouse Anti-OBA 
IgG, IgG1 and IgG2a Antibody Assay Kit, Chondrex 
Inc., США) и выражали в десятичных логарифмах 
концентрации (lg [концентрация], мкг/мл). Уро-
вень цитокинов (IFN-γ, IL-2, IL-10, IL-12) в сыво-
ротке крови мышей определяли с применением 
тест-систем Mouse Platinum ELISA (eBioscience, 
Австрия). Результаты измеряли на микро-
планшетном спектрофотометре Multiscan RC 
(Labsystems, Финляндия) при 450 нм.

Статистическая обработка результатов
Статистическую обработку полученных 

данных проводили с помощью программы 
Statistica  10 (StatSoft Inc., США). Выборочные 
параметры, используемые в таблицах, имеют 
следующие обозначения: медиана (Ме), мини-
мальное и максимальное значения (min–max), 
объем анализируемой подгруппы (n), достигну-
тый уровень значимости (р). Оценку различий 
в связанных группах проводили с использова-
нием критерия Вилкоксона, между двумя неза-
висимыми группами — Манна—Уитни (в  экспе-
риментах in  vitro). Результаты экспериментов 
in  vivo представлены в виде среднего ариф-
метического (M) ± стандартное отклонение (δ). 
Критическое значение уровня значимости при-
нималось равным 5% (р<0,05).

Результаты и обсуждение
При исследовании влияния фукоиданов 

на экспрессию клеточных маркеров in vitro вы-

явлены существенные изменения (табл. 2). По-
казано изменение функционального состояния 
нейтрофилов, что проявлялось в повышении 
уровня экспрессии молекул активации CD69 
и молекул адгезии CD11b, относящихся к семей-
ству β2-интегринов, и снижении за счет слущи-
вания с клеточной поверхности молекулы CD62L 
(L-селектин) по сравнению с контролем 3 (ФБР)
или по сравнению с клетками, инкубированны-
ми с ОВА (контроль 2) (p<0,05).

Активация моноцитов под действием фукои-
данов сопровождалась повышением уровня экс-
прессии молекул ранней (CD69) и поздней (HLA-
DR) активации по сравнению с контролем 3 (ФБР) 
(р<0,05). Наиболее выраженные изменения 
функционального состояния нейтрофилов и мо-
ноцитов регистрировались при совместном куль-
тивировании образца 1 с ОВА по сравнению 
с контролем 3 (ФБР) или по сравнению с контро-
лем 2 (ОВА) (p<0,05) (табл. 2).

В популяции NK-клеток под влиянием фуко-
иданов усиливалась экспрессия молекул CD16 
по сравнению с контролем 3 (ФБР) и CD56bright 
по сравнению с контролями 2 и 3 (ФБР и OВА) 
(р<0,05). Под влиянием образцов фукоидана 
повышался уровень экспрессии молекул HLA-
DR по сравнению с контролем 3 (ФБР) (р<0,05), 
что свидетельствует об активации и повыше-
нии цитотоксического потенциала NK-клеток, 
являющихся основным компонентом системы 
врожденного иммунитета и играющих важную 
роль в элиминации клеток, инфицированных 
вирусами, а также опухолевых клеток [7, 8].

При инкубировании образцов крови с фуко-
иданами или с комбинацией ферментатативно 
деполимеризованного фукоидана (образец 1) 
с ОВА в популяции Т-лимфоцитов повышалась 
экспрессия маркеров активации (CD69, CD25, 
HLA-DR) по сравнению с контролем 3 (ФБР) 
(p<0,05), в то время как по отношению к контро-
лю 2 (ОВА) различия касались лишь отдельных 
показателей. Аналогичная тенденция наблюда-
лась и в отношении экспрессии маркеров CD69 
и CD25 В-клетками (табл. 2).

Таким образом, активирующий эффект ОВА 
на исследуемые популяции клеток проявлял-
ся незначительно, тогда как при его совмест-
ном инкубировании с фукоиданом степень 
активации клеток врожденного и адаптивного 
иммунитета усиливалась в значительной мере. 
При этом эффекты нативного фукоидана (об-
разец 2) на экспрессию маркеров активации 
клеток врожденного и адаптивного иммуни-
тета были сопоставимы с эффектами фер-
ментативно деполимеризованного фукоидана 
(образец 1).
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Таблица 2. Влияние образцов фукоидана на экспрессию маркеров активации клеток врожденного и адаптивного иммунитета
Table 2. Effects of fucoidan samples on activation marker expression by innate and adaptive immunity cells

Субпопуляция
клеток

Сell subpopulation

Маркер активации
(единицы

измерения)
Activation marker

(measurement 
units)

Фукоидан,
образец 1
Fucoidan, 
sample 1

Фукоидан, обра-
зец 1 + OВA

Fucoidan, 
sample 1 + OVA

Контроль
Control

Фукоидан,
образец 2

(контроль 1)
Fucoidan,
sample 2

(control 1)

ОВА
(контроль 2)

OVA
(control 2)

ФБР
(контроль 3)

PBS
(control 3)

Нейтрофилы
Neutrophils

CD69
(MFI)

26,8*#

(19–36)
39,6*#

(18–63)
33,2*#

(14–54)
14,7

(8–22)
10,3

(4–17)

CD62L
(MFI)

11,5*#

(8–17)
12,4*#

(7–19)
13,8*#

(8–21)
43,1

(27–60)
39,0

(22–8)

CD11b
(MFI)

2621*#

(1738–3670)
2819*#

(2332–3934)
2706*#

(1839–3631)
1959*

(1298–2653)
1023

(802–1264)

Моноциты
Monocytes

CD69
(MFI)

454,1*#

(230–680)
624,1*#

(311–938)
555,4*#

(243–869)
40,9*

(19–61)
28,7

(9–49)

CD62L
(MFI)

7,4*#

(5–11)
9,6*#

(5–16)
10,9*#

(4–17)
28,6

(12–46)
27,8

(11–45)

HLA-DR
(MFI)

161*
(112–206)

208*
(134–295)

194*
(129–278)

158*
(98–199)

91
(64–121)

NK-клетки
NK cells

CD16
(MFI)

56,9*
(34–82)

68,4*
(42–96)

47,6*
(23–73)

46,9*
(28–66)

37,5
(25–51)

CD56bright

(%)
8,4*#

(4–13)
14,9*#

(10–19)
13,0*#

(6–21)
4,7

(2–9)
5,9

(3–10)

HLA-DR
(%)

4,7^
(3,0–6,4)

9,2*#

(5,1–14,2)
8,4*#

(6,2–10,5)
4,4

(2,8–6,9)
4,2

(2,1–6,7)

T-лимфоциты
(CD3+)
T-cells
(CD3+)

CD69
(%)

31,4*#

(19–45)
36,2*#

(16–59)
26,9*#

(13–41)
14,1

(9–19)
3,2

(1–5)

CD25
(%)

9,1*
(6,2–14,1)

15,1*#

(9,2–20,8)
6,4

(4,1–8,8)
7,8

(4,4–11,8)
5,9

(3,7–7,9)

HLA-DR
(%)

6,4*
(4,2–8,9)

8,9*#

(3,3–14,3)
5,4

(3,2–9,0)
4,9

(3,4–8,1)
4,1

(2,1–6,9)

В-лимфоциты
(CD20+)
В-cells
(CD20+)

CD69
(%)

25,1*
(18,5–28,4)

34,4*#

(21,9–44,4)
28,7*#

(16,4–32,6)
14,5

(7,2–21,1)
11,3

(6,2–14,2)

CD25
(%)

6,6*
(4,9–9,5)

10,2*
(6,1–13,8)

5,8*
(3,3–8,2)

6,9*
(4,4–9,1)

2,3
(1,2–3,5)

Примечание. ОВА — овальбумин, ФБР — фосфатный буферный раствор, MFI — среднее значение интенсивности флуоресцен-
ции. Значения представлены в виде показателя медианы Mе и в скобках — min–max (n=5). * p<0,05 — значимость различий 
показателей по отношению к контролю 3 (ФБР); # p<0,05 — значимость различий показателей по отношению к контролю 2 
(OBA), ^ p<0,05 — значимость различий показателей образца фукоидана 1 по сравнению с образцом фукоидана 2.
Note. OVA—ovalbumin, MFI—mean fluorescence intensity. The table presents median (Mе) values with min–max ranges in brackets 
(n=5). *—compared to control 3 (PBS), p<0.05; #—compared to control 2 (OVA), p<0.05; ^—Fucoidan sample 1 compared to Fucoidan 
sample 2, p<0.05.

Описанную выше модель с применением 
совместного воздействия ОВА c фукоиданом 
на иммунные клетки или в условиях антигенной 
нагрузки клеток можно рассматривать в каче-
стве модели вакцинной композиции in vitro.

Анализ специфического иммунного ответа 
in  vivo показал, что иммунизация мышей OВА 
(группа 4) приводила к незначительному повы-
шению уровня общих IgG, тогда как под влия-
нием образца 1 (группа 1) содержание общего 
IgG увеличивалось  с 1,43±0,22 до 2,48±0,41 lg 

[мкг/мл] (р<0,05), а под влиянием образца  2 — 
до 2,23±0,43 lg [мкг/мл] (р<0,01) по сравнению 
с контролем (группа 4). Исследуемые образцы 
фукоиданов также усиливали продукцию изо-
типов антител IgG1 и IgG2а (р<0,05) (рис. 1).

Для уточнения преимущественного типа им-
мунного ответа рассчитывали соотношение 
изотипов антител IgG1/IgG2а (мкг/мл), кото-
рое составило 2,8 для каждого из испытуемых 
образцов. Для гидроксида алюминия этот по-
казатель составил 23,1, что свидетельствует 
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о преимущественном развитии иммунного отве-
та по Th2-типу.

В сыворотке крови мышей, иммунизирован-
ных композициями OВA с обоими образцами 
фукоиданов (группа 1 и группа 2) наблюдалось 
усиление продукции IFN-γ (р<0,05) по сравне-
нию с контролем (группа 4), тогда как примене-
ние гидроксида алюминия в качестве адъюван-
та (группа 3) не оказывало влияния на уровень 
IFN-γ (р>0,05). Уровень IL-2 под влиянием образ-
цов фукоидана 1 и 2 значимо отличался от пока-
зателей в контроле (ОВА) (р<0,05), под влияни-
ем гидроксида алюминия эти различия не были 
значимы (р>0,05). Такая же тенденция выявлена 
в отношении регуляторного цитокина IL-12. В от-
ношении IL-10 стимулирующее влияние образ-
ца 1 носило характер тенденции, а под влияни-
ем образца 2 и гидроксида алюминия выявлено 
усиление продукции IL-10 по сравнению с кон-
тролем (группа 4) (р<0,05) (рис. 2).

В последние годы в результате активного 
изучения сульфатированных полисахаридов 
из бурых водорослей (фукоиданов) и дру-
гих природных и синтетических соединений 

полисахаридной природы выявлены их им-
муноадъювантные свойства [9–13]. Несмо-
тря на высокую биологическую активность 
и низкую токсичность, фукоиданы до сих пор 
не применяются в качестве фармацевтических 
субстанций. Однако широкие исследования, 
направленные на получение стандартизован-
ных препаратов и на изучение терапевтическо-
го и иммуноадъювантного протенциала фукои-
данов, продолжаются.

В данной работе проведено исследование 
иммуноадъювантных свойств ферментативно 
деполимеризованного фукоидана в сравне-
нии с нативным фукоиданом, который, в отли-
чие от нативного, характеризуется регулярной 
воспроизводимой структурой. Проведенное 
исследование показало, что применение мо-
дифицированного фукоидана способствовало 
повышению уровня активации клеток врожден-
ного и адаптивного иммунитета в условиях ан-
тигенной нагрузки и стимулировало развитие 
специфического гуморального иммунного отве-
та у мышей, иммунизированных OВA, усиливая 
уровень продукции как общих IgG, так и изоти-

Рис. 1. Уровень овальбумин (ОВА)-специфических IgG, IgG1 и IgG2а в сыворотке крови мышей после иммунизации. По оси 
абсцисс — группы иммунизированных животных: Группа 1 — ферментативно деполимеризованный фукоидан (образец 1) 
+ ОВА; Группа 2 — нативный фукоидан (образец 2) + ОВА; Группа 3 — гидроксид алюминия + ОВА; Группа 4 — ОВА (кон-
троль). В легенде представлены изотипы антител. Данные гистограмм представлены в виде показателя M±δ (n=6). * p<0,05, 
** p<0,01 — различия значимы по отношению к контролю (ОВА).

Fig. 1. Serum levels of ovalbumin (OVA)-specific IgG, IgG1, and IgG2a in immunised mice. The X-axis lists the groups of immunised 
animals: Group 1—enzymatically depolymerised fucoidan (sample 1) + OVA; Group 2—native fucoidan (sample 2) + OVA; Group 3—
aluminum hydroxide + OVA; Group 4—OVA (control). The legend specifies antibody isotypes. Bars show data as M±δ (n=6). * p<0.05, 
** p<0.01—compared to the control (OVA).
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пов IgG1 и IgG2a, а также продукцию цитокинов 
Th1-типа (IFN-γ, IL-2) и Th2-типа (IL-10).

Иммунный ответ на антигены различной при-
роды реализуется в реакциях клеточного и гумо-
рального иммунитета. С развитием клеточного 
иммунитета коррелирует Th1-иммунный ответ, 
выражающийся продукцией цитокинов TNF-β, 
IFN-γ, IL-2 и усиленной выработкой IgG2a, IgG2b, 
IgG3 у мышей [14], а с развитием гуморального 
иммунитета — Th2-иммунный ответ, который 
характеризуется продукцией преимущественно 
противовоспалительных цитокинов IL-4, IL-10, 
IL-3, IL-5 и IgG1 [15–17]. Адъюванты в составе 
вакцинных препаратов определяют поляриза-
цию иммунного ответа по Th1- или Th2-типу в за-
висимости от природы антигена [15]. Как извест-
но, адъюванты на основе гидроксида алюминия 
инициируют поляризацию иммунного ответа 
в сторону Th2-типа, отвечающего за выработку 
антител [18], что и следует из полученных нами 
результатов. Учитывая тот факт, что при вирус-
ных и многих микробных инфекциях более эф-
фективным является иммунный ответ по Th1-ти-
пу, существует потребность в разработке новых 

эффективных и безопасных адъювантов, отве-
чающих этим требованиям.

Полученные в работе результаты продемон-
стрировали, что под влиянием обоих образцов 
фукоиданов из F. evanescens у иммунизирован-
ных ОВА мышей линии BALB/с наблюдалось 
значительное увеличение титров всего спектра 
исследуемых антител (IgG, IgG1, IgG2a), а также 
усиление продукции цитокинов Th1-типа (IFN-γ, 
IL-2) и Th2-типа (IL-10). Таким образом, исследо-
ванные образцы фукоидана из бурой водоросли 
F. evanescens обладают значительным адъювант-
ным потенциалом для усиления как клеточного, 
так и гуморального иммунного ответа.

Заключение
Исследованные образцы фукоидана (натив-

ного и ферментативно деполимеризованного) 
из бурой водоросли F. evanescens обладают 
иммуноадъювантной активностью, стимули-
руя формирование смешанного Th1/Тh2 им-
мунного ответа в условиях иммунизации ан-
тигеном (овальбумин). Адъювантное действие 
связано с усилением продукции цитокинов, 

Рис. 2. Влияние образцов фукоидана на продукцию цитокинов в сыворотке крови иммунизированных мышей. По оси абс-
цисс — наименование цитокина. В легенде указаны группы иммунизированных животных: Группа 1 — ферментативно депо-
лимеризованный фукоидан (образец 1) + овальбумин (ОВА); Группа 2 — нативный фукоидан (образец 2) + ОВА; Группа 3 — 
гидроксид алюминия + ОВА; Группа 4 — ОВА (контроль). Данные гистограмм представлены в виде показателя M±δ (n=6). 
* р<0,05 — значимость различий показателей в сравнении с контролем (ОВА).

Fig. 2. Effects of fucoidan samples on serum cytokine production in immunised mice. The X-axis specifies the cytokines. The legend 
lists the groups of immunised animals: Group 1—enzymatically depolymerised fucoidan (sample 1) + OVA; Group 2—native fucoidan 
(sample 2) + OVA; Group 3—aluminum hydroxide + OVA; Group 4—OVA (control). Bars show data as M±δ (n=6). * p<0.05—compared 
to the control (OVA).
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активацией клеток как врожденного, так 
и адаптивного иммунитета, что свидетель-
ствует об усилении эффекторных функций. 
Активирующее влияние ферментативно де-
полимеризованного производного фукоида-
на с регулярной структурой на эффекторные 
функции клеток врожденного и адаптивного 
иммунитета не уступает таковому у нативного 

образца фукоидана. На основании получен-
ных результатов можно сделать вывод о том, 
что структурно охарактеризованный моди-
фицированный фукоидан, полученный путем 
ферментативного гидролиза, может являть-
ся эффективным и безопасным кандидатом 
в адъюванты для широкого спектра профилак-
тических и терапевтических вакцин.
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Резюме	 Количественное определение консерванта тиомерсала, входящего в состав ряда имму-
нобиологических лекарственных препаратов (ИЛП), является обязательным требованием 
к их качеству. Ранее нами была разработана методика количественного определения тио-
мерсала в несорбированных ИЛП, основанная на методе атомно-абсорбционной спектро-
метрии холодного пара (методика ААС ХП). Цель работы: анализ возможности применения 
методики ААС ХП для количественной оценки содержания тиомерсала в сорбированных 
препаратах и оценка сопоставимости результатов количественного определения тиомер-
сала, полученных с помощью колориметрической методики и методики ААС ХП. Материа-
лы и методы: государственный стандартный образец содержания ионов ртути; фармако-
пейный стандартный образец (ФСО) содержания мертиолята в сорбированных препаратах 
(ФСО 3.1.00427); образцы сорбированных ИЛП различных производителей (АКДС-вакцина, 
препараты анатоксинов, вакцины против гепатита В и гриппа, комбинированные вакцины). 
Исследование проводили с применением колориметрической методики в реакции с дити-
зоном и методики ААС ХП. Результаты: полученные с использованием методики ААС ХП 
значения относительного стандартного отклонения (3,95%) и коэффициента корреляции 
«объем образца — содержание тиомерсала» (0,9956) подтверждают специфичность ме-
тодики; регрессионный анализ и полученное значение F-критерия Фишера, равное 0,16, 
свидетельствуют об отсутствии систематической ошибки методики. Диапазон процента 
выявления добавленного количества тиомерсала, не превышающий 10%, свидетельствует 
об удовлетворительной правильности методики. Установлена чувствительность методики 
ААС ХП: предел количественного определения и предел обнаружения ионов ртути в образ-
це составили 6,9×10-3 и 2,3×10-3 мкг/мл соответственно. Значение критерия Фишера (1,29), 
полученное при оценке сопоставимости результатов определения тиомерсала колориме-
трической методикой и методикой ААС ХП, ниже табличного значения (3,96). Выводы: под-
тверждена возможность применения методики ААС ХП для количественного определения 
тиомерсала в сорбированных ИЛП. Установленный предел обнаружения методики позво-
ляет оценивать остаточные количества тиомерсала в полупродуктах при производстве 
бесконсервантных форм ИЛП. Оценка сопоставимости результатов определения тиомер-
сала колориметрической методикой и методикой ААС ХП, проведенная с применением 
однофакторного дисперсионного анализа по критерию Фишера, показала возможность 
применения ФСО 3.1.00427 для контроля стабильности аналитической работы при вос-
произведении методики ААС ХП.
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Comparability assessment of the results 
of thiomersal quantification in adsorbed 
immunobiological medicinal products 
by colourimetry and by cold vapor atomic 
absorption spectrometry
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Abstract	 To ensure the quality of immunobiologicals, it is required to quantify the thiomersal preservative 
present in a number of them. The authors have previously developed an analytical procedure 
for thiomersal quantification in non-adsorbed immunobiological medicinal products, which is 
based on cold vapor atomic absorption spectrometry (CV AAS). The aim of the study was to 
analyse the possibility of using the CV AAS procedure for thiomersal content determination in 
adsorbed immunobiologicals and evaluate the comparability of thiomersal quantification re-
sults obtained by colourimetry and CV AAS. Materials and methods: the study used the national 
reference standard of mercury ions content and the pharmacopoeial reference standard of thi-
omersal content in adsorbed medicinal products (PhRS 3.1.00427), as well as samples of immu-
nobiologicals by different manufacturers: a DTP vaccine, anatoxins, hepatitis B and influenza 
vaccines, and combined vaccines. The study involved CV AAS and the colourimetric reaction be-
tween mercury and dithizone. Results: the specificity of the CV AAS procedure is demonstrated 
by the coefficient of variation (3.95%) and the coefficient of correlation between the test sam-
ple volume and thiomersal content (0.9956). The regression analysis and the Fisher’s test value 
of 0.16 indicate the absence of bias. The trueness of the method is satisfactory, as the percent 
recovery differs from the total spiked amount by less than 10%. For the sensitivity of the CV 
AAS procedure, its quantification and detection limits are 6.9×10-3 µg/ mL and 2.3×10-3 µg/ mL, 
respectively. The Fisher’s test value obtained in the comparability assessment of the results 
of thiomersal quantification by colourimetry and CV AAS (1.29) is lower than the conventional 
tabulated one (3.96). Conclusions: according to the study, it is possible to use the CV AAS pro-
cedure for thiomersal quantification in adsorbed immunobiologicals. The established detection 
limit allows evaluating residual amounts of thiomersal in in-process intermediates during the 
production of preservative-free immunobilogical dosage forms. The comparability assessment 
of the results of thiomersal quantification by colourimetry and CV AAS, carried out using one-
way ANOVA and Fisher’s test, showed the possibility of using PhRS 3.1.00427 to control the 
consistency of operation when reproducing the CV AAS procedure.

Key words:	 thiomersal; preservative; atomic absorption spectrometry; immunobiologicals; adsorbed 
preparations
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Введение
Тиомерсал (мертиолят) — ртутьорганическое 

соединение, обладающее антисептическими 
и инактивирующими свойствами, разрешен-
ное к использованию в качестве консерванта 
при производстве иммунобиологических препа-
ратов (ИЛП). Наличие консерванта обеспечива-
ет защиту данных препаратов от контаминации 
в процессе их производства, хранения, транс-
портировки и применения1.

До недавнего времени тиомерсал был самым 
распространенным консервантом. В настоящий 
момент, несмотря на то что эффективность тио-
мерсала в 40–50 раз выше, чем у фенола, Управ-
ление по контролю за качеством продуктов пи-
тания и лекарственных средств США, Всемирная 
организация здравоохранения и другие регу-
ляторные органы рекомендуют ограничивать 
его применение, чтобы уменьшить общую дозу 
тиомерсала, получаемого со всеми прививками2 
[1–9]. Кроме того, данная рекомендация связа-
на с увеличением содержания ртути в продук-
тах питания, особенно морепродуктах из-за об-
щей неблагополучной экологической ситуации 
[1, 8, 9]. В настоящее время применение тиомер-
сала остается актуальным для многодозовых 
форм некоторых вакцин, в которых применение 
фенола невозможно из-за его инактивирующего 
действия на антигены3 [1, 10].

Тиомерсал входит в состав таких препаратов, 
как АКДС-вакцины и препараты анатоксинов, 
вакцины против гепатита В и гриппа, комбини-
рованные вакцины отечественного и зарубеж-

ного производства. Содержание тиомерсала 
в готовых формах ИЛП находится в пределах 
от 30 до 120 мкг/мл2 [1, 10]. Кроме готовых форм 
тиомерсал применяется в качестве инактивиру-
ющего агента в процессе производства и в ка-
честве консерванта для полупродуктов препа-
ратов, готовые формы которых имеют статус 
беcконсервантных4. Все вышеуказанные препа-
раты, за исключением гриппозных вакцин, со-
держат в качестве адъюванта гель соединений 
алюминия в количестве от 0,35 до 1,1 мг/мл в за-
висимости от типа препарата.

Методики количественного определения тио-
мерсала в ИЛП, как правило, основаны на опре-
делении ртути. Традиционной методикой кон-
троля количественного содержания тиомерсала 
является колориметрическая методика в ре-
акции с дитизоном5. Однако в последнее вре-
мя наблюдается тенденция перехода на более 
высокотехнологичные методы количественного 
анализа, одним из которых является элемент-
ный анализ. В качестве альтернативного спосо-
ба определения тиомерсала в ИЛП может быть 
использован метод атомно-абсорбционной 
спектрометрии холодного пара (ААС ХП), кото-
рый предполагает применение современного 
высокочувствительного оборудования, позволя-
ющего частично автоматизировать анализ и уве-
личить пропускную способность метода, умень-
шить влияние оператора на результаты анализа 
и обеспечить прослеживаемость работы в со-
ответствии с требованиями к аккредитованным 
лабораториям6.
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Ранее авторами была разработана методи-
ка количественного определения тиомерса-
ла по атомарной ртути для несорбированных 
иммунобиологических препаратов [11]. Мето-
дика основана на методе атомно-абсорбцион-
ной спектрометрии холодного пара (методика 
ААС  ХП) с применением атомно-абсорбционно-
го анализатора ртути с проточно-инжекционной 
системой. В процессе разработки условий про-
боподготовки образцов был подобран состав 
реакционной смеси и режим минерализации, 
а также степень разведения образцов. В резуль-
тате сравнительного определения тиомерсала 
колориметрическим методом и методом ААС ХП 
было выявлено отсутствие статистически значи-
мых различий полученных данных.

Однако применение данной методики 
для определения тиомерсала в препаратах, со-
держащих адъювант — гель гидроксида алю-
миния, требует подтверждения ее пригодности, 
поскольку нельзя исключить возможное неспеци
фическое влияние высоких концентраций ионов 
алюминия на определение ионов ртути.

Кроме того, анализ сопоставимости резуль-
татов определения тиомерсала методикой 
ААС ХП и фармакопейной колориметрической 
методикой позволит решить вопрос внутри-
лабораторного контроля качества, а имен-
но  — оценить возможность использования 
фармакопейного стандартного образца (ФСО) 
содержания мертиолята в сорбированных 
препаратах (ФСО  3.1.00427), аттестованного 
колориметрической методикой и предназна-
ченного для контроля стабильности аналити-
ческой работы7.

Цель работы — анализ возможности примене-
ния методики ААС ХП для количественной оцен-
ки содержания тиомерсала в сорбированных 
препаратах и оценка сопоставимости результа-
тов количественного определения тиомерсала, 
полученных с помощью колориметрической ме-
тодики и методики ААС ХП.

Материалы и методы

Материалы:

–– государственный стандартный образец 
(ГСО) содержания ионов ртути (8004-93, 
ГДВИ.410408.009ПС);

–– ФСО содержания мертиолята в сорбирован-
ных препаратах (ФСО 3.1.00427);

–– тиомерсал (Sigma Aldrich, кат. № Т4687) (го-

7	 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0025.18 Количественное определение тиомерсала в биологических лекарственных 
препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

товили растворы тиомерсала с концентраци-
ей 50, 100, 150 мкг/мл в фосфатно-солевом 
буферном растворе (ФБР), в растворе натрия 
хлорида 0,9% и в воде).
Образцы препаратов:

–– образец 1: АКДС-вакцина (АО «НПО «Микро-
ген», Россия) (число серий препарата — 6);

–– образец 2: АС-анатоксин (АО «НПО «Микро-
ген», Россия) (число серий препарата — 6);

–– образец 3: АДС-М-анатоксин (АО «НПО «Ми-
кроген», Россия) (число серий препарата — 4);

–– образец 4: Анатоксин стафилококковый (ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 
филиал «Медгамал») (число серий препара-
та — 4);

–– образец 5: АД-анатоксин (АО «НПО «Микро-
ген», Россия) (число серий препарата — 4);

–– образец 6: АД-М-анатоксин (АО «НПО «Микро-
ген», Россия) (число серий препарата — 4);

–– образец 7: Бубо®-Кок, вакцина для профилак-
тики дифтерии, столбняка, коклюша и гепа-
тита В (ЗАО МПК «Комбиотех», Россия) (число 
серий препарата — 2);

–– образец 8: вакцина АКДС-Геп В, бесконсер-
вантная форма (АО «НПО «Микроген», Россия) 
(число серий препарата — 3);

–– образец 9: АКДС-вакцина, бесконсервантная 
форма (АО «НПО «Микроген», Россия) (число 
серий препарата — 2);

–– образец 10: Тетраанатоксин (АО «НПО «Ми-
кроген», Россия) (число серий препарата — 1);

–– образец 11: АКДС-Геп В (АО «НПО «Микроген», 
Россия) (число серий препарата — 1);

–– образец 12: Совигрипп® (АО «НПО «Микро-
ген», Россия) (число серий препарата — 1);

–– образец 13: Ультрикс® (ФГУП СПбНИИВС 
ФМБА России) (число серий препарата — 1).

Оборудование:
–– атомно-абсорбционный анализатор ртути ме-
тодом холодного пара FIMS-400 (PerkinElmer), 
оснащенный кварцевой абсорбционной 
ячейкой и проточно-инжекционной систе-
мой с программным обеспечением ААWinLab 
(PerkinElmer);

–– спектрофотометр Shimadzu UV-1800 (Shimadzu, 
Япония);

–– весы аналитические XSE205 Dual Range 
(Mettler Toledo AG, Швейцария).

Методы
Атомно-абсорбционный метод спектро-

метрии холодного пара (ААС ХП) основан 

https://www.vidal.ru/drugs/clinic-group/406
https://www.vidal.ru/drugs/clinic-group/406
https://www.vidal.ru/drugs/clinic-group/406
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на способности восстановленных атомов ртути 
выделяться в виде пара [11]. Методика разрабо-
тана для приборов с проточно-инжекционной 
системой, при помощи которой происходит сме-
шивание испытуемых проб с реакционной сме-
сью, в результате чего высвобождаются пары 
восстановленной атомарной ртути, которые, 
попадая в измерительную ячейку, абсорбируют 
ультрафиолетовое излучение при длине вол-
ны 253,7 нм. Величина абсорбции — аналитиче-
ский сигнал, детектируемый прибором, который 
прямо пропорционален концентрации паров 
ртути. Реагенты для минерализации: серная 
кислота 50%, перманганат калия 5%, сульфат 
гидроксиламина 20%. Калибровочная характе-
ристика: растворы ГСО ионов ртути с концентра-
циями от 10 до 40 мкг/л с шагом 5 мкг/л.

Количество тиомерсала рассчитывали по фор-
муле (1):

	

С X
×

×
×

×A
N

100
49 55 1000,

 
,	 (1)

где С — концентрация тиомерсала, мкг/мл; Х  — 
концентрация ртути, найденная по градуиро-
вочному графику, мкг/л; N — объем препарата, 
взятый на испытание, мкл; 1000 — пересчет кон-
центрации в мкг/мл; 100/49,55 — коэффициент 
пересчета концентрации ртути на тиомерсал.

Колориметрическая методика определения 
тиомерсала в реакции с дитизоном основана 
на выделении ионов ртути и последующей ре-
акции с дитизоном в безводной фазе с образо-
ванием комплекса дитизоната ртути8. Детекти-
рование проводили при длине волны 597 нм.

Для обработки полученных результатов ис-
пользовали статистические методы расчета 
среднего арифметического, стандартного от-
клонения, коэффициента вариации, а также од-
нофакторный дисперсионный анализ с расчетом 
критерия Фишера, сравнение двух групп данных 
с расчетом критерия Стьюдента, регрессионный 
анализ с расчетом критерия Фишера [12, 13].

Результаты и обсуждение

Количественное определение тиомерсала 
в сорбированных иммунобиологических 
препаратах с применением методики ААС ХП

Выбор рабочего диапазона методики ААС 
ХП при ее разработке для несорбированных 
препаратов был основан на чувствительности 

8	 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0025.18 Количественное определение тиомерсала в биологических лекарственных 
препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018. 

9	 Общая фармакопейная статья 1.1.0012.15 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской 
Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

оборудования и содержании тиомерсала в ис-
пытуемых образцах. Статистически был обо-
снован диапазон концентрации ионов ртути 
от 10 до 40 нг/мл [11]. Поскольку требование 
к содержанию тиомерсала для несорбирован-
ных и сорбированных препаратов совпадают, 
было принято решение об использовании дан-
ного диапазона.

Оптимизированная для несорбированных 
препаратов пробоподготовка, заключающая-
ся в уменьшении объема реакционной смеси 
по сравнению с колориметрическим методом, 
была использована для сорбированных препа-
ратов, поскольку гель гидроксида алюминия 
подвержен минерализации в присутствии сер-
ной кислоты и перманганата калия.

В целом, за исключением наличия геля ги-
дроксида алюминия, состав сорбированных 
и несорбированных препаратов не имеет суще-
ственных отличий, способных оказать влияние 
на метрологические характеристики методики 
(препараты обоих типов содержат белковый 
компонент, буферные растворы различного со-
става, а также возможно наличие остаточного 
формальдегида).

Для оценки возможности применения мето-
дики определения тиомерсала ААС ХП, разра-
ботанной и валидированной ранее для контро-
ля тиомерсала в несорбированных препаратах, 
проводили испытания образцов, содержащих 
гель гидроксида алюминия в качестве адъюван-
та (табл. 1).

Количество тиомерсала, определяемое ме-
тодикой ААС ХП в исследуемых образцах, со-
ответствовало требованиям нормативной доку-
ментации, включая образцы бесконсервантных 
препаратов.

Оценка специфичности методики определения 
тиомерсала методом ААС ХП

Оценку специфичности методики9, в том 
числе влияния геля гидроксида алюминия, 
на результат определения тиомерсала мето-
дом ААС ХП проводили, анализируя пробы, 
содержащие образец 1 (с теоретическим со-
держанием тиомерсала 100±15 мкг/мл и ио-
нов алюминия около 1,0 мг/мл) в объеме от 10 
до 40 мкл с шагом 5 мкл с добавлением 0,15 мл 
50% раствора серной кислоты, 0,7 мл 50% рас-
твора калия перманганата и 0,2 мл 20% рас-
твора гидроксиламина сульфата. Общий объем 
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реакционной смеси — 50 мл. За результат, по-
лученный для каждой пробы, принимали сред-
нее значение трех независимых испытаний 
(табл. 2, рис. 1).

 Увеличение объема образца, то есть увели-
чение концентрации тиомерсала и геля гидрок-
сида алюминия в составе пробы (табл. 2), при-
водит к возрастанию величины аналитического 
сигнала и не влияет на выявление содержания 
тиомерсала в пересчете на разведение образ-
ца. При этом полученное относительное стан-
дартное отклонение 3,95 соответствует относи-
тельному стандартному отклонению методики, 
полученному в ходе ее разработки для несор-
бированных препаратов — 3,94 [11].

В то же время регрессионная зависимость 
величины аналитического сигнала от объема 
образца (содержания тиомерсала в пробе) име-
ет линейный характер и коэффициент корреля-
ции 0,991 (рис. 1).

Таблица 1. Испытание сорбированных вакцин на содержание тиомерсала с использованием методики атомно-абсорбцион-
ной спектрометрии холодного пара
Table 1. Testing of adsorbed vaccines for thiomersal content by cold vapor atomic absorption spectrometry

Номер образца 
(количество серий)

Sample number 
(number of batches)

Требование НД к содержанию 
тиомерсала, мкг/мл

Product specification requirements for 
thiomersal content, μg/mL

Среднее значение содержа-
ния тиомерсала, мкг/мл

Average thiomersal content, 
μg/mL

Диапазон значений 
содержания, мкг/мл
Content range, μg/mL 

Образцы вакцин, содержащие тиомерсал
Samples of thiomersal-containing vaccines

Образец 1 (6 серий)
Sample 1 (6 batches)

85–115 98 88,7–105,0

Образец 2 (6 серий)
Sample 2 (6 batches)

89 85,2–94,4

Образец 3 (4 серии)
Sample 3 (4 batches)

92 86,8–94,0

Образец 4 (4 серии)
Sample 4 (4 batches)

95 91,6–98,9

Образец 5 (4серии)
Sample 5 (4 batches)

86,2 85,2–87,1

Образец 6 (4 серии)
Sample 6 (4 batches)

85,6 85,0–86,3

Образец 7 (2 серии)
Sample 7 (2 batches)

70–100 76 73,9–77,7

Образцы бесконсервантных вакцин
Samples of preservative-free vaccines

Образец 8 (3 серии)
Sample 8 (3 batches)

Должен отсутствовать
No thiomersal present

Ниже предела обнаружения
Below the detection limit

–

Образец 9 (2 серии)
Sample 9 (2 batches)

Ниже предела обнаружения
Below the detection limit 

–

Примечание. НД — нормативная документация; «–» — неприменимо.
Note. — not applicable.

y = 0,0098x + 0,0166
R² = 0,9912
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Рис. 1. Регрессионная зависимость величины аналитиче-
ского сигнала от объема образца 1, полученная с использо-
ванием методики атомно-абсорбционной спектрометрии 
холодного пара.

Fig. 1. The regression curve for the relationship between the re-
sponse values obtained by cold vapor atomic absorption spec-
trometry and the volume of sample 1 spikes in the test sample.
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Оценка систематической ошибки методики 
определения тиомерсала с применением метода 
ААС ХП

Доказательство отсутствия систематической 
ошибки находили с помощью регрессионного 
анализа и расчета F-критерия Фишера (рис. 2, 
табл. 3). Для этого строили регрессионную зави-
симость методом наименьших квадратов меж-
ду теоретическими (хi) и найденными (уi) зна-
чениями концентраций тиомерсала в каждом 
растворе. Теоретические значения определяли 
методом расчета, принимая за содержание ти-
омерсала в образце среднее значение (n=21) — 
94,24 мкг/л. Cтатистическую незначимость коэф-
фициента сдвига (свободного члена уравнения), 
характеризующего систематическую ошибку 
метода, определяли, рассчитывая критерий Фи-
шера по формуле (2) [14]:

F(P, f1=n–1, f2=n–2)= 
S2

0_1(n–1)–S2
0_2(n–2) 

S2
0_2(n–2)

, (2)

где S — дисперсии, полученные при обсчете за-
висимостей без свободного члена и со свобод-
ным членом соответственно и рассчитанные 
по формулам (3) и (4):

S 2
0 _ 1 = ( ∑ y 2

i– b ∑x iy i / ( n –1 ) =0,00913855 ,	 (3)

S 2
0_2=(∑ y 2

i –a∑ yi–b∑xi yi / (n–2)= 0,00943465,	(4)

10	 Общая фармакопейная статья 1.1.0012.15 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской 
Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

где а — свободный член регрессионной зависи-
мости, b — коэффициент наклона, n — количе-
ство точек [13].

Критическое табличное значение при довери-
тельной вероятности 95% со степенями свободы 
f1=6, f2=5 составляет Fкрит=4,95. Рассчитанное зна-
чение критерия Фишера с использованием урав-
нения (2) — F(95%, f1=6, f2=5)=0,16 ниже критиче-
ского значения, что показывает статистическую 
незначимость коэффициента a и отсутствие си-
стематической ошибки определения тиомерса-
ла в сорбированных препаратах методикой ААС 
ХП с вероятностью, равной 95%.

Оценка правильности определения тиомерсала 
методикой ААС ХП

Оценку правильности проводили, анализируя 
пробы, содержащие помимо реагентов для мине-
рализации образцы препаратов с добавлением 
известного количества тиомерсала (модельная 
смесь с известным содержанием определяемо-
го вещества)10. Исследовали образцы сорбиро-
ванных препаратов (образцы 1–4 и 10), образец 
несорбированного препарата 12 и растворы 
тиомерсала с известными концентрациями 50, 
100 и 150 мкг/мл, в ФБР рН 7,2. Для каждого 
образца и раствора готовили пробы, содержа-
щие 10, 20 и 40 мкг добавленного тиомерсала, 
и пробу без его добавления. Рассчитывали про-
цент выявления тиомерсала. За результат, полу-

Таблица 2. Оценка специфичности методики определения тиомерсала методом атомно-абсорбционной спектрометрии хо-
лодного пара
Table 2. Evaluation of the specificity of the cold vapor atomic absorption spectrometry procedure for thiomersal quantification

Объем 
образца 1, 

мкл
Sample 1 
volume, μL

D (n=3) X, мкг/л
μg/L

С, мкг/мл
μg/mL

Среднее значение 
содержания 

тиомерсала, мкг/мл
Average thiomersal 

content, μg/mL

Стандартное 
отклонение, мкг/мл
Standard deviation, 

μg/mL

Относительное 
стандартное 

отклонение, %
Coefficient 

of variation, %

r

10 0,1082 8,74 88,2

94,24 3,72 3,95 0,9956

15 0,1654 14,17 95,5

20 0,2136 18,78 94,8

25 0,2620 23,39 94,4

30 0,3255 29,44 99,0

35 0,3704 33,71 97,2

40 0,3935 35,91 90,6

Примечание. D — среднее значение величины аналитического сигнала (n=3); X — содержание ионов ртути в пробе, рассчи-
танное по калибровочной характеристике; С — содержание тиомерсала в образце 1 с учетом разведения; r — коэффициент 
корреляции «Объем образца 1 — Содержание тиомерсала, рассчитанное по калибровке».
Note. D—mean response (n=3); X—mercury ion content in the sample, calculated using a calibration curve; С—thiomersal content 
in sample 1, adjusted for the dilution; r—coefficient of correlation between the volume of Sample 1 and the thiomersal content 
calculated from the calibration curve.
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ченный для каждой пробы, принимали среднее 
значение трех независимых испытаний. За ожи-
даемое значение концентрации в исследуемом 
образце принимали расчетное суммарное зна-
чение концентрации: количество, найденное 
в образце (без добавки), и известное количество 
тиомерсала, добавленное в пробу (табл. 4).

Анализ результатов (табл. 4) показывает, 
что процент выявления тиомерсала в сорби-
рованных образцах находится в диапазоне 
от 93,1 до 106,7%; процент выявления тиомер-
сала в несорбированном образце и растворах 
находится в диапазоне от 90,9 до 108,8%. Оба 
диапазона процента выявления не превышают 
10% от ожидаемой величины. Полученные дан-

ные подтверждают, что присутствие алюминия 
в высоких концентрациях в сорбированных пре-
паратах не влияет на точность количественного 
определения тиомерсала.

Предел количественного определения и предел 
обнаружения

Для подтверждения возможности примене-
ния методики ААС ХП для определения следо-
вых количеств тиомерсала рассчитывали предел 
количественного определения (ПКО) и предел 
обнаружения (ПО) ионов ртути в образце по сле-
дующим формулам: ПО=3,3×S/b и ПКО=10×S/b, 
где S — стандартное отклонение коэффициента 
сдвига, b — среднее арифметическое значение 

Таблица 3. Оценка систематической ошибки методики определения тиомерсала с применением метода атомно-абсорбци-
онной спектрометрии холодного пара
Table 3. Evaluation of the bias of the procedure for thiomersal quantification using cold vapor atomic absorption spectrometry

Растворы 
образца 
Sample 

solutions

Теоретическое значение 
содержания тиомерсала 

(хi), мкг/мл
Theoretical thiomersal 

content (хi), μg/mL

Найденное значение содержа-
ния тиомерсала (уi), мкг/мл

Measured thiomersal content (уi), 
μg/mL

Уравнения регрессионной зависимости между 
значениями хi и уi без учета (А) и с учетом (В) 

коэффициента сдвига
Regression curve for the relationship between xi 
and yi, without the intercept (A) and with it (B)

1 0,94 0,88

y=0,9959x (A)
R2=0,9925

2 1,41 1,42

3 1,88 1,88

4 2,35 2,34

y=0,9929x+0,0081 (B)
R2=0,9925

5 2,85 2,94

6 3,29 3,37

7 3,76 3,59

Рис. 2. Регрессионная зависимость между теоретическими (хi) и найденными (уi) значениями концентраций тиомерсала с ис-
пользованием метода атомно-абсорбционной спектрометрии холодного пара, без свободного члена уравнения (А), со сво-
бодным членом уравнения (В).

Fig. 2. The regression curve for the relationship between theoretical (хi) and measured (уi) thiomersal concentrations obtained 
using cold vapor atomic absorption spectrometry, without the intercept term (A) and with the intercept term (B).
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Таблица 4. Расчет процента выявления тиомерсала в испытуемом растворе с использованием методики атомно-
абсорбционной спектрометрии холодного пара
Table 4. Calculation of thiomersal percent recovery from the test solution using cold vapor atomic absorption spectrometry

Исследуемый образец
Test sample

Добавленное количество 
тиомерсала, мкг

Spiked amount 
of thiomersal, μg

Концентрация тиомерсала 
в испытуемом образце, мкг/мл

Thiomersal concentration in the test 
sample, μg/mL

Процент 
выявления, %

Percent recovery, %

Образец 1,
предварительно разведенный 1:1
Sample 1,
pre-diluted, 1:1

0 44,7 –

10 53,3 97,4 

20 65,3 100,9 

40 85,6 101,1 

Образец 2,
предварительно разведенный 1:1
Sample 2,
pre-diluted, 1:1

0 45,5 –

10 56,6 102,0

20 69,8 106,6

40 90,7 106,1

Образец 3,
предварительно разведенный 1:1
Sample 3,
pre-diluted, 1:1

0 46,1 –

10 56,5 100,7

20 68,0 102,9

40 91,9 106,7

Образец 4
Sample 4

0 107,2 –

10 116,1 99,1

20 124,4 97,8

40 141,3 96,0

Образец 10
Sample 10

0 89,8 –

10 93,6 93,8

20 105,5 96,1

40 120,9 93,1

Образец 11
Sample 11

0 93 –

10 102,2 99,2

20 104,1 92,1

40 120,9 90,9

Растворы тиомерсала известной 
концентрации в ФБР рН 7,2
Thiomersal spiking solutions in PBS, 
pH 7.2

50 мкг/мл
50 μg/mL

53,98 108,0

100 мкг/мл
100 μg/mL

108,84 108,8

150 мкг/мл
150 μg/mL

152,52 101,7

Примечание. ФБР — фосфатно-солевой буферный раствор; «–» — неприменимо.
Note. PBS—phosphate-buffered saline; — not applicable.
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коэффициента наклона калибровочной характе-
ристики11 (табл. 5).

Согласно формулам расчета методика имеет 
следующие характеристики:

ПО=0,005872×3,3/0,0171=1,13 мкг/л,
ПКО=0,005872×10/0,0171=3,43 мкг/л, 

11	 Общая фармакопейная статья 1.1.0012.15 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской 
Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018. 

что в пересчете на тиомерсал составляет 
2,3×10- 3 и 6,9×10-3 мкг/мл соответственно. Та-
ким образом, чувствительность методики 
подтверждает возможность ее применения 
для обнаружения следовых количеств тиомер-
сала в готовых бесконсервантных формах.

Таблица 5. Уравнения регрессионной зависимости аналитического сигнала от концентрации ионов ртути для методики 
атомно-абсорбционной спектрометрии холодного пара
Table 5. Regression equations for the relationship between the response and concentrations of mercury ions observed with cold 
vapor atomic absorption spectrometry 

Уравнение регрессионной 
зависимости

Regression equation

Коэффициент детерминации (R2)
Coefficient of determination (R2)

Среднее значение 
углового коэффициента

Mean slope value

Стандартное отклонение 
свободного члена уравнения

Standard deviation 
of the intercept

y=0,0175х+0,0253 0,9919

0,0171 0,0059

y=0,0166х+0,0260 0,9923

y=0,0170х+0,0231 0,9955

y=0,0178х+0,0171 0,9991

y=0,0160х+0,0176 0,9931

y=0,0178х+0,0171 0,9960

y=0,0169х+0,0176 0,9963

y=0,0170х+0,0130 0,9950

y=0,0174х+0,0071 0,9994

y=0,0170х+0,0133 0,9979

Таблица 6. Результаты сравнительных испытаний определения тиомерсала методикой атомно-абсорбционной 
спектрометрии холодного пара и колориметрической методикой
Table 6. Results of comparative thiomersal determinations using cold vapor atomic absorption spectrometry and colourimetry

Исследуемый 
образец

Test sample

Значение содержания тиомерсала, определяемого методикой, мкг/мл
Thiomersal content determined by one of the following methods, µg/mL Стандартное 

отклонение, мкг/мл
Standard deviation, 

µg/mL

RSD, %колориметрическая 
методика

Colourimetry

методика атомно-абсорбционной 
спектрометрии холодного пара

Cold vapor atomic absorption spectrometry

Образец 1
Sample 1 109,8 114,8 3,5 3,1

Образец 2
Sample 2 99,6 99,5 0,1 0,1

Образец 3
Sample 3 102,9 94,2 6,2 6,2

Образец 10
Sample 10 97,7 88,2 6,4 6,9

Образец 11
Sample 11 89,5 92,2 1,9 2,1

Образец 12
Sample 12 88,2 88,8 0,4 0,5

Образец 13
Sample 13 102,4 105,5 2,2 2,1
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Сравнительный анализ результатов испытаний 
образцов колориметрической методикой 
и методикой ААС ХП

Сравнительные испытания колориметриче-
ской и ААС ХП методик проводили с применени-
ем образцов, отличающихся составом действу-
ющих и вспомогательных веществ, в том числе 
наличием геля гидроксида алюминия (образцы 
1–3, 10, 11).

За результат содержания тиомерсала в каждом 
из образцов принимали среднее значение двух 
независимых параллельных измерений. Рассчи-
тывали стандартное отклонение межу значения-
ми, полученными двумя методиками (табл. 6).

Результаты, представленные в таблице 6, отли-
чаются не более чем на 6,9% для сорбированных 
и несорбированных препаратов. Полученные 
данные также подтверждают специфичность 

и точность определения тиомерсала методом 
ААС ХП в сорбированных препаратах.

Оценка сопоставимости методик 
и возможности применения фармакопейного 
стандартного образца содержания мертиолята 
в сорбированных препаратах (ФСО 3.1.00427), 
аттестованного колориметрической методикой, 
для методики ААС ХП

Для оценки сопоставимости результатов 
определения тиомерсала использовали резуль-
таты анализа ФСО 3.1.00427, полученные коло-
риметрической методикой и методикой ААС ХП 
с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа, рассчитывая значение критерия Фише-
ра. Определяли наличие статистически значи-
мых отличий двух равнозначных выборок (n=40 
для каждой выборки) (табл. 7).

Таблица 7. Статистические показатели при сравнительном анализе определения тиомерсала с использованием 
колориметрической методики и методики атомно-абсорбционной спектрометрии холодного пара
Table 7. Statistical indicators for the comparative analysis of thiomersal determinations using colourimetry and cold vapor atomic 
absorption spectrometry

Наименование статистического показателя
Statistical indicator

Значение статистического показателя, 
определяемого методикой

Statistical indicator value determined 
by one of the following methods

Методика атомно-абсорбционной 
спектрометрии холодного пара

Сold vapor atomic absorption 
spectrometry

Колориметрическая 
методика

Сolourimetry

Среднее значение (n=40), мкг/мл
Mean (n=40), µg/mL

Xср 89,06 87,80

Стандартное отклонение, мкг/мл
Standard deviation, µg/mL

S 4,89 5,06

Дисперсия
Variance, µg/mL

S2
23,9 25,6

Среднее значение по двум выборкам (n=40 для 
каждой), мкг/мл
Mean for both methods (n=40 for each), µg/mL

Xср
88,43

Стандартное отклонение средних значений, мкг/мл
Standard deviation of means, µg/mL

Sср 0,89

Дисперсия средних
Variance of means

S2
0,80

Внутригрупповая дисперсия
Intra-group variance

Sвнут 24,76

Межгрупповая дисперсия
Inter-group variance

Sмеж 31,83

Значение критерия Фишера
Fisher’s test value

F 1,29

Межгрупповое число степеней свободы
Inter-group number of degrees of freedom

Vмеж 1

Внутригрупповое число степеней свободы
Intra-group number of degrees of freedom

Vвнут 78

Табличное значение критерия Фишера 
(доверительная вероятность 0,95)
Tabulated F-value (confidence level of 0.95)

Fкрит
3,96
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Согласно статистическим расчетам, пред-
ставленным в таблице 7, полученное экспери-
ментальное значение критерия Фишера, равное 
1,29, ниже критического табличного значения 
(3,96), что говорит об отсутствии статистически 
значимых различий между двумя выборками.

Была проведена статистическая оценка двух 
групп данных (результатов, полученных с при-
менением методики ААС ХП и колориметриче-
ской методики) с помощью критерия Стьюден-
та, используя величины средних выборочных 
значений и значений выборочных дисперсий, 
указанных в таблице 7. Расчетная величина 
критерия Стьюдента составила 1,14; что при та-
бличном значении критерия Стьюдента, равном 
2,021 (для выборки n=40 и доверительной веро-
ятности 0,95), также свидетельствует об отсут-
ствии статистически значимых различий между 
выборками.

Полученные данные сравнительного анализа 
подтверждают правильность определения тио-
мерсала методикой ААС ХП.

Таким образом, оценка сопоставимости резуль-
татов, полученных методикой ААС ХП и колориме-
трической методикой, подтверждает возможность 
использования ФСО 3.1.00427 содержания мерти-

олята в сорбированных препаратах, аттестован-
ного колориметрической методикой (с диапазо-
ном содержания тиомерсала 82,34–96,72 мкг/мл, 
при доверительной вероятности 0,95) при вос-
произведении методики ААС ХП.

Заключение
Подтверждена пригодность методики ААС ХП 

для количественного определения тиомерсала 
в сорбированных иммунобиологических лекар-
ственных препаратах. Чувствительность мето-
дики, установленная как предел обнаружения, 
равный 2,3×10-3 мкг/мл, позволяет использовать 
методику для оценки остаточных количеств тио-
мерсала в бесконсервантных препаратах в слу-
чае применения тиомерсала в технологическом 
процессе на стадиях промежуточных продуктов.

Оценка сопоставимости результатов, полу-
ченных колориметрической методикой и мето-
дикой ААС ХП, подтверждает отсутствие ста-
тистически значимых различий между двумя 
равнозначными выборками данных. Это по-
зволяет использовать ФСО 3.1.00427 содержа-
ния мертиолята в сорбированных препаратах 
для контроля стабильности аналитической ра-
боты при воспроизведении методики ААС ХП.
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Резюме 	 В соответствии с требованиями Государственной фармакопеи Российской Федерации 
(ГФ  РФ) для получения достоверных результатов при проведении испытания лекар-
ственных средств на присутствие микоплазм микробиологическим методом предвари-
тельно оценивают пригодность питательной среды с помощью стандартного образца 
(СО) тест-штамма Mycoplasma arginini G230. Стабильность физико-химических свойств 
и аттестуемой характеристики (титра) СО сохраняется при соблюдении регламентиро-
ванного температурного режима в течение одного года. Отклонения от указанных усло-
вий и транспортирование в условиях окружающей среды могут привести к изменению 
свойств  СО и стать причиной несоответствия качества биологических лекарственных 
препаратов по показателю «Испытание на присутствие микоплазм». Необходимость про-
ведения исследования не только долгосрочной стабильности материала СО, но и при воз-
можных кратковременных отклонениях от установленных условий хранения подчер-
кивают и эксперты Комитета по стандартным образцам Международной организации 
по стандартизации, Государственной системы обеспечения единства измерений, а так-
же Комитета экспертов ВОЗ. Цель работы: изучение стабильности стандартного образ-
ца тест-штамма М. arginini G230 при длительном хранении в регламентируемых условиях 
и при кратковременном воздействии повышенных температур. Материалы и методы: ис-
пользованы СО тест-штамма М. аrginini G230 производства ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России, питательные среды и растворы по ОФС.1.7.2.0031.15 Испытание на присутствие 
микоплазм. Стабильность свойств СО, включая аттестуемую характеристику (титр) опре-
деляли фармакопейными методами согласно ГФ РФ. Эксперимент проводили в условиях 
кратковременного воздействия на образцы двух режимов повышенных температур. Кон-
трольные образцы хранили при температуре минус 20±2 °С. Статистическую обработку 
данных проводили методом предельных разведений по таблице Мак-Креди и рассчиты-
вали среднее арифметическое значение наиболее вероятного числа микроорганизмов 
(НВЧ) в предельном разведении (титр). Результаты: показана стабильность свойств об-
разцов СО, хранившихся в регламентируемых условиях в течение срока, превышающего 
срок годности (до 16 месяцев). Стабильность основных свойств СО сохраняется после воз-
действия повышенных температур 25±2 и 37±2 °С в течение 30 сут. Установлено снижение 
значения аттестованной характеристики (титра) образцов, подвергшихся воздействию 
температуры 37±2 °С в течение 10 и 30 сут. Выводы: показана возможность транспорти-
рования образцов до 30 сут при температуре не выше 25±2 °С без изменения их качества 
в течение 1 года. Температурный режим 37±2 °С не может быть использован для хранения 
и/или транспортирования образцов СО.
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Abstract	 The State Pharmacopoeia of the Russian Federation (Ph.Rus.) requires a preparatory evaluation 
of culture medium suitability using the reference standard (RS) of the Mycoplasma arginini G230 
test strain in order to ensure reliable results when testing medicines for mycoplasmas using 
a microbiological (culture) method. The RS retains the stability of physico-chemical properties 
and the certified characteristic value (titre) for one year if stored under the specified temper-
ature conditions (–20 ºC to –30 ºC). Deviations from this range and transportation in ambient 
conditions can alter the properties of the RS and consequently result in biologicals substandard 
in terms of mycoplasmas. Experts from the Reference Materials Committee of the International 
Organisation for Standardisation (ISO), the State System for Ensuring the Uniformity of Meas-
urements, and the WHO Expert Committee on Biological Standardisation emphasise the need 
to study the stability of RSs not only under the specified long-term storage conditions, but 
also with short-term deviations from such conditions. The aim of the study was to analyse the 
stability of the M. arginini G230 test strain RS under the specified long-term storage conditions 
and with short-term exposure to elevated temperatures. Materials and methods: the study 
used the RS of M. arginini G230 by the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Prod-
ucts and culture media and solutions required per the Ph.Rus. general chapter on mycoplas-
ma tests (OFS.1.7.2.0031.15). The stability of RS’s characteristics, including the certified value 
(titre), was determined using Ph.Rus. methods. The experiment involved two testing regimes 
with short-term exposure to elevated temperatures. Control samples were stored at –20±2 °С. 
Statistical data processing was carried out by the serial dilution method using McCrady’s ta-
ble with the calculation of the arithmetic mean of the most probable number (MPN) for the 
limiting dilution (titre). Results: as demonstrated in the study under the specified conditions, 
the RS retains its characteristics for a period exceeding its shelf life (for up to 16 months). The 
main characteristics of the RS remain stable after 30-day exposure to elevated temperatures 
(25±2 ºC and 37±2 ºC). The certified value (titre) of the RS decreases after exposure to 37±2 ºC 
for 10 and 30 days. Conclusions: the study proved the possibility of storing and transporting the 
RS at a temperature lower than 25±2 ºC for up to 30 days with no subsequent changes to the 
quality within the 1-year shelf life. The conditions of 37±2 ºC cannot be used for the purpose.
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Введение
Контаминация микоплазмами остается акту-

альной проблемой для производства биологи-
ческих лекарственных препаратов (БЛП). Прове-
дение испытаний, подтверждающих отсутствие 
микоплазм на всех этапах производства БЛП, 
является обязательным требованием регулятор-
ных органов во всем мире. Оценка рисков ми-
кробного загрязнения на всех этапах производ-
ства и выявление микоплазм чувствительными 
методами гарантируют получение безопасных 
и эффективных лекарственных препаратов. Об-
наружение данного вида контаминации и пра-
вильная интерпретация результатов требуют, 
помимо тщательного выполнения всех этапов 
подготовительных работ, высокого уровня ква-
лификации персонала [1–3].

В настоящее время в соответствии с требова-
ниями международных стандартов испытание 
на присутствие микоплазм проводят двумя ме-
тодами: микробиологическим (культуральным) 
методом и цитохимическим (метод индикатор-
ной клеточной культуры)1.

Согласно требованиям Государственной фар-
макопеи Российской Федерации XIV издания 
(ГФ РФ XIV) испытание микробиологическим 
методом предусматривает использование пи-
тательных сред лабораторного приготовления, 
чувствительность которых определяют с помо-
щью разработанного и утвержденного в нашей 
стране в 1980-х гг. отраслевого стандартного об-
разца тест-штамма Mycoplasma arginini G230 (СО). 
Многолетний опыт использования свидетель-
ствует о стабильности свойств СО тест-штамма 

M. arginini G230, что обеспечивает возможность 
применения его для оценки качества различных 
партий питательных сред [4].

Принимая во внимание вариабельность сырья 
биологического происхождения (триптический 
гидролизат бычьего сердца, мясной и дрожже-
вой экстракты, агар микробиологический и др.), 
входящего в состав питательной среды, воз-
можны ошибки при приготовлении и хранении. 
Способ оценки ее пригодности с обязательным 
подтверждением соответствия каждой партии 
среды установленным требованиям отвечает со-
временным подходам к анализу рисков и позво-
ляет повысить достоверность и сопоставимость 
результатов испытаний2 [5].

С 1 июля 2021 г. в соответствии с приказом 
Министерства здравоохранения Российской 
Федерации «О метрологической службе Ми-
нистерства здравоохранения Российской Фе-
дерации в сфере обращения лекарственных 
средств для медицинского применения»3 ОСО 
тест-штамма M. arginini G230 включен в Реестр 
Фармакопейных стандартных образцов Госу-
дарственной фармакопеи Российской Федера-
ции под названием «ФСО ГФ РФ Стандартный 
образец тест-штамма M. arginini G230» и рее-
стровым номером ФСО 3.2.00378 (ОСО 42-28-
378)4. СО представляет собой лиофилизирован-
ную культуру M. arginini G230 с гарантированным 
в течение срока годности значением титра ми-
коплазм. Согласно паспортным данным стабиль-
ность значений аттестованной характеристики 
СО сохраняется в течение срока годности (один 
год) при соблюдении условий транспортирова-

https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-3-331-343
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-3-331-343
https://legalacts.ru/doc/prikaz-minzdrava-rossii-ot-20032020-n-202-o-metrologicheskoi/
https://legalacts.ru/doc/prikaz-minzdrava-rossii-ot-20032020-n-202-o-metrologicheskoi/
https://www.regmed.ru/content/page/Registry-SPhRS_lemma
https://www.regmed.ru/content/page/Registry-SPhRS_lemma
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ния, хранения и порядка применения. Важно от-
метить, что регламентированным условием хра-
нения СО является температура минус 20±2  °С, 
а кратковременное хранение и/или транс-
портирование допускается при температуре 
от 2 до 8 °С продолжительностью не более 7 сут.

В настоящее время разработчик данного 
СО выполняет заявки на поставку от организа-
ций, которые находятся в климатических зонах 
с континентальным климатом, где температура 
в летние месяцы может подниматься выше 30–
35  °С, что значительно превышает допустимые 
нормы для его хранения и транспортирования. 
Возможные отклонения температурного режи-
ма от регламентированных условий при транс-
портировании СО в условиях окружающей сре-
ды могут стать причиной недостоверной оценки 
ростовых свойств питательных сред и, как след-
ствие, несоответствия испытания БЛП на при-
сутствие микоплазм. Вместе с тем использова-
ние для транспортирования СО специальных 
контейнеров, поддерживающих необходимый 
температурный режим, влечет за собой значи-
тельное удорожание продукции. Учитывая дан-
ные обстоятельства, в настоящее время отгрузка 
СО осуществляется только самовывозом с указа-
нием соблюдения регламентированных условий, 
что, очевидно, создает дополнительные сложно-
сти для заказчика. В настоящее время частично 
снизить затраты заказчика при самовывозе воз-
можно при увеличении объема разовой постав-
ки, однако ограничивающим фактором в данном 
случае будет относительно небольшой установ-
ленный регламентированный срок годности об-
разцов СО.

Необходимость решения проблем, свя-
занных с процессом транспортирования СО, 
послужила основанием для изучения вли-
яния температурного фактора на стабиль-
ность свойств СО тест-штамма М. arginini G230, 
что согласуется с рекомендациями документов 
Комитета по стандартным образцам Между-
народной организации по стандартизации5, 
Государственной системы обеспечения един-
ства измерений6, Комитета экспертов ВОЗ 
по стандартизации биологических препара-
тов7 по проведению исследования стабиль-
ности материала СО в условиях возможных 

5	 ISO Guide 35:2017. Reference material — General and statistical principles for certification. ISO/TC 334/ Ver. 4. 2017.
6	 ГОСТ ISO Guide 35–2015 Стандартные образцы. Общие и статистические принципы сертификации (аттестации).
7	 Recommendations for the preparation, characterization and establishment of international and other biological reference 

standards, Аnnex 2. TRS No 932. WHO; 2004.
Guidelines on stability evaluation of vaccines, Аnnex 3. TRS No 962. WHO; 2011.

8	 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0031.15 Испытание на присутствие микоплазм. Государственная фармакопея Россий-
ской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

кратковременных отклонений («short-term 
stability» — кратковременная стабильность), 
при транспортировании («stability in transit» — 
стабильность при транспортировании).

Таким образом, расширенное изучение сохра-
нения стабильности свойств и в первую очередь 
аттестованной характеристики СО тест-штамма 
М. аrginini G230 при длительном хранении в ре-
гламентируемых условиях и кратковременном 
хранении при повышенных температурах явля-
ется своевременным и актуальным.

Цель работы — изучение стабильности 
стандартных образцов тест-штамма М. arginini 
G230 при длительном хранении в регламентиру-
емых условиях и при кратковременном воздей-
ствии повышенных температур.

Задачи исследования:
–– проведение ретроспективного анализа 
свойств СО тест-штамма М. arginini G230 при бо-
лее длительном хранении в регламентирован-
ных условиях;

–– изучение стабильности свойств СО тест-штам-
ма М. arginini G230 при моделировании крат-
ковременного воздействия повышенных тем-
ператур 25±2 и 37±2 °С;

–– оценка возможности изменения условий 
транспортирования и продления срока годно-
сти СО тест-штамма М. arginini G230.

Материалы и методы

Материалы
Аттестованные СО тест-штамма М. arginini 

G230 (регламентированные условия хране-
ния при температуре от минус 20 °С до минус 
30  °С) — 6 серий: сер. 7 (изготовлена 03.2014), 
сер. 8 (изготовлена 09.2015), сер. 9/1 (изготов-
лена 04.2017), сер. 9/2 (изготовлена 09.2018), 
сер.  10 (изготовлена 07.2019), сер. 12 (изготов-
лена 06.2020).

В соответствии с требованиями ГФ РФ XIV8 
в исследованиях использовали питательные 
среды лабораторного изготовления (среда Ка-
ган жидкая и полужидкая), раствор 0,9% на-
трия хлорида, а также сыворотку крови ло-
шади производства ООО «Биолот» (Россия) 
или ООО НПП «ПанЭко» (Россия), имеющие дей-
ствующий срок годности.
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Оборудование
Результаты получены с применением испы-

тательного оборудования, прошедшего квали-
фикацию/аттестацию:

–– термостат ТС-1/20 (СКТБ СПУ, Россия), диа-
пазон: от температуры окружающей среды 
до 60 °С; класс точности, погрешности: ±1 °С;

–– термошкаф с охлаждением ТС-1/80 (СКТБ СПУ, 
Россия), диапазон: от 5 до 60 °С; класс точно-
сти, погрешности: ±1,5 °С;

–– термошкаф (инкубатор) тип B 115 (Binder 
GmbH, Швеция), диапазон: от 5 до 100 °С; класс 
точности погрешности: при 37  °С: ±0,5  °С; 
при 50 °С: ±1,1 °С;

–– шкаф ламинарный БАВ п-01-1,2 (ЗАО «Лами-
нарные системы», Россия), класс защиты II;

–– морозильная камера Саратов 127 (ООО «СЭПО-
ЗЭМ», Россия), температура не выше минус 15 °С.

Методы
Оценку качества СО по показателям «Опи-

сание лиофилизата», «Время растворения» 
и «Внешний вид растворенного образца» про-
водили визуальным методом. Наличие вакуума 
оценивали визуально в поле высокочастотного 
разряда согласно ГФ РФ XIV9.

Стерильность образцов определяли методом 
прямого посева в соответствии с требованиями 
ГФ РФ XIV10.

Оценку ростовых свойств питательной среды 
проводили в соответствии с требованиями ГФ 
РФ XIV ОФС.1.7.2.0031.15 Испытание на присут-
ствие микоплазм.

Контроль ростовых свойств полужидкой 
питательной среды и установление контроль-
ных разведений проводили путем внесения СО 
из каждого разведения, начиная с последнего 
(10-10), по 1,0±0,1 мл в 2–3 пробирки с 10 мл сре-
ды и инкубирования при температуре 37±1  °С 
в течение 7 сут. По окончании инкубирования 
определяли разведения, в которых выявля-
ли около 10–100 КОЕ тест-штамма М. arginini 
G230 и устанавливали их в качестве контроль-
ных разведений. Среду признавали годной, если 
не позднее 7 сут инкубации визуально обнару-
живали рост тест-штамма M. аrginini G230 в раз-
ведении не ниже 10-6 при посеве 10–100 КОЕ.

Определение значения аттестуемой харак-
теристики (титр). Значение титра (аттестуе-
мая характеристика) СО тест-штамма М. arginini 

9	 Общая фармакопейная статья 1.7.1.0018.18 Иммунобиологические лекарственные препараты. Государственная фарма-
копея Российской Федерации. XIV изд. Т 2; 2018.

10	 Общая фармакопейная статья 1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 1; 2018.

11	 ГОСТ 54653-2011 Удобрения органические. Методы микробиологического анализа.

G230 (КОЕ/мл) определяли методом десятикрат-
ных разведений с последующим высевом каж-
дого разведения в три пробирки на полужидкую 
питательную среду и инкубированием посевов 
при температуре 37±1  °С в течение не более 
7 сут. Учет результатов проводили на 7 сут пу-
тем визуального просмотра пробирок в прямом 
проходящем свете, обнаруживая наличие в зоне 
посева колонии микоплазм в виде беловатых 
полупрозрачных округлых образований или тон-
кой паутинки или облачков. Фиксировали кон-
трольное разведение, в котором отмечали рост 
микоплазм, принимая его за значение титра.

Расчет титра проводили методом пре-
дельных разведений с составлением число-
вой характеристики по таблице Мак-Креди11. 
В таблице  1 выборочно представлены приме-
ры для наиболее часто встречавшихся число-
вых характеристик при экспресс-обработке 
результатов учета микроорганизмов по мето-
ду предельных разведений (таблица Мак-Кре-
ди). Числовая характеристика согласно дан-
ной таблице формируется из трех цифр (слева 
направо): первая цифра соответствует числу 
пробирок с ростом микоплазм, взятых в том 
наименьшем разведении, в котором микоплаз-
мы выросли во всех пробирках (например, три 

Таблица 1. Пример экспресс-обработки результатов учета 
микроорганизмов по методу предельных разведений (та-
блица Мак-Креди выборочно)
Table 1. An example of rapid processing of the results of mi-
croorganism quantification using the most probable number 
method (McCrady’s table with omissions)

Числовая характеристика
(наиболее часто 
встречающаяся)

Numerical characteristic
(most common)

Наиболее вероятное число 
(НВЧ) микроорганизмов 

при посеве в 3 пробирках
Most probable number (MPN) 

of microorganisms when 
inoculated in three test tubes

300 2,5

310 4,5

311 7,5

321 15,0

322 20,0

330 25,0

331 4,5

333 140,0
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пробирки из разведения  10-6). Следующие две 
цифры обозначают число пробирок с ростом 
микоплазм в двух последующих разведениях 
(например, в двух пробирках из трех разведе-
ний 10-7 и в одной пробирке из разведения 10-

8). Числовая характеристика результата в таком 
случае составляет  321. По таблице Мак-Креди 
находили наиболее вероятное число (НВЧ), со-
ответствующее полученной цифровой харак-
теристике (в нашем примере 15), умножали его 
на разведение, которому соответствует первая 

цифра числовой характеристики (в нашем при-
мере 15,0×106 или 1,5×107).

Определение титра СО M. arginini G230 по та-
блице Мак-Креди на примере серии 8 представ-
лено в таблице 2.

Влияние кратковременного воздействия по-
вышенных температур. Изучение проводили 
на 3 сериях СО согласно требованиям ГФ РФ XIV 
по двум схемам: полная (для серии 9/2) — мо-
делирование кратковременного воздействия 
двух температурных режимов: 25±2 и 37±2  °С 

Таблица 2. Пример учета первичных данных и определения титра стандартного образца M. arginini G230 (серия 8) по та-
блице Мак-Креди
Table 2. An example of primary data processing and M. arginini G230 RS (batch 8) titre determination using McCrady’s table

№ пробирки
Test tube 
number

Разведение
Dilution

Наличие роста штамма M. arginini G230 на 7 сут инкубирования 
при посеве в трех параллельных пробирках (ампулы А1–А5)

Growth of M. arginini strain G230 inoculated in three parallel test tubes 
(ampoules A1–A5) on incubation day 7

А1 А2 А3 А4 А5

1 10-1 +++ +++ +++ +++ +++

2 10-2 +++ +++ +++ +++ +++

3 10-3 +++ +++ +++ +++ +++

4 10-4 +++ +++ +++ +++ +++

5 10-5 +++ +++ +++ +++ +++

6 10-6 +++ +++ +++ +++ +++

7 10-7 +++ +++ +++ +++ +++

8 10-8 +++ +++ +-- +-- +++

9 10-9 --- --- --- --- ---

10 10-10 --- --- --- --- ---

Полученные данные и расчет НВЧ
Obtained data and MPN calculation

Предельное разведение, 
в котором обнаружен рост 
микоплазм
Highest dilution with 
mycoplasma growth

10-8 10-8 10-7 10-7 10-8

Числовая характеристика 
по таблице Мак-Креди
Numerical characteristic as per 
McCrady’s table

300 300 310 310 300

НВЧ микроорганизмов при 
посеве в трех пробирках, 
КОЕ/мл
MPN of microorganisms when 
inoculated in three test tubes, 
CFU/mL

2,5×108 2,5×108 0,45×108 0,45×108 2,5×108

Среднее арифметическое 
значение НВЧ микроорга-
низмов, КОЕ/мл
Arithmetic mean of MPNs of 
the microorganisms, CFU/mL

1,7×108

Примечание. «+» наличие роста микоплазм; «-» отсутствие роста микоплазм. НВЧ — наиболее вероятное число, КОЕ — коло-
ниеобразующие единицы.
Note. + growth of mycoplasmas; - no growth of mycoplasmas. MPN—most probable number, CFU—colony-forming unit.
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и сокращенная (для серий 10 и 12) — моделиро-
вание кратковременного воздействия темпера-
туры 25±2 °С.

Образцы СО, хранившиеся в регламентиро-
ванных условиях до и после воздействия по-
вышенных температур, считали прошедшими 
испытание, если значение титра соответствова-
ло требованиям спецификации и было не ниже 
107 КОЕ/мл.

Полная схема. Образцы СО в начале срока год-
ности выдерживали при четырех термовремен-
ных режимах: при 25±2 °С в течение 10 и 30 сут 
и аналогично при 37±2 °С, а затем исследовали 
их в два этапа.

На 1-м этапе половину образцов анализиро-
вали непосредственно по истечении каждого 
периода температурного воздействия по пока-
зателям согласно спецификации (по 4 ампулы 
СО на каждом этапе).

На 2-м этапе аналогично исследовали вторую 
половину образцов СО, которую после воздей-
ствия двух режимов повышенных температур 
(10 и 30 сут) хранили в регламентированных ус-
ловиях при температуре минус 20±2 °С до исте-
чения срока годности.

Контрольными образцами в испытаниях слу-
жили образцы, хранившиеся в течение всего 
срока годности в регламентированных услови-
ях при температуре минус 20±2 °С (контрольные 
образцы) (рис. 1).

Сокращенная схема. Образцы СО серий 10 
и 12 (по 6 ампул каждой серии) выдерживали 
при температуре 25±2  °С в течение 30 сут, за-
тем хранили при температуре минус 20±2  °С 
до истечения срока годности и далее проводили 
исследование в сравнении с контрольными об-
разцами.

Критерии приемлемости результатов. 
При интерпретации результатов, учитывая осо-
бенность методики, обусловленную вариабель-
ностью компонентов среды, числовые значения 
коэффициента титра, рассчитанные по таблице 
Мак-Креди (например, 1,1×107, 0,8×107) и нахо-
дящиеся в пределах одного порядка, принимали 
как сопоставимые, а последующий анализ про-
водили, принимая во внимание только значения 
контрольных разведений (10-7, 10-6), без учета 
коэффициента.

Статистическая обработка результатов. Рас-
считывали среднее арифметическое значение 
(Хср) наиболее вероятного числа (НВЧ) микроор-
ганизмов; стандартное отклонение (S) результа-
тов определения НВЧ микроорганизмов [6].

Результаты и обсуждение
Для проведения исследования использо-

вали аттестованные серии СО тест-штамма 
Мycoplasma arginini G230, отвечающие требова-
ниям спецификации по всем показателям. Ат-
тестацию проводили в соответствии с общими 

Рис. 1. Полная схема исследования влияния повышенных температур на стандартный образец (СО) тест-штамма М. arginini 
G230 (серия 9/2).

Fig. 1. The complete scheme of the study of elevated temperature effects on the reference standard (RS) of M. arginini G230 (batch 9/2).

В начале срока годности
At the beginning of the shelf life

На исходе срока годности
At the end of the shelf life

10 сут
10 days

30 сут
30 days

I этап
Stage I

II этап
Stage II

Хранение при температуре
25 ± 2 °С

Storage at 25 ± 2 °С

Хранение при температуре
37 ± 2 °С

Storage at 37 ± 2 °С

Хранение при температуре
25 ± 2 °С

Storage at 25 ± 2 °С

Хранение при температуре
37 ± 2 °С

Storage at 37 ± 2 °С

СО М. arginini G230
Хранение при температуре минус 20 ± 2 °С

M. arginini G230 RS
Storage at –20 ± 2 °С

СО М. arginini G230
Хранение при температуре минус 20 ± 2 °С

M. arginini G230 RS
Storage at –20 ± 2 °С
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подходами, принятыми в области разработки 
стандартных образцов биологических лекар-
ственных средств, по показателям: «Описание 
лиофилизата», «Наличие вакуума», «Время рас-
творения», «Описание растворенного образца», 
«Стерильность», «Аттестуемая характеристика 
(титр)» [7, 8]. Основные характеристики и тре-
бования к качеству СО тест-штамма M. arginini 
G230 представлены в таблице 3.

Наш многолетний (более 30 лет) опыт исполь-
зования и изучения СО тест-штамма M. arginini 
G230 (более 40 серий) свидетельствует об устой-
чивой стабильности его свойств при соблюдении 
установленных условий хранения и транспорти-
рования образцов в течение регламентирован-
ного срока годности (12 мес.).

Для решения задачи по установлению воз-
можности увеличения срока годности прово-
дили ретроспективный анализ стабильности 
основных свойств и аттестованной характери-
стики СО тест-штамма М. arginini G230. Были изу-
чены данные по трем аттестованным сериям СО, 
хранившимся в регламентированных условиях 
в течение срока, превышающего установленный 
срок годности (до 2 лет и более). Установлено, 
что при хранении образцов в регламентирован-
ных условиях и при более длительном хранении 
изменений свойств или отклонений по основным 
показателям качества не происходит. Образ-
цы СО соответствуют установленным критери-
ям и представляют собой лиофилизированную 
массу в виде рыхлой таблетки светло-желтого 

Таблица 3. Требования к качеству стандартного образца тест-штамма M. arginini G230
Table 3. Quality requirements for the reference standard of the M. arginini G230 test strain

Показатель
Parameter

Метод
Method

Норма
Requirement

Описание (внешний вид) 
лиофилизата
Description (appearance) before 
reconstitution

Визуальный
Visual

Лиофилизированная мелкопористая масса 
светло-желтого цвета в виде рыхлой таблетки
Light-yellow finely porous lyophilised mass in the 
form of a friable tablet

Наличие вакуума 
(герметизация)
Presence of vacuum (Container 
closure integrity)

Визуальный
ГФ РФ XIV
ОФС.1.8.1.0002.15 Иммунобиологиче-
ские лекарственные препараты
Visual
Ph.Rus. 14, OFS.1.8.1.0002.15 
Immunobiological medicinal products

Наличие вакуума в ампулах проверяют в поле 
высокочастотного разряда. Свечение ампул 
должно быть голубым или розово-голубым
Ampoules are checked for vacuum in a high-
voltage high-frequency field. The glow is blue or 
pink-blue

Растворимость
Время растворения
Solubility
Reconstitution time

Визуальный
Visual

Время растворения в стерильном 
0,9% растворе натрия хлорида не должно 
превышать 1 мин
Reconstitution time in sterile 0.9% sodium chloride 
is less than 1 min

Описание растворенного 
образца
Description after reconstitution

Визуальный
Visual

Суспензия светло-желтого цвета без осадка 
и примесей
Light-yellow suspension free of sediment and 
impurities

Стерильность
Sterility

Метод прямого посева
ГФ РФ XIV ОФС.1.2.4.0003.15  
Стерильность
Direct inoculation
Ph.Rus. 14, OFS.1.2.4.0003.15.Sterility

Бактерии и грибы должны отсутствовать
No bacteria and fungi are present

Потеря в массе 
при высушивании, %
Loss on drying, %

Весовой
ГФ РФ XIV ОФС.1.2.1.0010.15 Потеря 
в массе при высушивании
Weighing
Ph.Rus. 14, OFS.1.2.1.0010.15 Loss on drying

Не более 3
Not more than 3

Аттестуемая характеристика
(титр), КОЕ/мл
Certified value
(titre), CFU/mL

Расчет титра методом предельных 
разведений с составлением числовой 
характеристики по таблице Мак-Креди 
или по среднему арифметическому 
значению
Titre calculation by the most probable 
number method involving numerical 
characterisation using McCrady’s table or the 
arithmetic mean

Не ниже 1×107

Not less than 1×107

Примечание. ГФ РФ XIV — Государственная фармакопея Российской Федерации (XIV изд.), ОФС — общая фармакопейная 
статья, КОЕ — колониеобразующая единица.
Note. Ph.Rus. 14 —State Pharmacopoeia of the Russian Federation (14 ed.), OFS—general chapter identifier, CFU—colony-forming unit.
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Таблица 4. Рост тест-штамма M. аrginini G230 в контрольном разведении при контроле ростовых свойств партий питательных 
сред (2014–2019 гг.)
Table 4. Growth of M. arginini test strain G230 in the control dilution, observed when monitoring growth promoting properties of 
culture media batches (2014–2019)

№ серии 
СО

RS batch 
number

Дата учета 
результата испытания

Test result 
calculation date

№ партии 
питательной среды

Culture medium lot number

Рост тест-штамма 
M. аrginini G230

в контрольном разведении
Growth of M. arginini strain G230 

in the control dilution

Соответствует / 
не соответствует

Compliant / 
non-compliant

Серия 7, срок наблюдения 17 мес. (изг. 03.2014)
Batch 7, 17 months of observation (mfd. 03.2014)

2014 г.

7 03.2014
(аттестация)
(certification)

ПС/292/03/14 10-8 Соответствует
Compliant

7 04.2014 ПС/334/04/14 10-7 Соответствует
Compliant

7 05.2014 ПС/418/05/14 10-7 Соответствует
Compliant

7 12.2014 ПС/270/10/14 10-7 Соответствует
Compliant

2015 г.

7 02.2015 ПС/30/02/15 10-7 Соответствует
Compliant

7 03.2015 ПС/89/02/15 10-7 Соответствует
Compliant

7 04.2015 ПС/113/03/15 10-7 Соответствует
Compliant

7 08.2015 ПС/377/08/15 10-7 Соответствует
Compliant

Серия 8, срок наблюдения 18 мес. (изг. 09.2015)
Batch 8, 18 months of observation (mfd. 09.2015)

8 09.2015
(аттестация)
(certification)

ПС/01/09/15 10-7 Соответствует
Compliant

2016 г.

8 06.2016 ПС/18/л/06/16 10-7 Соответствует
Compliant

8 08.2016 ПС /117/л/08/16 10-7 Соответствует
Compliant

8 12.2016 ПС/299/л/12/16 10-6 Соответствует
Compliant

 2017 г.

8 03.2017 ПС/430/л/03/17 10-8 Соответствует
Compliant

8 03.2017 ПС/431/л/03/17 10-8 Соответствует
Compliant

Серия 9/1, срок наблюдения: 28 мес. (изг. 04.2017)
Batch 9/1, 28 months of observation (mfd. 04.2017)

9/1 05.2017
(аттестация)
(certification)

ПС/32/л/05/17 10-7 Соответствует
Compliant
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цвета. Наличие вакуума в ампулах сохраняет-
ся. После растворения образцы представляют 
собой суспензию светло-желтого цвета, время 
растворения не превышает 1 мин, посторонние 
бактерии и грибы отсутствуют.

Результаты определения значения аттесто-
ванной характеристики (рост в контрольном 
разведении) (табл. 4), свидетельствуют, что зна-
чения титра образцов трех изученных серий 
СО тест-штамма M. аrginini G230, полученные 
на разных партиях питательных сред, так-
же соответствуют установленным требовани-
ям спецификации и сохраняются в пределах 
не ниже 107 КОЕ/ мл в течение срока, превыша-
ющего установленный срок годности (серия 7 — 
17 мес., серия 8 — 18 мес., серия 9/1 — 28 мес.).

Таким образом, данные по анализу качества 
по показателям спецификации и значению титра 
образцов трех серий СО тест-штамма M. arginini 
G230, хранившихся в регламентированных усло-
виях, позволяют сделать вывод об устойчивой 
стабильности свойств СО по всем показателям 
качества в течение срока, превышающего срок 
годности (до 16 мес.).

На следующем этапе работы было проведено 
изучение стабильности свойств СО тест-штам-
ма М. arginini G230 при возможных отклонениях 
температуры от регламентированной при транс-
портировании в условиях окружающей среды. 

Условия моделировали кратковременным воз-
действием двух режимов повышенных темпера-
тур: 25±2 и 37±2 °С.

В качестве объекта использовали образцы 
трех аттестованных серий (сер. 9/2, 10 и 12) СО 
тест-штамма M. arginini G230 с титром не ниже 
1×107 КОЕ/мл в каждой из указанных серий.

Анализ соответствия качества образцов по-
сле воздействия температуры 25±2 °С в течение 
10 и 30 сут (серия 9/2) и образцов серий 10 и 12 
в течение 30 сут по показателям: «Описание ли-
офилизата», «Время растворения», «Описание 
растворенного образца», «Стерильность», «На-
личие вакуума», полученных как в начале срока 
годности (1-й этап), так и в конце срока годности 
(2-й этап), показал сохранение стабильности ос-
новных свойств СО. Образцы всех исследованных 
серий, подвергнутые воздействию температур-
ного режима 25±2  °С в течение 30 сут, соответ-
ствовали требованиям спецификации в конце 
установленного срока годности и представляли 
собой лиофилизированную массу светло-желтого 
цвета в виде рыхлой таблетки, герметизирован-
ную в вакуумированных ампулах. Время раство-
рения в стерильном 0,9% растворе натрия хлори-
да не превышало 1 мин. Растворенные образцы 
представляли собой суспензию светло-желтого 
цвета. Посторонние бактерии и грибы обнару-
жены не были. Результаты определения значения 

№ серии 
СО

RS batch 
number

Дата учета 
результата испытания

Test result 
calculation date

№ партии 
питательной среды

Culture medium lot number

Рост тест-штамма 
M. аrginini G230

в контрольном разведении
Growth of M. arginini strain G230 

in the control dilution

Соответствует / 
не соответствует

Compliant / 
non-compliant

 2018 г.

9/1 05.2018 ПС/159/л/05/ 18 10-7 Соответствует
Compliant

9/1 11.2018 ПС/456/л/11/18 10-8 Соответствует
Compliant

9/1 04.2018 ПС/143/л/04/ 18 10-7 Соответствует
Compliant

 2019 г.

9/1 04.2019 ПС/163/л/03/19 10-7 Соответствует
Compliant

9/1 06.2019 ПС/294/л/06/19 10-7 Соответствует
Compliant

9/1 07.2019 ПС/294/л/06/19 10-8 Соответствует
Compliant

9/1 08.2019 ПС/333/л/07/19 10-7 Соответствует
Compliant

Примечание. СО — стандартый образец.
Note. RS—reference standard.

Продолжение таблицы 4 
Table 4 (continued)
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титра образцов серии 9/2 в начале и в конце 
срока годности, а также образцов серий 10 и 12 
по истечении срока годности после воздействия 
температуры 25±2  °С в течение 30 сут (табл. 5) 
наглядно демонстрируют, что значения титра 
образцов сохраняются в течение регламентиро-
ванного срока годности в пределах, установлен-
ных при аттестации (не ниже 107 КОЕ/мл) и сви-
детельствуют об отсутствии значимого влияния 
данного термовременного режима на жизнеспо-
собность и титр микоплазм.

Анализ результатов оценки качества образ-
цов СО серии 9/2 после воздействия второго 

температурного режима 37±2  °С в течение 10 
и 30 сут также показал отсутствие изменений 
свойств по показателям спецификации, все об-
разцы соответствовали установленным требо-
ваниям, за исключением значения аттестован-
ной характеристики. При проведении анализа 
воздействия данного режима на значение титра 
было установлено отклонение от нормативных 
требований. В частности, хранение образцов 
серии 9/2 при температуре 37±2  °С в течение 
и 10 и 30 сут существенно повлияло на жизне-
способность микоплазм и привело к снижению 
титра (до 106 КОЕ/мл), что на порядок ниже зна-

Таблица 5. Результаты влияния повышенных температур на значение аттестованной характеристики стандартного образца 
тест-штамма M. arginini G230
Table 5. The effects of elevated temperatures on the value of the certified characteristic of the M. arginini G230 test strain RS

№ серии
(титр при 

аттестации),
количество ам-

пул в испытании/
дата учета

Batch No. (titre 
at the time of 
certification), 

number of tested 
ampoules/ 

calculation date

Температура 
хранения

образцов СО, °С
RS samples 
storage t, °С

Титр образцов СО тест-штамма М. arginini G230,
(Хср ± S), НВЧ/мл,

хранение при повышенных температурах в течение
Titre of М. arginini G230 RS samples, (Хmean ± S), MPN/mL,

stored at elevated temperatures during

10 сут
10 days

30 сут
30 days

при испытании
when tested 

в начале
срока

годности
(01.10.2018)

at the beginning of 
the shelf life
(01.10.2018)

в конце
срока

годности
(28.08.2019)

at the end of the 
shelf life

(28.08.2019)

в начале
срока

годности
(22.10.2018)

at the beginning of 
the shelf life
(22.10.2018)

в конце
срока

годности
at the end 

of the shelf life

9/2
(107 КОЕ/мл)
(107 CFU/mL)

n=4/
01.09.2018

25±2 (1,1±0,7)×107 (3,0±0,6)х107 (1,1±0,6)×107 a(3,5±1,4)×107

37±2 (0,8±0,6)×106 (3,1±1,2)×106 (0,6±0,3)×106 a(3,0±1,7)×106

–20±2
(контроль)

(control)
>107 >107 >107 a>107

10
(107 КОЕ/мл)
(107 CFU/mL)

n=6/
23.07.2019

25±2 – – – b(0,8±0,3)×107

–20±2
(контроль)

(control)
– – – b>107

12
(107 КОЕ/мл)
(107 CFU/mL)

n=6/
19.06.2020

25±2 – – – c(3,1±1,6)×107

–20±2
(контроль)

(control)
– – – c>107

Примечание. «–» — испытание не предусмотрено. СО — стандартый образец, НВЧ — наиболее вероятное число, КОЕ — ко-
лониеобразующие единицы. 
a Дата учета результата (для серии 9/2) — 28.08.2019. 
b Дата учета результата (для серии 10) — 20.07.2020. 
c Дата учета результата (для серии 12) — 14.06.2021.
Note. — not applicable, RS—reference standard, MPN—most probable number, CFU—colony-forming unit.
a Calculation date: 28 August 2019.
b Calculation date: 20 July 2020.
c Calculation date: 14 June 2021.
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чения (1,0×107  КОЕ/мл), полученного при атте-
стации в начале срока годности СО. Учитывая, 
что при дальнейшем хранении в регламенти-
руемых условиях значение титра СО во всех 
испытаниях сохранялось (106 КОЕ/мл), можно 
предположить, что потеря жизнеспособности 
микроорганизмов произошла непосредственно 
в течение первых десяти суток после воздей-
ствия повышенной температуры 37±2 °С.

На основании полученных результатов 
о негативном влиянии данного термовремен-
ного режима на титр СО серии 9/2 дальнейшее 
продолжение исследований по полной схеме 
на образцах двух других серий (10 и 12) было 
признано нецелесообразным.

Таким образом, изучение стабильности СО 
тест-штамма М. arginini G230 при моделиро-
вании кратковременного воздействия повы-
шенных температур показало, что основные 
свойства и титр СО тест-штамма M. arginini 
G230 сохраняются после воздействия темпе-
ратуры 25±2  °С в течение 30 сут, что позво-
ляет без потери качества транспортировать 
СО в указанных условиях и использовать его 
при соблюдении регламентированных усло-
вий хранения до окончания установленно-
го срока годности. Вместе с тем воздействие 
в течение 10 сут более высокой температуры 
37±2 °С приводит к существенному снижению 
титра СО и не может рассматриваться в ка-
честве допустимого режима хранения и/или 
транспортирования.

Выводы

1.	 Ретроспективный анализ СО тест-штамма 
М. arginini G230, используемого для оценки 
пригодности питательной среды, показал, 
что при соблюдении регламентированных 
условий хранения и транспортирования ста-
бильность свойств сохраняется в течение сро-
ка, превышающего срок годности (до 16 мес.).

2.	 Установлено, что воздействие на образцы СО 
температурного режима 37±2 °С в течение 10 
и 30 сут приводит к снижению аттестованного 
значения (титра) образцов, не позволяющего 
в дальнейшем использовать его для оценки 
качества питательной среды при испытании 
БЛП на присутствие микоплазм.

3.	 Экспериментально показано, что хране-
ние образцов трех серий при температуре 
25±2 °С не влияет на свойства СО тест-штамма 
М. arginini G230 и позволяет его использовать 
в течение установленного срока годности 
после транспортирования не более 30  сут 
при данной температуре.

4.	 Целесообразно продолжение исследований 
по изучению стабильности свойств образцов 
СО, подвергшихся воздействию в течение 
30  сут температуры 25±2  °С, после истече-
ния регламентированного срока годности 
для одновременного решения вопросов, ка-
сающихся увеличения срока годности и воз-
можности транспортирования СО при дан-
ном термовременном режиме.
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